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RESUMO

Os agentes de contraste iodados atuais causam diversos efeitos adversos e nao proporcionam

imageamento por periodo maior que trinta minutos surgindo a necessidade pela busca por

agentes de contraste que diminuam os efeitos adversos e propiciem um imageamento de longo
prazo. Nesse sentido o desenvolvimento de um agente de contraste iodado nanoestruturado

torna-se promissor uma vez que sua estrutura nano traz por si a diminuigdo dos efeitos

adversos e esta permite controlar o tempo que o agente de contraste permanecera no organismo
fornecendo assim um imageamento mais prolongado. O presente estudo desenvolveu uma nova

formulagao nanoestruturada contendo agentes de contraste iodados para a utilizagdo em raio-x
utilizando duas vias de sintese, uma com carreadores nanoestruturado lipidicos, o que
posteriormente demonstrou ser inviavel, e a utilizagdo das Bases de Schiff, que demonstrou ser
promissora. Os carreadores nanoestruturados lipidicos demonstraram a impossibilidade de
ligacdo covalente do iodo ao acido graxo, fazendo com que o iodo se deslocasse facilmente
para 0 meio, 0 que é inviavel para um agente de contraste. As Bases de Schiff formadas se
ligaram covalentemente ao iodo fazendo com que este ndo fosse para 0 meio fornecendo a
formagcdo de um agente de contraste seguro. Antes da iodagdo as base de Schiff foram
acopladas a moléculas de acido graxo de sete carbonos para conferir hidrofobicidade, o que é
perfeito para formagao de nanoemulsido. Logo apoés a Base de Schiff foi iodada. As estruturas,
tanto lipidicas como a Base de Schiff com acoplamento com cadeia de sete carbonos e a
estrutura iodada, tiveram suas capacidades de absor¢ao de raio-x medidas no aparelho 1VIS®
LUMINA XR Series Ill. A base de Schiff iodada demonstrou uma capacidade de absorg¢ao de
raio-x de cerca de 2,17 vezes maior que a agua demonstrando ser excelente para a finalidade
proposta. A base de Schiff iodada com cadeias C7 nanoemulsionada obteve a absorgao de raio-
x de cerca de 1,22 vezes maior que a agua. O acoplamento com cadeias C7 a base de Schiff
trouxe a inversao da densidade do 6leo fazendo com que esta se tornasse mais pesado que a

agua provavelmente devido ao alto peso molecular conferido a base de Schiff com o
acoplamento. A partir dos resultados obtidos foi observado que a base de Schiff iodada

acoplada com cadeias C7 e nanoemulsionada €& promissora como agente de contraste

necessitando tdo somente testes in vivo para completa certificagdo de um novo tipo de agente
de contraste nanoemulsionado no mercado.
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ABSTRACT

The current iodinated contrast agents cause many side effects and do not provide imaging for a
longer period than thirty minutes resulting in the need for search for contrast agents that reduce
adverse effects and which guarantee a long-term imaging. Accordingly the development of a
nanostructured iodinated contrast agent becomes promising since their nano structure in itself
brings reduction of adverse effects, and this allows to control the time that contrast agent
remains in the body thereby providing a longer imaging. The present study developed a new
formulation containing nanostructured iodinated contrast agents for use in x-ray using two
synthetic routes, one with nanostructured lipid carriers, which subsequently shown to be
feasible and use of Schiff bases which demonstrated be promising. The nanostructured lipid
carriers demonstrated covalent bonding of iodine to the impossibility fatty acid, causing the
iodine is readily displaced into the medium, which is not feasible for a contrast agent. The
Schiff bases formed covalently iodine bound causing it go not to the medium providing
formation of a safe contrast agent. Before the iodination, the Schiff base were coupled to fatty
acid molecules of seven carbons to confer hydrophobicity, which is perfect for assembling
nanoemulsion. Soon after the Schiff base was iodized. The structures of both lipid and the
Schiff base with coupling to seven carbon chain and iodinated structure had their capabilities

X-ray absorption measured on IVIS® LUMINA Series Il XR device. The Schiff base

iodinated x-ray showed an absorption capacity of about 2.17 times greater than the water
proving to be excellent for the proposed purpose. The nanoemulsioned iodinated C7 chain
Schiff base obtained X-ray absorption of about 1.22 times greater than water. Coupling with C7
chains brought Schiff base density inversion of the oil causing it to become heavier than water
probably due to the high molecular weight given to Schiff base with the coupling. From the
results obtained it was observed that nanoemulsioned iodinated C7 chain Schiff base is
promising as a contrast agent requiring solely in vivo tests for full certification of a new type of
nanoemulsioned contrast agent in the market.
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1. INTRODUGAO

1



1.1 Histdria do raio-x

A descoberta do raio-X ocorreu no final do século XIX, tendo sido descrita pelo fisico

alemao Wilhelm Roentgen. Pela primeira vez na historia foi possivel fotografar e identificar as

estruturas do esqueleto humano utilizando técnicas ndo invasivas. Roentgen estava explorando

0 caminho dos raios elétricos que passam de uma bobina de indugéo através de um tubo de

vidro parcialmente evacuado. Embora o tubo estivesse coberto de papel preto e o quarto
estivesse completamente escuro, ele notou que uma tela coberta de material fluorescente foi

iluminada pelos raios. Logo ele percebeu que os objetos poderiam ser penetrados por estes

raios e que a imagem de sua prépria mao diferenciou 0s 0ssos dos tecidos moles.

Intuitivamente ele usou uma chapa fotografica ao invés de uma tela e capturou a primeira

imagem de raio-x que foi a da mao de sua esposa com o anel de casamento.(1-2)

Nos primeiros vinte anos seguintes depois da descoberta de Roentgen o raio-x foi usado

para diagnosticar soldados feridos que lutaram na Primeira Guerra Mundial encontrando

fraturas Gsseas e balas incrustadas o que levou a técnica a notoriedade fazendo com que fossem

produzidos muitos instrumentos de raios-x. Foi somente no inicio da década de 1900 que foi

observado que o efeito nocivo dos raios-x poderiam ser poderosos instrumentos na luta contra o

cancer e doencas de pele. Em uma tragica historia, o proprio Roentegen foi vitima de cancer,

provavelmente relacionado a alta exposicao de fontes de raio-x. (1-2)



1.2 Histdéria dos agentes de contraste

Com base na descoberta de Roentgen, surgiu uma area da medicina diagnostica

conhecida por imageologia médica. As tomadas radiograficas revolucionaram o potencial

diagnéstico com técnicas nao invasivas, sendo muito util para a observagdo dos tecidos

mineralizados do corpo, como 0ssos e dentes. (3)

O principio de formagao das imagens radiograficas se baseia no fato de que algumas

regides anatdémicas, estruturas mineralizadas, possuem a capacidade de absorver parte dos

raios-x incididos, enquanto outras, tecidos moles, absorvem em pouca quantidade. Nesse

contexto, uma imagem anatdémica com regides radio-densas, que absorvem raio-x, e radio-

Iucidas, que permitem a passagem do raio-x, é formada. (3)

Uma evolugao da técnica foi alcangada pelo desenvolvimento de agentes de contraste

de raio-x que possibilitaram a identificacao diagnéstica néo sé de tecidos mineralizados, mas

também de tecidos moles. Os agentes de contraste de raio-x sdo subsancias de alto peso

molecular que possuem a capacidade de absorver feixes de raio-x. Se adminstrados aos

pacientes para a obtencdo das imagens radiograficas, os agentes de contraste podem se

acumular em determinadas regides anatdbmicas e criar novas areas radio-densas nas imagens

radiograficas. Essas novas imagens radio-densas “artificiais” permitiram a observagao nao



invasiva de estruturas anatoémicas antes indetectaveis nas tomadas radiograficas tradicionais.

(4)
Historicamente os primeiros agentes de contraste desenvolvidos foram o sulfato de

bario (administrado via oral) e formulagdes iodadas (administradas por injegao intravenosa,

intra-arterial) que foram descritos na década de 1910. Até hoje o sulfato de bario é utilizado

nos Estados Unidos em milhdes de procedimentos de raio-x como avaliagao radiologica do

tubo digestivo. O seu desenvolvimento ndo evoluiu com o passar do tempo e ao longo dos anos

nao houve uma melhora significativa nas formulagoes dos diversos agentes de contraste que

permitissem uma redugao dos efeitos adversos e uma estrutura molecular que permitisse uma

biodistribuicdo diferenciada. Somente 0s agentes iodados conseguiram uma evolugdo um

pouco mais diferenciada. Em 1923 Osborne e colegas, na Clinica Mayo, perceberam que a

solugao de iodeto de sodio quando administrada via oral ou intravenosa produzia opacificagao

da bexiga o que levou estes compostos a serem usados em estudos radiologicos de excregao

renal. (7)

Em 1954 surgiu uma forma iénica de agente de contraste iodado, o 1,3,5-triiodobenzeno

que é considerado a primeira geracao de agentes de contraste de raios-X desenvolvido para uso

intravascular geral que recebeu o nome de acido diatrizéico ou diatrizoato. Mas havia um



problema, a alta osmolaridade deste produto (1,57 osm kg™ para 300 mg de solugéo de iodo

ml™) gerava quimiotoxicidade. A partir desta descoberta quatro classes distintas de moléculas

ativas, com base nesta plataforma aromatica, surgiram. Os representantes de cada classe de

agentes de contraste estao representados na Figura 1.(5)
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Figura 1. Representantes de cada classe de contraste. A) Diatrizoato (mondmero idnico). B) lohexol (monémero

nao-ionico). C) loxaglato (dimero iénico). D) lodixanol (dimero nao-iénico). Adaptado de Shi-BaoYu and Alan
D. Watson. (5)

Foi em 1960 que houve um grande desenvolvimento dos agentes de contraste para

raios-x trazido por Torsten Almén, radiologista sueco. Este hipotetizou que os efeitos adversos

se davam devido a uma sobrecarga da homeostase do organismo pela adigao rapida de grandes

quantidades de agente de contraste de alta osmolaridade.(4)



Devido a descoberta de Almén, foi desenvolvido em 1970 a segunda geracido de

contrastes iodados que possuem como caracteristica serem de baixa osmolaridade (0,67 osm

kg™), soltveis em &gua e no idnicos como o iohexol. Ainda hoje sdo muito utilizados sob os

nomes comerciais Omnipaque e Exypaque. Uma das grandes vantagens da osmolaridade ser

um pouco reduzida € que houve diminuigao das reagdes adversas graves e o grau de dor apds a

injecao foi muito reduzido. Mais tarde, uma forma dimérica foi introduzida, uma nova classe

de meios de contraste com osmolalidade significativamente menor do que 0s monémeros nao

idnicos comegou a ganhar forga, dimeros nao idénicos como o iodixanol (nome comercial:

Acupaque e Visipaque, 0,29 osm kg™) formulados para ser isoténicos ao sangue. (6)

Ao longo dos anos a preocupagdo em se ter agentes de contraste com baixa

osmolaridade e que tivessem reagdes adversas minimas resultou em modificagdo de alguns

agentes de contraste. Houve a esterificagdo com meglumina dos analogos do acido tri-

iodobenzdico ou a sua conversdo ao sal de sédio que trouxe uma grande melhoria da

solubilidade destes compostos que em solugao produzem tanto cations como anions, mas

somente a forma aniénica € radio opacificante porque possue o iodo. Portanto, esta nova

geracao de agentes de contraste radio-opacificante como o iopamidol, iohexol, ioxaglato, iotrol

e iopromida trouxeram o beneficio de reduz significativamente os efeitos fisioldgicos



produzidos em angiografia e em raio-x convencional com as concentragdes de iodo que se

aproximavam de 3 mol/L (380,7 mg/mL). Na grande maioria dos exames radiograficos 0s

agentes de contraste sdo injetados em altas concentragdes. Apds o advento da angiografia

digital € possivel se conseguir um bom contraste com uma concentragao de iodo inferior pelo

aumento da sensibilidade dos equipamentos utilizados nas tomadas radiograficas. Estes tem o

beneficio de produzirem efeitos adversos minimos em curto prazo e sdo bem mais faceis de

usar. (7)

Devido a estes agentes de contraste iodados possuirem estruturas dimensionais

pequenas, apesar dos pesos moleculares altos (diatrizoato, 613; lohexol, 821; iodixanol, 1550),

estes possuem uma excrecao renal rapida o que muitas vezes dificulta a tomada radiografica.

Uma alternativa no exame € a realizagao de uma infusdo de agentes de contraste para manter

0s niveis de agentes iodados sempre elevados, e assim permitir a tomada radiografica de

maneira adequada. (6)

Tendo em vista esta limitagdo farmacocinética dos agentes de contraste, algumas

formulagdes iodadas para exames radiograficos foram desenvolvidas ao longo dos ultimos

anos com o intuito de aumentar o tempo de circulacdo destes agentes na corrente sanguinea.

Entre estas, podemos citar os agentes de iodo padréo encapsulados em lipossomas, o polimero



disprosio-DTPA-dextrano, micelas poliméricas a base de PEG contendo iodo, brometo de

perfluoroctyl, polilisina derivada ligada ao iodo, e iodo ligado a um nucleo de policarboxilato,

entre outras. (6). Estas formulages tém por objetivo principal permitir que as tomadas

radiograficas sejam realizadas sem a necessidade da realizagdo de um processo de infusao

continuo dos agentes contrastantes.

Além da questao farmacocinética, aonde os agentes sao rapidamente excretados, outras

questdes toxicologicas sdo importantes de se observar nos agentes de contraste. Sua toxicidade

esta vinculadas a trés aspectos importantes como coeficiente de particdo, capacidade de

ligacdo a proteina e densidade Tr-eletrénica no sistema de anel benzénico aonde qualquer

aumento na densidade TT-elétronica aumenta a hidrofobicidade, enquanto qualquer redugao na

densidade Tr-elétronica diminui a hidrofobicidade. As moléculas mais hidrofébicas tem uma

osmolaridade inferior. Para o desenvolvimento de novas moléculas de contraste iodado é

importante observar a estabilidade, solubilidade, hidrofilicidade, osmolaridade e viscosidade. A

viscosidade € o principal critério que se opde aos outros porque todos os critérios que

contribuem para melhoria da solubilidade, da pressdo osmotica e da hidrofilicidade s&o

inversamente proporcionais com a viscosidade. (8)



Pensando num maior desenvolvimento do aspecto farmacocinético e toxicoldgico surge

a terceira geragao de agentes de contraste que veio da fusdo de agentes iGnicos com nao

ibnicos produzidos atraves do aumento do comprimento dos grupos secundarios substituidos a

fim de aumentar o peso molecular e reduzir a osmolaridade sem alterar a concentra¢ao de iodo.

Os novos agentes tém osmolaridades de cerca de 0,60 Osm/kg H,0, metade desta proveniente

dos agentes de contraste idbnicos monomeéricos (concentragao de iodo de 300 mg/ml). Estes

agentes de contraste ndo idnicos séo bem tolerados porque nao necessitam de um contra-ion, e

possuem baixa osmolaridade. Além disso, por conta da sua maior hidrofilia, devido ao

mascaramento do nucleo hidrofébico por cadeias laterais hidrofilicas, e a sua falta de carga,

estes agentes de contraste ndo iénicos tém um reduzido potencial para interagoes, tornando-se

mais inertes e menos toxicos do que 0s agentes idnicos de baixa osmolaridade. (9)



1.3 Farmacocinética dos agentes de contraste

Quando os agentes de contraste sdo adiministrados para geragao de imagens em raio-x

0 espagco de tempo ideal para obtengdo destas imagens depende do comportamento

farmacocinético do perfil do bolus (substancia aplicada de uma sé vez) do agente de contraste

administrado ou calculado com base em modelos da circulagdo sanguinea. O agente de

contraste deve estar em alta concentragdo na area alvo e deve coincidir com o tempo de

geracao de imagem e este € um dos problemas a superar com 0s atuais agentes de contraste

tradicionais devido a sua rapida eliminagao do organismo levando a uma pequena janela para

obtengdo de imagem. Este problema é superado com a formulagido de nanoagentes de

contraste que permitem um tempo de circulagéo maior possibilitando todo tipo de imageologia.

(10)

Um diagrama de fluxo do modelo cinético é apresentado na Figura 2 abaixo.
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Figura 2. Caminho de circulagao utilizado no modelo cinético. Adaptado
de Anshuman Jakhmola, Nicolas Anton e Thierry F. Vandamme. (11)

Para se entender a farmacocinética dos agentes de contraste os volumes totais dos
orgaos devem ser divididos em uma série de fragmentos menores, que sdo conectados em
série, para atingir recirculagdo. Isso produz fluxos paralelos em varios 6rgaos, que sao
divididos em compartimentos menores, com conexdes seriais. O agente de contraste é

administrado numa veia periférica, conduzindo a veia cava, 0 coragao direito, a circulagao

pulmonar, o coragao esquerdo, e, finalmente, para a periferia. (11)

A farmacocinética destes agentes pode ser representada por um modelo de dois

compartimentos. (12) Os picos de concentragoes plasmaticas sempre ocorrem rapidamente, em

boa concordancia com o aumento de contraste do sangue, figado, bago e outros érgaos. (13)
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As maiores concentragdes sao obtidos com agentes de contraste de baixa osmolaridade em

comparagao com 0s agentes de alta osmolaridade. Esta observagao leva a um melhor contraste

dos tecidos. (14)

Hoje em dia, os agentes de contraste de raios-X iodados séo usados em cerca de 20

milhdes de procedimentos anualmente nos Estados Unidos, principalmente em raio-x e

aplicagdes angiograficas. Devida a grande importancia destes agentes e a gama de exames em

que estes sao utilizados a comunidade cientifica ndo mede esforgos para o desenvolvimento de

uma categoria completamente inovadora de agentes de contraste de raios-X como agentes

nanoparticulados que tem sua farmacocinética completamente diferenciada possibilitando

maior tempo na circulagdo. A tabela abaixo enumera uma série de procedimentos diagnosticos

de raios X mais comuns que atualmente utilizam meios de contraste organizados de acordo

com o sistema organico e via de administragdo. A frequiéncia relativa dos procedimentos

também € indicada e mostra que os procedimentos de administragdo intravascular gerais, que

incluem imagens de 6rgaos e angiografia, sdo os mais significativos em termos de utilizagao

de agente de contraste. (5)
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Para que os agentes de contraste evoluam ainda mais e tragam maior beneficio a

imageologia médica é necessario o desenvolvimento de agentes que possuam propriedades e

caracteristica otimizadas e que podem ser resumidas em cinco pontos: (I) Estes devem ser

eliminados pelos rins e podem ser fomulados sob a forma de sistemas nanoparticulados como

lipossomas, nanoemulsdes, ou dendrimeros de nanoparticulas poliméricas com um tamanho

minimo de cerca de 100 nm (15-17). (1) A fim de conferir-lhe propriedade furtiva a suspensao

de NP deve ter sua superficie controlada ou funcionalizada por polimeros hidréfilos, tais como

polietilenoglicol (PEG) (18-22). A circulagdo prolongada na corrente sanguinea desta

suspensao de NP esta relacionada com o tamanho nanomeétrico destes agentes, juntamente com

a funcionalizagdo da superficie, impedindo a opsonizagdo rapida pelo sistema reticulo-

endotelial (RES) (19). (I1I) Os carreadores nano precisam conter uma grande quantidade de

material de contraste para raios-X (normalmente iodo), de preferéncia cerca de 100 mg (ou

mais) de iodo por mililitro de suspensao a ser administrado (23)(16-17). (IV) As suspensdes de

NP devem ser estaveis durante o armazenamento e ter uma elevada estabilidade in vivo, o que

também afeta as propriedades furtivas e o tempo de permanéncia na corrente sanguinea. (V) A

despeito da elevada carga de agentes de contraste, a suspensao de NP deve permanecer atoxica

e neutra para o metabolismo bioldgico. (21)
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Apesar do grande avango obtido na imageologia de raios-x pouca atividade foi

direcionada para o desenvolvimento de novos nanomateriais como agentes de contraste de

raios-X até a ultima década, quando o numero de publicagdes envolvendo nanomateriais como
agentes de contraste de raios-X mais do que quadruplicou. O primeiro uso clinico generalizado
de nanoparticulas como agentes de contraste de raios-X em humanos ocorreu em 1930, quando
0 Thorotrast, uma suspensao de 3 a 10 nm de nanoparticulas de diéxido de tério foi aplicado
como um agente de contraste radiografico; por causa dos efeitos da radiagdo em longo prazo e
da carcinogenicidade significativa do 2**Th (tério), a aplicacdo clinica de Thorotrast foi
abandonada depois de 20 anos. Devido a biocompatibilidade questionavel de muitos elementos
de nuamero atémico elevado (Z), o numero de materiais explorados para aplicagdes in vivo tem
sido limitado. Hoje moléculas iodadas hidrofilicas mais seguras sao universalmente utilizadas

como agentes de contraste radiografico. No entanto, um interesse renovado em agentes

baseados em NP surgiu com a promessa de uma imagem mais detalhada e quantitativa e um

maior potencial para aplicagdes terapéuticas. (24)

Devido a este interesse renovado nos compostos nanoparticulados ha um grande
estimulo no desenvolvimento de nanomateriais iodados. Ha muita pesquisa sobre a

incorporacao de compostos organicos iodados em uma NP, com projetos que vao desde
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emulsdes (25-26), lipossomas (27), e lipoproteinas (28) para nanocompostos insoluveis (29-32)

e NPs poliméricas (33-34), muitas das quais tém sido aplicados com sucesso in vivo (27-

28)(30-34). O principio do design para muitos desses nanomateriais tem sido simplesmente em

aumentar as concentragdes de iodo localizadas, resultando em maior contraste local em

comparagao com 0S compostos convencionais soluveis em agua. Além de modificar as

particulas para alterar o destino fisiologico e transporte, a dopagem com um composto iodado é

usado para melhorar o contraste de raios-X para a finalidade de criar particulas multifuncionais

(26,28,35). Apesar de o iodo ter um numero atdbmico menor que 0 ouro e o bismuto, este tem

um coeficiente de atenuagdo de massa elementar superior e energias de raios-X incidentes que

sao relevantes para imageologia radiografica projecional. Uma comparagao recente do

desempenho de NPs de ouro com a de agentes de contraste iodados demonstrou que, sob

condicdes utilizadas para a angiografia coronaria, ambos o0s materiais trabalharam

equivalentemente (36).

O designer racional dos agentes de contraste iodados nanoparticulados para raio-x com

uma farmacocinética e taxas de excrecao controladas € fundamental para solucionar as

deficiéncias dos agentes moleculares de contraste iodados convencionais para raio-xX € 0S

agentes de contraste nanométricos. (37) Estes novos agentes de contraste vao ter prolongado a

sua circulagao sanguinea e o extravasamento vascular sera limitado para produzir uma forte
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melhoria nas amostras sanguineas a doses substancialmente reduzidas. A degradagao

progressiva dos agentes de contraste iodados nanoemulsionados pode retardar

significativamente a taxa de excre¢ao renal, reduzir a concentragao dos agentes iodados nos

rins e minimizar o ataque agudo nestes, evita multiplas inje¢cdes e também proporciona efeitos

colaterais toxicos substancialmente menores para 0s rins 0 que € muitas vezes causada por

agentes de contraste iodados convencionais. (7,38,39)

Como alternativa viavel a uma nova classe de contrastes iodados nanoemulsionados

esta as Bases de Schiff, também conhecida como “Salen”. Embora o termo Salen fosse usado

originalmente apenas para descrever as bases de Schiff tetradentada derivadas da

etilenodiamina, mais termos gerais do tipo Salen sdo usados na literatura para discrever a

classe de [O, N, N, O] ligantes da base Schiff bis tetradentado. (40) A condensagao de uma

amina com um aldeido forma a base de Schiff que € uma das mais antigas reagdes em quimica.

Os ligantes da base de Schiff coordenam com metal através do nitrogénio da imina e outro

grupo, usualmente oxigénio, situado no aldeido original. Quando uma diamina é

primeiramente combinada com 2 equivalentes de salicilaldeido, as bases de Schiff sao

formadas. Os ligantes apresentam dois sitios covalentes e dois sitios covalentes coordenados

situados num arranjo planar (Figura 3). (41)
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Figura 3. Preparacao das bases de Schiff. Adaptado de Pier Giorgio Cozzi. (40)

Diferentes complexos da base de Schiff podem estar presentes em diferentes

concentragdes, como uma fungao da constante de equilibrio. No entanto, a introdu¢ao de um

grupo volumoso nas bases de Schiff pode controlar a identidade e homogeneidade do

complexo, deslocando o equilibrio para a formagao de uma unica espécie. A estabilidade dos

complexos € regulada pela constante de equilibrio. Com base nisso o presente trabalho tem por

finalidade criar uma Base de Schiff tetraiodada nos radicais R1 da figura 3 e acoplar cadeias de

7 carbonos nos nitrogénios para controlar a homogeneidade do complexo e conferir a este
caracteristica hidrofébica nos radicais R2 para que posteriormente possa ser hanoemulsionado

para utilizagdo em imageologia médica. (40) Por ser um processo de sintese de baixo custo,

19



essa estratégia de desenvolvimento foi planejado com o intuito de produzir um novo contraste

de raios-X iodado hidrofébico para serem incorporados a nanocarreadores lipidicos.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

« Desenvolver uma formulagdo nanoestruturada contendo agentes de contraste iodados para

a utilizacao em raio-x.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar a incorporagao de iodo molecular nas bases de Schiff;

o Determinar a melhor formulag&o para as bases de Schiff;

o Avaliar a iodagao das bases de Schiff;

o Auvaliar o acoplamento de cadeias carbbnicas para conferir carater hidrofobico as

bases de Schiff.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Halogenagéao do 6leo de girassol com iodo

Para reagao de halogenacao do 6leo de girassol foi preparado uma solugéo alcodlica de

iodo P.A. Para a preparacéo da solugao alcodlica a 10% foi pesado 10g de iodo P.A. e

adicionado em proveta de 100ml e logo apds adicionado quantidade suficiente de etanol

absoluto para 100ml. (resultando em uma concentragao final de 100mg 1/ml).

Para a reagao de halogenacao, 59 de 6leo de girassol foram pesados em um béquer

(50ml). Para a condugcédo da reagdo, 500ul de solugdo alcodlica de iodo a 10% foram

acrescentados e o conjunto foi mantido em agitacdo magnética por 15 minutos a 30° Celsius

em sistema de fluxo laminar para a completa evaporagdo do alcool da solugao iodada. A

reacao de halogenagao de acidos graxos € verificada pela alteragao da cor da solu¢ao iodada,

indicando o consumo do iodo pelas insaturagdes dos acidos graxos.

3.2 Preparagao de nanoemulséo iodada

A nanoemulsdao (NE) lipidica foi sintetizada pelo método de auto-emulsificagao de

Oleos e tensoativos. A fase oleosa da nanoemulsao foi composta por 6leo de girassol (60 mg),

Oleo de ricino (240 mg), solugéo alcodlica de iodo a 10% (300 mg) (previamente descrita),

surfactante - cremophor (600 mg).
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( 240 mg  odleo de ricino

Fase
oleosa 60 mg oleo de girassol
@ 300 mg solucdo alcodlica de iodo 10%
L 600 mg cremophor
Fase 2 7
aquosa -

@ { 10 ml tampao fosfato pH 7 4

Figura 4. Férmula da nanoemulséo lipidica.

A reacao de halogenacao do 6leo de girassol foi realizada in situ durante a preparagao
da fase oleosa. A fase aquosa foi composta de tampao fosfato pH 7,4. Para sintese da
nanoemulsao a fase oleosa foi agitada durante quinze minutos a trinta graus Celsius para
completa evaporagao do alcool (mistura da fase oleosa e halogenagao in situ). A confirmagao
da reacao in situ foi realizada pela observagao da alteracdo da cor da amostra. Apds este
periodo a solugao aquosa foi vertida na mistura auto-mulsificante. A nanoemulsdo e formada
imediatamente apos a adigao da fase aquosa ao sistema. A concentracao final obtida de iodo

foi de 30 mg I/ml. A razdo molar entre 6leo de girassol/iodo foi igual a 1,2.
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3.3 Caracterizag@o nanoscopica

A caracterizagao nanoscopica das nanoemulsdes produzidas foi realizada pelo método

de espalhamento dindmico da luz utilizando o equipamento Zetasizer (Nano Zs, Malvern

Instruments, UK). Para tanto, 50 yL da solugéo de nanoemulsao foram diluidos em 950 uL de

agua destilada. Esse conjunto foi transferido para um cubeta de poliestireno e o didmetro

hidrodinamico das nanoemulsdes em suspensao foi determinado no equipamento Zetasizer, em

software proprio. (42)

3.4 Teste de liberagao de iodo das nanoemulsdes contendo acidos graxos halogenados

Para o teste de liberagao de iodo 200 ul da nanoemulsao iodada previamente preparada,

foram adicionados a 800 pl de solugao tampao e mantidos sob agitagdo por 4h. Apos este

periodo 500 pl desta solugao foram centrifugados em filtro Amicon (poro 50 Kda). Foram

centrifugados a 14.000 rpm's por 15 minutos. Para quantificagdo da quantidade de iodo o

filtrado e o retido no filtro Amicon foram avaliados pela absorcdo de raios-x das amostras

iodadas no aparelho 1VIS® LUMINA XR Series Ill. Como controle da reagdao, a mesma

proporcao de uma solugcao aquosa de iodo (30 mg 1/ml-10% Etanol) foi prepara e centrifugada

nas mesmas condigoes para a verificagao da passagem do iodo molecular pelo filtro Amicon.
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3.5- Obtengao de imagem por raios-X pelo aparelho IVIS® LUMINA XR Series 111

A quantificagao da densidade radioldgica foi mensurada no aparelho 1VIS® LUMINA

XR Series I11. A unidade de medida, absorbancia de raio-X, se refere a quantidade de energia

incidida e transmitida sobre as amostras (absor¢ado=logl0) (energia incidida/energia

transmitida). Para padronizagdo da terminologia utilizada ao longo do texto iremos utilizar os

termos radio-opaco (alta densidade radiologica) e radio-lucido (baixa densidade radioldgica)

para a classificagdo das imagens radioldgicas. Foi utilizada uma fonte de incidéncia com

energia padrao de Raio-X (28 Kv 100 pA) para todos os espécimes analizados. As imagens

foram obtidas e coloridas artificialmente para a melhor evidenciagdo das areas de alta

radiopacidade das imagens. As escalas de absorcao de raio-x estao apresentadas em todas as

tomadas radiograficas.

3.6 Preparagao da Base de Schiff

O processo de obtengao da Base de Schiff se deu através da redugao das iminas

presentes na Base de Schiff onde em um baldo volumétrico de 100ml foram adicionados 10

gramas da Base de Schiff (37mmol) que foi solubilizado em 40ml de dicloro metano

préviamente seco com hidreto de calcio e refluxo durante 2 horas.
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Sob agitagao magnética até a solubilizag&o total da Base de Schiff, foram adicionados

8,0 gramas de triacetoxiborohidreto de sodio (agente redutor) (75mmol) em 4 porgdes de 2

gramas pausados de 30 em 30 minutos em banho térmico a temperatura ambiente. A reagao

prosseguiu durante 4 horas, entdo em um funil de separagéo foi feita uma separagao por fases

lavando o produto obtido inicialmente com 20ml de agua por lavagem, a fase contendo dicloro

metano foi secada e recristalizada utilizando acetona, os cristais foram lavados com acetona

fria e entdo o produto limpo e purificado com aparéncia esbranquicada foi pesado obtendo-se

72% de rendimento e para comprovar a formagao do produto esperado uma analise de RMN

foi realizada em metanol deuterado utilizando um equipamento de 600MHz

Para iodar a Base de Schiff pesou-se 1,015g de iodo molecular (4mmol) para 0,279 de

Base de Schiff (1mmol) que foram agitados em 5ml de diclorometano durante 10 minutos até a

total dissolugédo dos produtos. Logo apos 0,2g de hidroxido de sédio foi adicionada a reagao

que imediatamente voltou a coloragao amarelada, indicando o término da reagdo. O produto

final foi lavado com uma solugao 15% de bicarbonato de sodio.

Tendo a confirmagcdo do produto obtido por ressonancia, a etapa seguinte foi a

utilizacdo de um acido graxo contendo uma cadeia com sete carbonos para a formagao de um

cloreto acido. Em um baldo volumetrico de 50ml foi adicionado 10ml do acido heptandico

(70mmol) em 10ml de dicloro metano previamente seco, como todo o acido foi solubilizado
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foram adicionados 14,6 gramas de pentacloreto de fosforo em 4 porgdes de 3,64 gramas

pausadas de 10 em 10 minutos devido a forte liberagdo de gas que ocorreu, a reagao

prosseguiu sobre agitagdo magnética e refluxo durante 4 horas e entdo o produto foi destilado

utilizando um sistema de micro destilagéo, o produto obtido foi um liquido incolor ndo oleoso.

Com os dois produtos sintetizados, a etapa final foi o acoplamentos das cadeias

carbonicas a Base de Schiff reduzida em um balao volumétrico de 25ml. Foi colocado 0,24

gramas da Base de Schiff (Lmmol) que foi solubilizada em 5ml de dicloro metano e entéo

4mmol do cloreto de heptanoila foi adicionado gota a gota a solugéo e a reagdo prosseguiu

durante 4 horas. A reagao foi acompanhada utilizando placas cromatograficas com eluente

80% Hexano — Acetato, foi observado a formagao de diversos produtos que foram eliminados

ao término da reagao com lavagem no funil de separacgao utilizando pequenas porgoes de agua

e apos isso foi utilizado um coluna cromatografica de silica com eluicdo de 85% Hexano —

Acetato para a completa purificagdo do produto obtido.
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4. RESULTADOS
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Com base em todo o desenvolvimento de uma nova formulagao nanoestruturada iodada

para imageamento em raio-x foi realizado um organograma de procedimentos para que se

pudesse alcangar a consecugao do objetivo pretendido.

Desenvolvimento de um Agente de Contraste lodado nanoestruturado para
utilizacao em imagemento em Tomografia Computadorizada

lodacdo de Acidos lodacdo de Bases
Graxos Insaturados de Schiff

Marcacao do acido Sintese da Base de
graxo Schiff

Sintese da lodagdo da Base de
Nanoemulsoes el llid

Identificacdo da
smdCapacidade de contraste
ao RX

Ligagcdo com Cadeia
Carbonica

Figura 5. Organograma de desenvolvimento da formulagao nanoestruturada
iodada para imageamento por raio-x.
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4.1- Marcagéo do 4cido graxo:

A primeira hipétese do projeto foi a iodagdo do 6leo de girassol para a sua posterior

incorporagao na nanoemulsao lipidica. Como observado na Figura 6, houve uma clara

alteragao de cor comparando a solugéo alcodlica de iodo (Figura 6A) com o Oleo de girassol

apos o procedimento de halogenagao (Figura 6B). Importante notar que as duas imagens foram

obtidas com solugbes com a mesma concentragao de iodo (10 mg I/ml).

Figura 6. A) Eppendorf com solugao alcodlica iodada a 10% (10 mg I/ml) e B) eppendorf com mistura de

Oleo de girassol e solug&o alcodlica iodada a 10% (10 mg I/ml)
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4.2 Sintese da nanoemulsao:

Apds a iodagado do 6leo de girassol foi produzido a nanoemulsdo deste. Podemos
observar na Figura 7 que a nanoemulsdo contendo Oleo de girassol iodado apresentou uma
dispersao de oleo em agua com goticulas de 6leo em tamanho nanométrico. A distribui¢cao
gaussiana de tamanho de particulas quantificadas pelo método de dispersédo dinamica da luz

demonstra que a nanoemulsao possui distribuigao de tamanho unimodal, com pico em torno de

22,9 nm de raio.

30 -
Pico da Distribuicdo Normal - 22,9 nm
25+
201

15

104

Distribuigao por Numero (%)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Raio Hidrodinamico (nm)

Figura 7: Representagdo da distribuicao por nimero do raio hidrodindmico em nandmetros das nanoemulsdes
contendo Oleo de girassol iodado. A curva representa a distribuicdo Gaussiana das frequéncias de tamanhos

quantificadas pelo equipamento Zetasizer pelo método de Dispersao Dinamica da Luz.(43)
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4.3- ldentificag@o da absorbancia de raio-x:

Apds a nanoemulsao iodada ter sido preparada, 500ul desta foi colocada em filtro

Amicon (poro 50 Kda) . Em outro filtro Amicon foi feito um controle da reagdo aonde foi

colocado 500ul de solugao alcodlica de iodo 3mg I/ml (10% Etanol) para centrifugar a 14.000

rpm’s por 15 minutos. A centrifugagéo se deu nas mesmas condigdes para as duas amostras

para verificagdo da passagem do iodo molecular pelo filtro Amicon. Ao final as amostras

foram quantificadas quanto a absor¢ao de raios-x no aparelho IVIS® LUMINA XR Series IlI

(28 Kv 100 pA). O resultado demonstrou que a solugao alcodlica de iodo teve o iodo

totalmente filtrado ndo restando nenhum iodo no filtro Amicon. J& na nanoemulsdo uma parte

do iodo foi retido no filtro e outra parte passou pelo filtro o que indica que a parte retida no

filtro estava nanoemulsionada e a parte que foi filtrada era o iodo livre que nio estava

nanoemulsionado.
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Figura 8. Nanoemulsao com 3 mg I/mL

Logo apos a formagao da nanoemulsao iodada com o 6leo de girassol percebeu-se que

a resposta obtida n&o foi satisfatéria devido a termodinamica desfavoravel da adi¢gao de dois

iodos em uma dupla ligagdo. Como a ligagcao ficou instavel um agente de contraste baseado

nesta hipdtese seria perigoso de utilizar devido a possibilidade de ocorréncia de reacdes

posteriores. Portanto, surgiu a idéia de controlar esta ligagcao do iodo fazendo com que este

nao se dispusesse para 0 ambiente fora da nanoemulsdo surgindo a idéia de indiponibilizar

quimicamente o iodo blogueando qualquer possibilidade de reagao. Devido a esta necessidade
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passamos para a segunda hipotese aonde utilizamos as Bases de Schiff para controlar as

ligagdes do iodo.
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4.4- Sintese da Base de Schiff:

Para desenvolver a Base de Schiff inicialmente houve a necessidade de reduzi-la com o

intuito de fazer uma acilagao alterando a polaridade do composto de interesse. Primeiramente

foi necessario a secagem do acido aceético, que pela necessidade da redugdo, a agua é um

empecilho causando rea¢des paralelas com o triacetoxiboro hidreto de sédio (NaBH4(Oac)s)

liberando assim hidrogénio com o consumo de redutor que deveria ser utilizado na

transformagao da imina presente na Base de Schiff em uma amina. A secagem do acido

acético glacial se deu pela adi¢ao de 5% (w/w) de anidrido acético e 5% de KMnO,. O acido

acético glacial que posteriormente sera utilizado no processo de redugao de uma imina a uma

amina (Figura 9) foi tratado aumentando a pureza do acido.

Imina Aldeido
R — ==
1
/ N d
H_N\ + |« OH HO
R, R

Figura 9. Reacgao de formagao da Base de Schiff

N M MH HH

HaAc MNa(OAciBH
OH HO o OH He
CH3Cly {TA)

Figura 10. Condigdes reacionais de redugao da forma imina para amina da Base de Schiff
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Com o intuito de garantir uma reagao do anidrido acético com agua formando acido

acético, o permanganato de potassio, por ser um oxidante forte, remove a possibilidade de

haver a formagao de subprodutos em estados de oxidag&o intermediarios, como alcool. Sob

agitacdo magnética e refluxo, durante 4 horas, o produto obtido foi destilado a

aproximadamente 118°C utilizando um sistema de micro destilagao, assim, o acido purificado

foi reservado em um recipiente vedado com o intuito de evitar o0 seu contato com o ar, pois é

sabido que o acido acético glacial (por ser higroscépico) tem como forma mais estavel a forma

dissociada, formando um ion hidrénio e o carboxilato que por efeito de ressonancia forma

uma nova ligagao dupla causado pelo par de elétrons livres que estavam contidos no oxigénio

desprotonado. Com a quebra da dupla ligagao ja existente no oxigénio vizinho, o carboxilato é

estabilizado, diminuindo assim a basicidade dos elétrons livres e entdo deslocando o equilibrio

dessa reacao de dissociagao para o lado dos produtos, explicando a higroscopicidade do acido.

O uso do anidrido acético € feito para consumir a agua e formar mais acido carboxilico.
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Figura 11. Mecanismo de formagao do acido acético a partir do anidrido acético.

Para se produzir a base Schiff foi solubilizado diclorometano (CH,Cl,) e 0 mesmo foi

acidificado com acido acético glacial previamente seco, e sob agitagdo magnética foi

adicionado quatro porgdes do triacetoxiboridreto de sodio (redutor) a temperatura ambiente

que foi mantida por banho térmico (a reagao durou trés horas).
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Foi feito a base de Schiff e logo apos a produgao foi realizado um RMN para identificar

Se a reacao estava indo na ordem correta.

]
oo

SALEN

7.30 725 720 7.5 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80
Chemical Shift (ppm)

1

130 125 120 1S5 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 12. Espectro de RMN 1H Base de Schiff.

O espectro de RMN'H da BASE DE SCHIFF apresenta todos os sinais esperados. O

simpleto em & 13,18 integra para 2 hidrogénios e foi atribuido aos hidrogénios da hidroxila
fendlica. Foi observado um simpleto em & 8,35, integrando para 2 hidrogénios, atribuido aos
hidrogénios ligados ao carbono sp? da imina (C=N). Os hidrogénios do anel aromatico
apresentaram ressonancia entre 7,29 < d < 6,93 e se mostraram com multiplicidade diferente de
simpleto em virtude dos acoplamentos do tipo J* e J* entre estes hidrogénios. Os hidrogénios

da ponte etilénica, -CH,-CH,- que liga os atomos de nitrogénio, apresentam-se como um
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simpleto em 83,94, integrando para 4 hidrogénios. O sinal marcado com “X” corresponde ao
sinal de cloroférmio residual presente no cloroférmio deuterado.
SN
NH HN
C G
OH HO

SALEN
reduzido

73 72 71 70 6.9 6.8
Chemical Shift (ppm)

130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 13 Espectro de RMN 1H Base de Schiff reduzida.

O espectro de RMN'H da BASE DE SCHIFF reduzida apresenta todos os sinais

esperados. Os hidrogénios do anel aromatico apresentaram ressonancia entre 7,23 <6 < 6,80 e
se mostraram com dois multipletos, cada integrando para 4 hidrogénios. Estes sinais diferem
daqueles observados para a BASE DE SCHIFF em virtude da mudancga do acentuado carater
eletroretirador, anteriormente presente no grupo imina (-C=N-), para o carater fracamente
retirador do grupo amino metila (-CH,-NH-). Esta reducao no carater retirador de elétron
diminui a blindagem eletrénica dos nucleos de hidrogénio dos anéis aromaticos e faz com que

haja a coalescéncia de sinais anteriormente em & 7,29 e & 7,22, resultando no multipleto em &
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7,23-7,15, bem como aqueles em & 6,93 e & 6,85, resultando no multipleto em & 6,87-6,80. Um

simpleto em & 4,00, integrando para 4 hidrogénios, foi atribuido ao metileno que liga o anel

aromatico ao atomo de nitrogénio, Ar-CH,-NHR. O sinal dos 4 hidrogénios da ponte

etilénica, -CH,-CH,- que liga os atomos de nitrogénio, que na BASE DE SCHIFF

apresentaram ressonancia em & 3,94 se mostraram, ainda com simpleto, mas com redu¢ao no

valor do deslocamento quimico para & 3,02. Esta deblindagem dos sinais foi atribuida ao menor

efeito indutivo de retirada de densidade eletrénica que o grupo amina tem quando comparado

ao grupo imina. Os hidrogénios das hidroxilas fendlicas e das aminas apresentaram-se como

simpletosem & 2,15 e & 1,93, contudo, apenas com este experimento, nao foi possivel atribuir a

que fungdo quimica pertence cada sinal. Os sinais marcados com “X” correspondem aos sinais

de metanol residual presente no metanol deuterado.

BASE DE SCHIFF - *H NMR (600MHz, CLOROFORMIO-d) & = 13,18 (s, 2H), 8,35 (s, 2H),

7,29 (ddd; 8,9, 7,3 e 1,6 Hz; 2H), 7,22 (dd; 7,7 e 1,6 Hz, 2H), 6,93 (d, 8,2 Hz, 2H), 6,85 (td, 7,5
e 1,1 Hz; 2H), 3,94 (s, 2H).

BASE DE SHICFF reduzida - *H NMR (600MHz, METANOL-ds) & = 7,23-7,15 (m, 4H),
6,87-6,80 (M, 4H), 4,00 (s, 4H), 3,02 (s, 4H), 2,15 (s, 2H) € 1,93 (s, 2H)

O mecanismo de reducao da Base de Schiff se da da seguinte maneira:
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Figura 14. Mecanismo de redugao da forma imina presente na Base de Schiff para amina.
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4.5- lodagao da Base de Schiff:

Logo apds foi realizado a iodagao da base de Schiff que se deu da seguinte forma:

‘NH  HN:
3 NaOH ‘NH  HN:

T »

0 0 /
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o e E : o © ©
0 0 0
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44



“NH HN- NH HN

ee I -
J— |
— o 0 :\<>7

NaOH
—
e
|

--il II"-

NH HN NH HN-

@ e ( g g >

| o 0 I I
J

NH HN-
HI
|

Figura 15. Mecanismo de halogenacao do anel aromatico dissubstituido contendo sitios doadores e retiradores de

elétrons.

A estrutura final acima como modelo de molécula mais esperado, devido a orientagéo
mais provavel causada pelo grupo doador de elétrons mais forte, sendo este o fenol, orienta a

entrada dos iodos na posi¢cao “orto” e “para” a ele. Entretanto pode haver reagdes paralelas
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causando produtos multisubstituidos devido ao grupo retirador “amina” que orientaria as

entradas dos iodos posteriores para este grupo funcional resultando em varias moléculas. Isto

foi comprovado qualitativamente por observagao experimental na qual o processo de iodagao

causa 0 aumento de polaridade na molécula, portanto, foi necessario o acoplamento de cadeias

carbdnicas para aumentar a hidrofobicidade do composto. Foi preferivel inicialmente acoplar a

cadeia carbénica e depois iodar o composto.

Apos a Base de Schiff iodada ter sido sintetizada conforme a Figura 15 foi realizado o

teste de absorgao de raio-x deste produto no aparelho 1VIS® LUMINA XR Series 111 (28 Kv

100 pA) em comparagdo com a agua (Figura 16) evidenciando que a Base de Shiff iodada

absorve uma grande quantidade de raios-x.
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X-Ray

A
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Absorption

Color Scale
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Figura 16. Comparativo da Base de Schiff iodada com a agua na absorgao de raios-x.

Podemos observar na Figura 17 abaixo a radiopacidade da Base de Schiff iodada no

tubo de poliestireno. Em comparagdo com as densidades teciduais estimadas pelo modelo

artificial, a Base de Schiff iodada apresenta radiopacidade ligeiramente inferior ao 0sso

cortical, o que seria uma excelente caracteristica para a sua utilizagdo em formulagcdes de

contraste em raio-X.
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Tecido Adiposo
e 0550 ESpONjoso

Agua

Osso Cortical

Figura 17. Imagem de tomada radiografica da Base de Schiff iodada. Na segcdo A observamos o mapa de
localizagdo das esferas representando as densidades radiograficas no modelo artificial. Em B, podemos observar a

representacao da densidade radiografica estimada, artificialmente colorida, de diferentes tecidos biologicos, além
de um tubo de poliestireno contendo a Base de Schiff iodada.
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4.6- Ligagao com cadeia carbdnica:

Depois que a Base de Schiff foi formada passou-se para a proxima etapa que foi

sintetizar a Base de Schiff iodada com cadeia C7 (Figura 18) para trazer hidrofobicidade a

molécula da Base de Schiff para quando esta for nanoemulsionada toda a Base de Schiff

permanega na nanoemulsao e ndo fora desta.
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Figura 18. Ligacao de cadeia C7 na Base de Schiff .

Apos a ligagao da cadeia C7 a Base de Schiff foi procedido a iodagao segundo a figura

14 levando a formagao do produto final que esta representado na figura 19 abaixo.
\w }\/\ﬂ
N
| | I |
oo

Figura 19. lodagao da Base de Schiff acoplada a cadeia C7.
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Apo6s o acoplamento com cadeias C7 e a iodag&o a figura 20 abaixo evidencia que

houve maior absorgao da Base de Schiff iodada com cadeias C7 do que a agua.

X-Ray

A B 4000
Base de Schiff Agua
lodada-C7

3500

2500

1500

1000

Absorption

Color Scale
Min = 1000
Max = 4000

Figura 20. A) Base de Schiff iodada com cadeias C7 possue maior absorcao de raios-x que a agua (B).

Apds a formulagdo da Base de Schiff iodada com cadeia C7 foi percebido uma

inversao na densidade (Figura 21) aonde a Base de Schiff que era para estar acima da agua

passou a fica abaixo desta demonstrando maior densidade que a agua.
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Sobrenadante - Agua

» Base de Schiff
iodada - C7

Figura 21. A Base de Schiff iodada — C7 demonstra maior densidade em relagao ao sobrenadante (agua).

Foi feito uma comparagao entre a Base de Schiff iodada com cadeia C7 e 0 6leo de

girassol iodado para demonstrar a ja percebida inversao na densidade aonde a Base de Schiff

possue maior densidade que a agua (Figura 22). Ja no 6leo de girassol iodado é claro peceber

que este possue menor densidade que a agua, portanto permanece acima desta. Esta inversao

da densidade se deve ao peso molecular da Base de Schiff que € substancialmente alto se

comparado com o peso molecular do 6leo de girassol.
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A B
Oleo de Girassol lodado

Base de Schiff-lodada-C7

Fase Aquosa

Fase Oleosa

Figura 22. Comparativo da mistura do 6leo de girassol e solugao alcodlica iodada a 10% e a Base de Schiff

iodada com cadeias C7. Percebe-se uma inversao na densidade da Base de Schiff.

Abaixo (Figura 23) esta um comparativo do teste no IVIS® LUMINA XR Series 111 (28

Kv 100 pA) para absorgcao de raios-x e a amostra in natura.

X-Ray

Fragao Aquosa

Base de Schiff
lodada - C7
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Figura 23. Base de Schiff iodada-C7 com alta absorgao de raios-x evidenciado no

aparelho Lumina em comparagao com a amostra in natura.
Apds a comprovagado da absor¢do da Base de Schiff iodada - C7 esta foi

nanoemulsionada e levada ao aparelho IVIS® LUMINA XR Series |11 (28 Kv 100 pA) para

determinagao da absorgao de raios-x o0 que é comprovado na Figura 24 abaixo.

A B X-Ray
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lodada - C7
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2800

Absorption
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Figura 24. Nanoemulsao de Base de Schiff iodada-C7 e sua absorgao de raios-x comparado ao da agua
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5. DISCUSSAO
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Com o passar dos anos houve um grande avango no desenvolvimento de novos agentes

de contraste. Nas ultimas décadas, principalmente desde 1990, momento que se iniciou 0

desenvolvimento de agentes de contraste nanoparticulados, tem-se buscado cada vez mais

agentes de contraste que possam trazer menores efeitos adversos, sanar as dificuldades de

manipulagao dos agentes anteriores e que sejam agentes com baixo custo de sintese. (44)

O trabalho aqui proposto pretende contribuir no desenvolvimento de um novo agente de

contraste iodado, que sdo as moléculas mais usadas nos dias de hoje como agentes de

contraste. Mesmo passando por varias evolugdes estes agentes de contraste iodados ainda

possuem algumas limitagdes. A primeira limitagao € o seu baixo peso molecular que faz com

que sejam rapidamente excretados pelos rins o que resulta em um tempo de circulagao in vivo

muito rapido. A segunda limitagdo € que s&o necessarias altas doses de agentes de contraste

para uma adequada tomada de imagem e a eliminagao renal rapida pode levar a sérios efeitos

adversos. Por fim, apesar destes agentes de contrastes poderem ser funcionalizados com

biomoléculas alvo, a aquisicdo destas imagens nao é possivel devido a baixa carga de

contraste que € entregue para estes momentos e a baixa sensibilidade destes agentes de

contraste para raio-x. (45)

Uma das estratégias utilizadas para a solucdo destes problemas apresentados € a

veiculagao dos agentes de contraste em carreadores moleculares nanoestruturados. A partir
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desta estratégia, os agentes de contraste teriam um tempo de meia-vida prolongado pelo fato de

prevenirem a filtragao glomerular a partir de uma logica tamanho-dependente. O Aparato de

filtragao na rede capilar glomerular nos rins € composto de trés elementos consecutivos que

sdo essenciais para sua fungao de filtragdo. Estes sdo o endotélio, a membrana basal

glomerular (GBM) e os poddcitos. O primeiro componente, e 0 mais importante para aumentar

a meia-vida de agentes de contraste nanoestruturados, € o endotélio que € altamente

fenestrado. Estas fenestragdes possuem de 60 a 80 nm de tamanho. Como 0s agentes de

contraste nanoestruturados sdo maiores que este tamanho estes ndo séo filtrados permanecendo

no organismo por mais tempo até sua posterior degradacao e por fim filtrag&o.(46)

Inicialmente, foi planejado o desenvolvimento de uma nanoemulsdo como carreador

nanoestruturado lipidico para a veiculagdo do agente de contraste. Para tanto, surgiu a

perspectiva de utilizagao do 6leo de girassol que € um 6leo que possui uma grande quantidade

de acidos graxos mono e poliinsaturado. A selecao do 6leo de girassol teve como base uma

revisao na literatura, que indicou que este era um 6leo poliinsaturado de facil obtengao e baixo

custo. No geral os acido graxos insaturados do 6leo de girassol estdo situados na segunda

posicdo da molécula de triglicerideo. E o acido linoléico que prevalece nesta posigéo da

molécula. O acido oléico ocupa a primeira posigao e os acidos saturados ocupam a terceira
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posicéo. E sabido que o indice de iodo depende da posicdo da dupla ligagdo na molécula de

acido linoléico comparada com o grupo carboxila (-COO-), e varia consideravelmente devido a

distancia entre a duplas ligagbes e o grupo carboxila. Portanto, se 0 numero de atomos de

carbono entre o grupo carboxila e a dupla ligagdo aumenta entdo a probabilidade de

halogenagao diminui. (47) Sabendo que os acidos graxos no 6leo de girassol possuem dupla

ligacao situada nas posigoes 9-10 e 11-12 do acido linoléico a ligagao do iodo € praticamente

impossivel. A atividade das duplas ligagdes diminui se a distancia entre estas e 0S grupos

carboxilas aumenta. O aumento de atomos de carbonos na cadeia acida diminui a atividade das

duplas ligagdes e reduz a velocidade de saturagcéo. (48) Portanto, a incorporagao do iodo no

6leo de girassol ndo leva a quebra da dupla ligagdo e ndo ocorre de acordo com 0 mecanismo

de substituicao nucleofilico biomolecular que é caracteristico para outros halogénios.

A incorporagao do iodo no 6leo de girassol acontece nas duplas ligagdes dos acidos

graxos insaturados através da formacao de complexos tipo 1. Nestes complexos a ligagao

entre o iodo (elétron aceptor) e o acido graxo insaturado (elétron doador) é formada com a

participacdo do elétron da ligagcdo do grupo doador que € a ligagao dupla do acido graxo

insaturado. Quando se da a halogenacao esta € percebida pela mudanga de cor da reagao que
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esmaece a cor caracteristica do iodo até a quase extingdo desta cor demonstrando que ocorreu

a halogenacao. (49)

A partir dos resultados obtidos na halogenagéo do oleo de girassol, uma nanoemulsao

lipidica foi sintetizada. O método de producdo das nanoemulsdes foi uma adaptacao de

protocolo proposto pelo grupo.(50) As adaptagdes foram centradas na incorporagao do oleo de

girassol e sua halogenagdo in situ, ou seja, incorporando as moléculas de iodo durante o

processo de sintese das nanoemulsdes. A partir deste método foi possivel a obtengcédo de

nanoemulsdes contendo o 6leo de girassol iodado, todavia, observamos que havia a liberagao

deste halogénio da nanoestrutura.(48) Esta nanoemulséo foi levada a ultrafiltragdo com filtros

Amicon para perceber se havia ou ndo iodo fora da nanoemulsao o que foi demonstrado apos a

filtragdo aonde a nanoemulsao ficou retida no filtro e iodo passou o filtro e se depositou no

eppendorf de coleta. Essa liberagdo do iodo do 6leo de girassol pode ser considerado um

resultado insatisfatério, pois o iodo livre € extremamente toxico podendo trazer sérios efeitos

adversos. Uma das razdes levantadas que explicam esse resultado insatisfatorio € a

termodinamica desfavoravel da adicdo de dois iodos em uma dupla ligacdo do oleo de

girassol. Como a ligagao ficou instavel um agente de contraste baseado nesta hipotese seria

perigoso de utilizar devido a possibilidade de ocorréncia de reagdes posteriores.
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A toxicidade induzida por ingestdo cronica de doses elevadas de iodo por seres

humanos e outros mamiferos € bem documentada. (51,52) O iodo € um elemento essencial a

vida e que em pequenas quantidades € responsavel pela produgao de hormonios tireoidianos.

Contudo, no seu estado molecular (I2) ou como ion iodeto (I") o iodo é muito téxico para ser

usado intravenosamente como agente de contraste radioldgico. Historicamente para diminuir a

toxicidade do iodo em agentes de contraste este foi incorporado a anéis benzénicos de forma

que as propriedades resultantes do composto, como viscosidade e forga ibnica, se tornaram

cada vez menos toxicas para células e tecidos. (53) Também é conhecido que agentes de

contraste que possuem anéis benzénicos ligados a grupamentos carboxilas (COOH) sao

considerados quimiotdxicos como o agente de contraste idnico acido ditrizéico. (54)

Devido a estas questdes surgiu a ideia de controlar esta ligagdo do iodo fazendo com

que este ndao se dispusesse para 0 ambiente fora da nanoemulsdo surgindo a ideia de

indiponibilizar quimicamente o iodo blogueando qualquer possibilidade de reagdo. Portanto,

foi idealizado uma nova plataforma para o iodo diferente da rotineira 1,3,5-triiodobenzeno

conhecida como Base de Schiff. Esta ndo € a primeira vez que a Base de Schiff é utilizada

como plataforma para agentes de contraste, mas € a primeira vez que esta & utilizada como

plataforma para um agente de contraste iodado. A base de Schiff ja foi utilizada com ions
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metalicos paramagnéticos como uma nova classe potencial de agente de contraste para

imageamento em ressonancia magnética. (55) Bases de Schiff com manganés sao eficazes

agentes de contraste para figado e rins.(56) A complexagao desta base com um grande nimero

de metais trouxe bastante interesse da comunidade cientifica devido a possuir um grande

espectro de atividade farmacéutica e bioldgica como atividade antitumoral, anticonvulsiva,

anti-inflamatoria, antioxidante e também como inibidora da peroxidagao lipidica.(57-62) A

base de Schiff & facilmente produzida por uma diamina e dois equivalentes de salicilaldeido

trazendo com isso a caracteristica de um custo de produgdo extremamente baixo. A

maleabilidade das bases de Schiff proporcionam o seu extensivo uso em diversas areas como

modelamento de enzimas e em catalises. Mais recentemente seu uso contem aplicagbes em

metais contendo polimeros liquidos cristalinos, agentes antivirais, catalise assimétrica e agora

modelo para agentes de contraste para raio-x. As bases de Schiff sdo capazes de estabilizar

diferentes metais em varios estados de oxidagao controlando a performance destes metais

numa larga variedade de transformacdes cataliticas uteis.(40)

A base de Schiff iodada demonstrou uma capacidade de absorc¢ao de raio-x de cerca de

2,17 vezes maior que a agua demonstrando ser excelente para a finalidade proposta. A préxima

etapa foi tornar a base de Schiff lipofilica com perspectivas de utiliza-la em carreadores
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nanoestruturados lipidicos. Para tal a escolha destes nanocarreadores lipidico foi baseado na

premissa de que estes sdo muito bem tolerado pelo organismo devido a serem compostos de

uma bicamada de fosfolipidios que se assemelha aos lipidios fisiologicos. (63,64) Estes sao

usados a mais de 25 anos o que confere bastante solidez quanto ao seu uso.(65,67) Sua sintese

€ bastante simples envolvendo como componentes o fosfolipidio e o colesterol permitindo a

incorporagao de drogas de modo ativo ou passivo,(68) sendo de uso corriqueiro do grupo.

Logo apds o acoplamento das cadeias C7 e a iodagdo da base de Schiff esta foi

nanoemulsionada.  Utilizamos o protocolo para sintese de nanoemulsdo previamente

padronizado na tese do grupo. (50)

Tendo em vista a perspectiva de se utilizar a base de Schiff iodada em veiculos

nanoestruturados lipidicos, foi planejada a incorporagao de uma cadeia carbdnica no composto

para conferir hidrofobicidade e permitir que esta fosse veiculada nesse tipo de carreador

nanoestruturado. Umas das caracteristicas que o acoplamento das cadeias C7 trouxe foi a

inversao da densidade do 6leo fazendo com que esta se tornasse mais pesada que a agua

provavelmente devido ao alto peso molecular conferido a base de Schiff com o acoplamento.

Comparando a amostra de 6leo de girassol iodado com a amostra da base de Schiff iodada com

acoplamento C7 percebe-se a inversdo da densidade do Oleo. Esta mesma amostra com
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acoplamento foi levada ao IVIS® LUMINA XR Series 111 (28 Kv 100 pA) e teve demonstrado

sua grande absor¢ao por raios-x o que evidencia ser excelente para um agente de contraste.

A base de Schiff iodada com acoplamento C7 foi nanoemulsionada e testada no 1VIS®

LUMINA XR Series 111 (28 Kv 100 yA) também demonstrando absorg&o por raios-x mas nao

tao intensamente quanto a base de Schiff iodada C7 ndo nanoemulsionada. A absor¢ao de raio-

x foi de cerca de 1,22 vezes maior.

Devido ao aparelho Lumina produzir somente voxel bidimensional ndo foi possivel a

aplicacdo da escala Hounsfield nas imagens coletadas pelo aparelho. Esta escala somente é

possivel em aparelhos de tomografia computadorizada que produz voxel tridimensional.

Estudo mais aprofundadados a cerca desta caracteristica devem ser conduzidos, porém

€ bastante provavel que seja um efeito de diluicao da concentragao do produto na formulagao

final. Mesmo assim a absorgcao indica ser promissora para 0 uso em agentes de contraste

necessitando tdo somente a adequagao do carregamento de iodo na nanoemulsao.

O presente trabalho abre a perspectiva para um grande avango nos contrastes iodados,

inclusive trazendo a possibilidade de utilizagao de polimeros, como 0 PVMMA, para previnir a

eliminagao renal, necessitando tdo somente testes in vivo para completa certificagdo de um
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novo tipo de agente de contraste nanoemulsionado no mercado que trara revolugdo a area

principalmente pela facil produgéo deste permitindo com que seja utilizado em larga escala.
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6. CONCLUSAO
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Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

- A Base de Schiff iodada com acoplamento C7 nanoemulsionada possui potencial como

agente de contraste iodado para utilizagao em raio-Xx;

- A Base de Schiff iodada com acoplamento C7 foi a formulag&o que conferiu a molécula

caracteristicas hidrofobicas passiveis de serem utilizadas em nanoemulsao lipidica;

- A iodagao da Base de Schiff conferiu a molécula no minimo dois iodos em cada anel

benzénico;

- O acoplamento da cadeia carbbénica C7 conferiu a Base de Schiff a hidrofobicidade

esperada.
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