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O objetivo deste estudo foi marcar uma proteina utilizada como
modelo, a soro albumina bovina (SAB), com *"Tecnécio (**"Tc),
encapsular a rroteina marcada (**"Tc-SAB) em lipossomas e
empregar este marcador para quantificar a *"Tc-SAB capturada
pelas placas de Peyer de camundongos Balb/c ap6s administracao
oral. A ®"Tc-SAB (taxa de marcacdo=94,9+2,4%; n=25) foi
encapsulada em lipossomas multilamelar (MLV), unilamelar de
pequeno tamanho (SUV) ou unilamelar de grande tamanho (LUV)
compostos de fosfatidilcolina de soja (PC); PC e colesterol (CH)
(razdo molar 8/2); PC, CH e fosfatidilglicerol (PG) (razédo molar
7/2/1) ou distearoilfosfatidilcolina (DSPC), CH e PG (razdo molar
7/2/1). Utilizando eletroforese em gel de agarose e
imunoeletroforese contra uma imunoglobulina anti-SAB especifica,
foi verificado que a SAB ndo sofreu degradacao apoés ter sido
marcada com *°"Tc e encapsulada em lipossomas. *°"Tc-SAB
encapsulada em SUV compostos por PC/CH/PG ou DSPC/CH/
PG foi preferencialmente capturada pelas placas de Peyer. A
captura de *"Tc-SAB encapsulada em LUV foi reduzida quando
comparada com aquela observada para SUV com a mesma
composicao em lipidios. *™Tc-SAB encapsulada em MLV compostos
por PC/CH/PG ou DSPC/CH/PG e em SUV compostos de PC ou
PC/CH néo foi capturada pelas placas de Peyer. Os resultados
indicam que SUV pode ser um carreador para antigenos instaveis
no trato gastrintestinal, tornando-os potencialmente capazes de
induzir a resposta imunolégica das mucosas.
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INTRODUCAO

Infecgdes bacterianas intestinal e pulmonar consti-
tuem a maior causa de mortalidade infantil no mundo.
Tradicionalmente, as pesquisas visando ao desenvolvi-
mento de vacinas tém como objetivo a indu¢ao de imuni-

dade sistémica, através da imunizagao parenteral envol-
vendo as vias intramuscular e subcutanea. No entanto, € de
amplo conhecimento que, na maioria das doengas, o hos-
pedeiro € usualmente infectado através das mucosas di-
gestivas, nasal, retal ou genital. Por isso, para algumas
infecgdes, a rota mucosa seria o meio de imunizagdo mais
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apropriado, oferecendo vantagens sobre as vacinas
parenterais (Chen, 2000). Por ser uma escolha atrativa, a
via mucosa constitui prioridade para a Organiza¢cdo Mun-
dial da Saude, no que diz respeito ao desenvolvimento de
vacinas (World Health Organization, 1997).

A presenca do sistema imunitario nas mucosas tem
permitido o estudo de novas estratégias para a administra-
cdo oral de antigenos (Fattal et al., 1995), visando aumen-
tar a resposta imunitaria tanto local como também nas ou-
tras mucosas (Mestecky, 1987). No trato digestivo, os
antigenos podem ser capturados por aglomerados de
foliculos linf6ides situados na parede do intestino delga-
do, denominados de placas de Peyer, onde se inicia a res-
posta imunitaria das mucosas, com a produc¢do da
imunoglobulina IgA secretora (SIgA). A SIgA age como
a primeira linha de defesa, servindo como interface entre
os meios externo e interno (Iscakis, Bouvet, 1993;
Mazanec et al., 1993). O conceito de que a SIgA pode
oferecer protecao foi confirmado em estudos da vacina
oral contra a poliomielite, que induziu a producao de IgA
no intestino (Ogra, Karzon, 1971), e também em estudos
de resisténcia a variedade de viroses, bactérias e parasitas
que infectam o trato respiratorio ou digestivo (Kilian et al.,
1988).

Entretanto, ap6s administracao oral, os antigenos de
natureza protéica ou peptidica podem ser degradados em
todos os niveis do trato gastrintestinal pelas enzimas
proteoliticas e pela acidez gastrica (Russel-Jones, 2000).
Além disso, somente os antigenos particulados sdo captu-
rados pelas placas de Peyer (LeFevre, Joel, 1984). Por es-
tes motivos, estudos tém sido feitos visando desenvolver
sistemas de liberag¢@o que permitam proteger os antigenos
contra as enzimas proteoliticas e favorecer sua captura pe-
las placas de Peyer. Esses sistemas sdo constituidos de
vetores coloidais poliméricos (micro e nanoparticulas) ou
lipidicos (lipossomas).

Numerosos estudos demonstraram que os vetores
coloidais poliméricos concentram-se nas placas de Peyer
ap6s administracdo oral e que existem parametros fisico-
quimicos importantes, tais como o tamanho, a carga, a
hidrofobicidade e a composicdo das particulas para que
elas sejam capturadas (Brayden, 2001). Para os
lipossomas, talvez devido a baixa estabilidade desses sis-
temas frente aos fluidos digestivos, poucos estudos foram
realizados (Brayden, Baird, 2001).

Com base nessas observag¢des torna-se de funda-
mental importancia, antes de testar um sistema de imuni-
zagdo capaz de produzir SIgA nessas verdadeiras “portas
de entrada” de bactérias e virus do organismo, ter melhor
compreensao dos parametros para a administracao oral de
lipossomas contendo um antigeno. Nesse sentido, o obje-

tivo deste estudo foi marcar uma proteina utilizada como
modelo, a soro albumina bovina (SAB), com *™Tecnécio
(**™Tc), encapsular a proteina marcada (**"Tc-SAB) em
lipossomas e empregar este marcador para quantificar a
#mTc-SAB capturada pelas placas de Peyer de camundon-
gos Balb/c ap6s administragdo oral.

MATERIAL E METODOS
Material

Fosfatidilcolina (fosfatidilcolina de soja insaturada,
99% de fosfatidilcolina) (PC), diestearoilfosfatidilcolina
(fosfatidilcolina de soja hidrogenada 18:0/18:0, 98,4% de
diestearoilfosfatidilcolina) (DSPC) e fosfatidilglicerol
(PG) foram gentilmente cedidos por LIPOID KG (Alema-
nha). Soro albumina bovina (SAB), imunoglobulina anti-
SAB e colesterol (CH) foram obtidos da SIGMA (Estados
Unidos da América). Sephadex G-25 foi obtido da
PHARMACIA (Suécia), Silica-gel 60 da MERCK (Ale-
manha) e membranas de policarbonato da MILLIPORE
(Brasil). Os demais reagentes utilizados possuem grau
analitico e foram utilizados sem purificacdo adicional.

Marcacio da SAB com *™c (" Tc-SAB)

A marcacdo da SAB com *™Tc foi feita utilizando o
método descrito por Eckelman (1990) e por Pauwels et al.
(1993). A eficiéncia de marcacao foi avaliada variando-se
as concentra¢des de SAB (5 a 40 mg/mL), cloreto
estanoso (SnCl,, 1 a4 mg/mL em HC1 0,25 N), boroidreto
de sodio (NaBH,, 2,5 2 20,0 mg/mL em NaOH 0,1 M) e a
atividade do pertecnetato de s6dio meta estavel
(Na*"TcO,, 7,4 a 37,0 MBq). Aliquotas de 100 pL das
solucdes de SAB foram incubadas a temperatura ambien-
te, durante 20 minutos, com 2 uL das solugdes de SnCl, e
2 uL das solugdes de NaBH,. Ajustou-se o pH para 7,0
adicionaram-se 200 pL das solug¢des de pertecnetato de
sodio. O rendimento da marcagao foi verificado da seguin-
te maneira:

fase A - a determinagdo do percentual de *Tc livre (TcO,),
que ndo foi reduzido pelo SnCl,, foi realizada por
cromatografia em camada delgada utilizando silica-gel 60.
Aliquotas de 3 L do produto marcado foram aplicadas em
tiras de silica-gel 60 (1 x 10 cm) e eluidas com acetona;

fase B - o percentual de **Tc reduzido (TcO,), que ndo se
incorporou na estrutura da proteina, foi determinado por
cromatografia descendente. Aliquotas de 3 puL da *™Tc-
SAB foram aplicadas em tiras de papel Whatman n°1 (5
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x 36 cm), previamente tratadas com solugao de albumina
a 1% p/v, e eluidas com solugdo de NaCl a 0,9% p/v.

Com os resultados obtidos nas fases A e B, determi-
nou-se o percentual de *™Tc que realmente se incorporou
na SAB utilizando a seguinte féormula:

% de Marcagao = cpm (**"Tc-SAB) x 100/cpm total
(*"Te-SAB + TcO, + TcO,?

onde, cpm = contagem por minuto.
~ . 99
Preparag3o de lipossomas contendo  Tc-SAB

Foram preparados lipossomas “fluidos™ e “rigidos”
contendo *"Tc-SAB. Os “fluidos” foram compostos de
fosfatidilcolina (PC), colesterol (CH) e fosfatidilglicerol
(PG) (razdo molar 7/2/1) e os “rigidos” de
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), CH e PG (razdo molar
7/2/1). Para cada formula foram preparados lipossomas
unilamelares de pequeno tamanho (SUV), unilamelares de
grande tamanho (LUV) e multilamelares (MLV) em tem-
peratura ligeiramente acima da temperatura de transi¢ao
de fase dos fosfolipidios estruturais, 20 °C para PC ¢ 60 °C
para DSPC. A separacdo da ®™Tc-SAB encapsulada da
nao encapsulada em lipossomas foi feita utilizando
ultracentrifugacdo a 14.000 x g, durante 30 minutos. A
quantificagdo da proteina encapsulada foi realizada por
contagem da radioatividade da *™Tc-SAB.

MLV foram preparados de acordo com o método
classico de formagdo de filme (Bangham et al., 1965). Os
lipidios foram dissolvidos em cloroférmio e utilizando um
rotaevaporador foi formado um filme seco. O filme foi,
entdo, disperso, com auxilio de vortex e ultra-som em tam-
pao HEPES pH 7.4 contendo *™Tc-SAB, por 15 a 30 mi-
nutos. Finalmente, a dispersdo sofreu 10 ciclos de ex-
trusdes através de membrana de policarbonato de 0,4 um
para gerar MLV uniformes.

SUV e LUV foram obtidos conforme descrito por
Ramaldes et al. (1996b). Apds a formagédo do filme
lipidico e sua dispersdo em solugdo de *"Tc-SAB, foram
efetuados dez ciclos de extrusoes através de membranas
de policarbonato de 0,4 um; 0,2 um; 0,1 pm e 0,05 pm, a
fim de gerar SUV. LUV foram obtidos submetendo os
SUYV acinco ciclos de congelamento e descongelamento.

A presenga ou ndo de SAB adsorvida a superficie
externa das vesiculas foi verificada da seguinte forma:
lipossomas contendo *™Tc-SAB foram incubados a 37 °C
em tampao fosfato contendo ou ndo 1% p/v de tripsina.
Decorridos 30 minutos de incubag¢do, as amostras foram
novamente ultracentrifugadas e a radioatividade de ™ Tc-
SAB presente nas vesiculas foi determinada.
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Verificagao da integridade estrutural e antigénica da
SAB ap6s marcagdo com  Tc e ap6s
encapsulamento em lipossomas

Cinco solugdes foram utilizadas: SAB a 4 g/dL,
mTc-SAB a 2 g/dL, lipossomas contendo SAB (2 g/dL),
lipossomas sem SAB e uma amostra de soro humano to-
tal a 7,2 g/dL. Antes de ser feita a eletroforese ¢ a
imunoeletroforese, os lipossomas, contendo ou ndo SAB,
foram rompidos com Triton a 4% p/v, sob aquecimento a
56 °C, durante quatro horas. Em seguida, as amostras fo-
ram submetidas a eletroforese em gel de agarose e a
imunoeletroforese contra uma imunoglobulina anti-SAB
especifica em tampao veronal 0,01 M pH 8,6, a 100V,
amperagem de 12,5 mA, por 50 minutos seguida de difu-
sdo em camara imida, por 24 horas a temperatura ambi-
ente.

Estudos de captura de lipossomas de *"Tc-SAB pelas
placas de Peyer de camundongos Balb/c

No dia do experimento procedeu-se & marcacgao da
SAB com *™Tc, conforme descrito anteriormente. Visando
obter um valor de radioatividade dentro da sensibilidade do
aparelho responsavel pela contagem radioativa, as solu¢des
contendo " Tc-SAB, livre ou encapsulada em lipossomas,
foram diluidas em solugdo salina de modo a obter contagem
inferiora 1,0 x 10° cpm. Apds diluigdo, aliquotas de 0,4 mL
foram administradas oralmente, por meio de sonda, a ca-
mundongos Balb/c com 6 a 8 semanas de idade submetidos
ajejum durante 18 horas. Duas horas apds a administragao,
os animais foram anestesiados e sacrificados; o intestino
delgado foi retirado, lavado interna e externamente com
solucdo de NaCl 0,9%, pesado e a radioatividade devido a
mTc-SAB foi determinada. Em seguida, as placas de Peyer
e os segmentos adjacentes de tamanho similar foram remo-
vidos, pesados separadamente e estocados em recipientes
contendo 20 mL de solugdo salina e mantidos sob agitacao
durante 10 minutos. Em seguida, a contagem da radioativi-
dade foi feita para o liquido de lavagem, intestinos, placas
de Peyer e segmentos isentos de placas de Peyer. O
percentual de captura foi calculado considerando-se como
100% a atividade total encontrada.

Também foram feitos estudos de captura pelas pla-
cas de Peyer utilizando lipossomas sem *™Tc-SAB. Nes-
te caso, as membranas de SUV compostos de PC/CH/PG
(razdo molar 7/2/1) ou DSPC/CH/PG (razdo molar 7/2/1)
contendo 10 umol de lipidios totais/mL foram marcadas
com *"Tc utilizando o mesmo procedimento. A captura
pelas placas de Peyer foi verificada 2 horas ap6s adminis-
tragdo oral a camundongos Balb/c.
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Os resultados foram comparados através do teste t de
Student pareado e ndo pareado. Foram considerados esta-
tisticamente significativos (S) os resultados que apresenta-
ram um intervalo de confianga (p) igual ou maior que 95%
e nao significativos (NS) para valores menores que 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento de marcacdo da SAB com e -
SAB)

A otimizagdo da marcagdo da SAB com *"Tc foi
realizada variando a atividade do Na**TcO, (7,4 a 37,0
MBq) e as concentragdes das solugdes de SAB (5 a 40 mg/
mL), SnCl, (1 a 4 mg/mL) e NaBH, (2,5 a 20,0 mg/mL)
(Tabela I).

Ap0s a defini¢do das condi¢des de marcacao (20 mg
de SAB/mL, 2 mg de SnCl,/mL, 10 mg de NaHB,/mL e
7,4 MBq de atividade para o pertecnetato de sédio), 25
marcagdes da SAB foram obtidas com teor de pureza
radioquimica de 94,942,4%. Esse teor de pureza permite
a realizag¢@o de experimentos “in vivo™, uma vez que o
percentual de tecnécio livre (TcO,), da ordem de 5%, esta

dentro dos parametros fixados pela literatura para estudos
de distribuigdo bioldgica com radiotracadores (Diniz et
al., 1999).

Otimizagdo da preparagdo de lipossomas contendo
99m
Tc-SAB

Estudos foram feitos com objetivo de otimizar os
métodos de preparagdo de lipossomas. Inicialmente, o
numero de ciclos de ultracentrifugagdes necessarios para
eliminar a *™Tc-SAB ndo encapsulada nos lipossomas foi
estudado. A Tabela Il demonstra que um ciclo de
ultracentrifugagio € suficiente para isolar a "Tc-SAB
encapsulada da ndo-encapsulada nos lipossomas.

A presenca de SAB adsorvida a superficie externa
dos lipossomas foi verificada incubando-se lipossomas de
#mTe-BSA em tampao fosfato contendo ou ndo tripsina. A
radioatividade de *"Tc-SAB encontrada na presenca de
tripsina foi de 102,9+1,8% (n=3) em relacao aquela obti-
dana auséncia desta enzima. Assim, pode-se concluir que
nao havia SAB adsorvida a superficie externa dos
lipossomas apos um ciclo de ultracentrifugacao
(Ramaldes et al., 1996b).

TABELA | - Otimizagao da marcagao da soro albumina bovina com tecnécio. Os valores expressos correspondem a média

+ desvio padrao (n=3)

SAB (mg/mL) SnCl, (mg/mL)

NaBH, (mg/mL)

Na”"TcO, (MBq) % de marcagao

5,0 2,0
10,0
20,0
30,0
40,0
20,0 1,0
1,5
2,0
3,0
4,0
20,0 2,0 2,5
5,0
10,0
15,0
20,0
10,0

10,0

10,0

20,0 2,0

7.4 70,6+4,0
86,3+0,9
96,0+1,4
95,7+0,6
98,2+0,1

7.4 89,7+1,0
96,0+0,6
96,0+1,4
96,8+0,3
95,7+1,6

7,4 94,7+1,1
95,1+0,4
96,0+1,4
92,5+1,0
89,5+0,3

7,4 96,0+1,4

14,8 93,9+1,4

222 94,0+1,5

29.6 95,0+1,2

37,0 92,042,2

SAB = soro albumina bovina; SnCl, = cloreto estanoso; NaHB, = boroidreto de sodio; Na”™TcO , = pertecnetato de sodio.
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TABELA Il - Medida da radioatividade de *"Tc-SAB
encapsulada em lipossomas apés 1, 2 e 3 ciclos de
ultracentrifugacdes a 14.000 x g durante 30 minutos/ciclo.
Os valores expressos correspondem a médiatdesvio
padrio (n=6)

Ciclos de ultracentrifugagdes % de *"Tc-SAB

1 100,0
2 96,4+0,8
3 98,1+1,4

mTc-SAB = soroalbumina bovina marcada com
PmTecnécio.

Verificou-se, também, a influéncia da concentragao
dos lipidios totais, utilizando LUV compostos de PC/CH/
PG (razdo molar 7/2/1), sobre a taxa de encapsulamento da
SAB. Para 10 pmol de lipidios totais/mL a taxa de
encapsulamento foi de 24,4+2,9% (n=6) e para 20 pmol
de lipidios totais/mL foi de 32,1+3,3% (n=6). Resultados
semelhantes foram observados por Ramaldes et al.
(1996b) ao encapsular SAB em lipossomas, com diferen-
tes concentragdes de lipidios, utilizando um método
imunoenzimatico para verificar o percentual de
encapsulamento.

Finalmente, verificou-se a influéncia do tipo de
lipossomas (SUV, LUV ou MLV) e do lipidio estrutural
utilizado (“fluido” ou “rigido’) na taxa de encapsulamento
da "Tc-SAB. Neste estudo, os lipossomas continham
10 umol de lipidios totais/mL (Tabela I1I).

Lipossomas compostos de PC encapsularam SAB
mais eficientemente que os compostos de DSPC, na mes-
ma razao molar, particularmente para MLV e LUV. Clarke
e Stokes (1992) ao estudarem o encapsulamento de
ovalbumina em MLV “fluidos” compostos de PC/CH/

TABELA 111 - Influéncia do tipo de lipossomas e do lipidio
estrutural utilizado na taxa de encapsulamento da *™Tc-
SAB. Os valores expressos correspondem a médiatdesvio
padrao (n=3)

Lipidio estrutural % de encapsulamento

MLV LUV SUV
DSPC 19,6£2,0 24,4429  16,3+0,7
PC 24,6+2,2  29,8+22  17,0+1,3

Lipossomas multilamelar (MLV), unilamelar de grande
tamanho (LUV) e unilamelar de pequeno tamanho (SUV).
DSPC = Diestearoilfosfatidilcolina; PC = fosfatidilcolina
de soja.
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dicetilfosfato e “rigidos” compostos de dipalmitoil-
fosfatidilcolina/CH/dicetilfosfato, na mesma razdo molar,
também observaram maior eficiéncia de encapsulamento
para os lipossomas “fluidos”. Por outro lado, o maior
percentual de encapsulamento em LUV em relagdo a SUV
ou MLV foi estatisticamente significativo e independen-
te dos lipidios utilizados. Esses dados estdo de acordo com
aqueles descritos por Mayer et al. (1986), que mostraram
que os lipossomas LUV, por possuir maior cavidade aquo-
sa, apresentaram maior eficiéncia para encapsular subs-
tancias hidrofilicas.

Com a utilizagdo do isotopo radioativo (*"Tc) a
metodologia para quantificar a SAB encapsulada em
lipossomas torna-se mais simples e de facil execugdo, uma
vez que ndo necessita de preparo prévio das amostras,
como ¢ comum nos métodos convencionais (Ramaldes,
1996).

Integridade estrutural e antlgenlca da SAB apés
marcagdo com " Tc e apés encapsulamento em
lipossomas

Pesquisas utilizando anticorpos marcados com
isotopos radioativos para fins de diagnodstico e
terapéuticos tém despertado grande interesse pelos méto-
dos de marcacgéo de proteinas com o *™Tc. Diversos mé-
todos encontram-se descritos na literatura, a maioria de-
les utiliza agente quelante capaz de complexar os atomos
de *"Tc, para depois, entdo, se ligar a molécula de prote-
ina. Embora alguns estudos bioldgicos tenham demonstra-
do resultados satisfatorios, a introducao de molécula estra-
nha a estrutura da proteina pode modificar as suas propri-
edades bioldgicas (Eckelman, 1990). Estudos foram de-
senvolvidos com o objetivo de investigar a possibilidade
de marcar diretamente a molécula de proteina com o T,
preservando sua integridade molecular e bioldgica
(Pauwels et al., 1993).

Os nossos estudos demonstraram que tanto a *™Tc-
SAB livre quanto a *™Tc-SAB encapsulada, obtidas apos
abertura dos lipossomas, apresentaram comportamento
eletroforético e imunoeletroforético semelhante a SAB
ndo marcada com *™Tc (Figuras 1 e 2). Pela Figura 3 ob-
serva-se que a imunoglobulina anti-SAB ¢ capaz de rea-
gir imunologicamente tanto com *™Tc-SAB livre quanto
a *"Tc-SAB encapsulada obtida apds abertura dos
lipossomas. Esses resultados sugerem que a marcagao da
SAB com *™Tc e o seu encapsulamento em lipossomas
nao alteraram as caracteristicas estruturais e antigénicas da
SAB. Esses resultados estdo de acordo com estudos ante-
riores relacionados com a marcacao de estruturas
protéicas com atomos de tecnécio (Pauwels et al., 1993).
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FIGURA 1 - Eletroforese em gel de agarose em tampao
veronal 0,01 M pH 8,6 de soro humano total (S), lipossoma
vazio (L), soro albumina bovina (A) e soro albumina
bovina marcada com *™Tecnécio (AT)
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FIGURA 2 - Eletroforese em gel de agarose em tampao
veronal 0,01 M pH 8,6 de soro humano total (S), lipossoma
vazio (L) e lipossoma contendo soro albumina bovina
marcada com *™Tecnécio (LA)

Recentemente, experimentos realizados pelo nosso grupo
(dados ndo publicados) mostraram que anticorpos marca-
dos com *Tc¢ ndo perdem a sua imunorreatividade.

Captura de lipossomas de P"Tc-SAB pelas placas de
Peyer de camundongos Balb/c

Até o presente, poucos estudos foram realizados no
que diz respeito a captura de lipossomas pelas placas de
Peyer. Nestes estudos, foram utilizados um marcador
interfacial da membrana dos lipossomas (Aramaki et al.,
1993), um marcador fluorescente solubilizado no compar-
timento interno da vesicula (Tomizawa et al., 1993) ou a
visualiza¢do por microscopia eletronica de particulas de
ouro encapsuladas em lipossomas presentes nas placas de

G. A. Ramaldes, M. A. Pereira, P. T. Castro, L. M. Vieira, V. N. Cardoso

r - +
{ L
e ™
LAT
T m——
=
AT
——_—
—
A

FIGURA 3 - Imunoecletroforese em gel de agarose em
tampao veronal 0,01 M pH 8,6 contra soro de coelho anti-
soro total bovino: lipossoma vazio (L), lipossoma
contendo soro albumina bovina marcada com *™Tecnécio
(LAT), soro albumina bovina livre marcada com
mTecnécio (AT) e soro albumina bovina livre ndo
marcada (A).

Peyer (Eldridge et al., 1990). Entretanto, nenhum destes
métodos foi capaz de demonstrar a presenga e a proporgao
de um antigeno nas placas de Peyer.

Inicialmente, foi feita cinética da captura de *™Tc-
SAB encapsulada em lipossomas pelas placas de Peyer de
camundongos Balb/c utilizando SUV compostos de PC/
CH/PG (razdo molar 7/2/1) e com concentragdo de
lipidios total de 10 umol/mL. A radioatividade de **Tc-
SAB foi determinada aos 15 minutos, 30 minutos, 1,2¢3
horas apods a administragao oral (Tabela V).

Observa-se pela Tabela IV diferenca significativa do
percentual de captagdo da *Tc-SAB encapsulada em

TABELA IV - Percentual de captagdo de *"Tc-SAB
encapsulada em lipossoma SUV. Os resultados foram
expressos como médiatdesvio padrao (n=8)

Tempo apds % de captura
administracdo  Placas de Segmento
oral Peyer controle p

15 min 6,22+1,86 6,94+2,05 NS
30 min 5,83+0,83 5,99+0,83 NS
1 hora 5,36+0,58 3,84+0,29 S
2 horas 7,34+0,43 4,10+0,35 S
3 horas 8,10+6,57 1,30+2,04 NS

S — estatisticamente significativo (p<0,05); NS — nado
significativo (p*0,05).
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lipossoma SUYV, entre as placas de Peyer e o segmento
intestinal controle nos tempos de 1 ¢ 2 horas ap6s adminis-
tracdo oral. Dados semelhantes foram encontrados por
Aramaki et al. (1993) e Tomizawa et al. (1993), quando
administraram em ratos, via oral ou intraluminal, substan-
cias fluorescentes encapsuladas em lipossomas. Com base
nesses resultados, escolheu-se o tempo de 2 horas apos a
administra¢do oral da *"Tc-SAB encapsulada em
lipossomas, para os estudos subseqiientes de captagao
pelas placas de Peyer.

Os dados da Tabela V mostram que os lipossomas
carregados negativamente, compostos de PC/CH/PG

TABELA V - Influéncia da composicdo do lipossomas
unilamelares de pequeno tamanho sobre a captacdo de
mTc-SAB pelas placas de Peyer 2 horas apos
administragao oral. Os resultados foram expressos como
médiatdesvio padriao (n=8)

Composicao % de captura
dos Placas de Segmento
lipossomas Peyer controle p
PC 4,26+1,80 4,08+1,86 NS
PC/CH 6,75+0,97 6,14+1,15 NS
PC/CH/PG 7,34+0,43 4,10+0,35 S

PmTc-SAB = soroalbumina bovina marcada com
mTecnécio; PC = fosfatidilcolina de soja; CH = colesterol;
PG = fosfatidilglicerol; PC/CH = razdo molar 8/2; PC/CH/
PG =razdo molar 7/2/1; S — estatisticamente significativo
(p<0,05); NS — nao significativo (p*0,05).
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numa razao molar de 7/2/1, apresentaram um significati-
vo aumento da captacdo pelas placas de Peyer 2 horas apds
administracao oral, quando comparado com o respectivo
controle. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos
anteriores de Tomizawa et al. (1993) e Aramaki et al.
(1993), que também verificaram a influéncia da carga
negativa dos lipossomas no aumento de captacao de subs-
tancias fluorescentes, neles encapsuladas, pelas placas de
Peyer.

Finalmente, foi verificado se a “rigidez”, “fluidez”
e o tipo de lipossoma poderiam influenciar a captura da
9mTc-SAB pelas placas de Peyer de camundongos Balb/
¢, 2 horas apo6s administragdo oral. Neste estudo utilizou-
se "Tc-SAB livre ou encapsulada em SUV, LUV e MLV
“fluidos”, compostos de PC/CH/PG (razao molar 7/2/1)
ou “rigidos”, compostos de DSPC/CH/PG (razao molar 7/
2/1). Para todos os lipossomas foi utilizada concentragao
de lipidios correspondente a 10 umol/mL (Tabela VI).

Pode-se verificar na Tabela VI que as *™Tc-SAB, li-
vre e encapsulada em lipossoma MLV, ndo foram captu-
radas pelas placas de Peyer e que as **"Tc-SAB,
encapsuladas em lipossomas SUV e LUV, foram captura-
das independentemente da “fluidez” ou “rigidez” dos
lipossomas.

A ndo captura pelas placas de Peyer da *"Tc-SAB
livre pode estar ligada a fraca estabilidade da proteina no
trato gastrintestinal ou ao estado de apresentagao do
antigeno as placas de Peyer, ou seja, sob a forma solavel.
De Aizpurua e Russel-Jones (1988), Neutra et al. (1987)
e Owen (1977) observaram que antigenos particulados sao
melhor capturados pelas placas de Peyer que antigenos
soluveis.

TABELA VI - Percentual de captagdo de *"Tc-SAB livre ou encapsulada em diversos tipos de lipossomas 2 horas apds
administragao oral. Os resultados foram expressos como média+desvio padrao (n=8)

PmTc-SAB Lipossomas % de captura p
Placas de Peyer Segmento controle
Livre - 4,30+0,64 4,26+0,48 NS
Encapsulada em SUV 7,34+0,43 4,10+0,35 S
PC/CH/PG, razéo LUV 6,49+0,18 6,00+0,27 S
molar 7/2/1 MLV 3,85+0,37 3,54+0,37 NS
Encapsulada em SUV 5,50+0,34 2,89+0,33 S
DSPC/CH/PG, razdo LUV 5,94+0,21 5,71+0,20 S
molar 7/2/1 MLV 4,21+0,27 3,94+0,47 NS

mTc-SAB = soroalbumina bovina marcada com *™Tecnécio; PC = fosfatidilcolina de soja; CH = colesterol; PG =
fosfatidilglicerol; DSPC = diestearoilfosfatidilcolina; SUV = lipossoma unilamelar de pequeno tamanho; LUV =
lipossoma unilamelar de grande tamanho; MLV = lipossoma multilamelar; S — estatisticamente significativo (p<0,05);

NS — ndo significativo (p*0,05).
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Apesar das " Tc-SAB encapsuladas em lipossomas
SUV e LUV “fluidos” ou “rigidos” terem sido capturadas
pelas placas de Peyer, a encapsulada em lipossoma SUV
“fluido” foi melhor capturada (Tabela VI). Outros autores
encontraram resultados divergentes. Aramaki et al. (1993)
observaram que lipossomas “rigidos”, contendo uma
substancia fluorescente encapsulada, sdo melhores captu-
rados pelas placas de Peyer que lipossomas “fluidos”. A
diferenga dos resultados pode ser devido ao tipo de subs-
tancia encapsulada nos lipossomas. Apesar da maioria dos
estudos terem demonstrado que lipossomas “rigidos” sdo
mais estaveis que os “fluidos”, deve-se considerar que
estes verificaram somente o aumento da permeabilidade
da membrana dos lipossomas frente aos fluidos digestivos,
ja que utilizaram-se lipossomas vazios (Ramaldes et al.,
1996a) ou a fuga de substancias fluorescentes encap-
suladas em lipossomas (Aramaki et al., 1993; Rowland &
Woodley, 1980). Por outro lado, Ramaldes et al. (1996b,
1996¢) encapsularam a SAB em lipossomas “fluidos” ou
“rigidos” e verificaram que a estabilidade da SAB
encapsulada nos “fluidos” frente ao conteudo gastrin-
testinal artificial in vitro foi maior. Esses autores sugeri-
ram que existe uma relag@o entre a desestabilizagdo dos
lipossomas “fluidos” e uma nova organizagdo molecular
capaz de proteger o antigeno do ataque dos liquidos diges-
tivos.

Verifica-se, ainda, na Tabela VI que o tipo de
lipossomas exerceu grande importancia na captura da
mTc-SAB pelas placas de Peyer. *™Tc-SAB encapsulada
em MLV néo foi capturada e em SUV ou LUV foi captu-
rada. Porém, em LUV a proporgédo de "Tc-SAB captura-
da foi sensivelmente menor, quando comparada a
encapsulada em SUV. Nenhum outro estudo até a presente
data foi capaz de relacionar o tipo de lipossomas com a sua
captura pelas placas de Peyer.

CONCLUSOES

A marcagao da proteina utilizada como modelo, a
SAB, com *™Tc mostrou ser um método altamente sensi-
vel e que ndo degrada estruturalmente nem antige-
nicamente a proteina. Através da radioatividade do *™Tc
foi possivel dosar indiretamente a SAB encapsulada em
lipossomas, sem a necessidade usual de preparagao das
amostras. Permitiu-se, também, otimizar a encapsulacao
da SAB em diferentes tipos de lipossomas e, também, de-
monstrar indiretamente a presenca e a propor¢ao da SAB
nas placas de Peyer de camundongos Balb/c.

Este estudo demonstrou que a “fluidez” ou “rigidez”
dos lipossomas nao influencia na captura do antigeno pe-
las placas de Peyer apos administragdo oral a camundon-

gos Balb/c. Os fatores principais que favorecem a captu-
ra estdo ligados ao estado particular do antigeno, a presen-
¢a de uma carga negativa no vetor ¢ ao tipo de lipossomas.
Concluindo, SAB encapsulada em SUV contendo carga
negativa ¢ melhor capturada que a SAB livre ou encap-
sulada em outros tipos de lipossomas.

Os resultados encontrados sao uteis para a compre-
ensdo de parametros importantes para a administragao oral
de lipossomas contendo um antigeno e permitirdo que, no
futuro, possamos explorar uma nova geracao de vacinas
que compreendam subunidades peptidicas do agente
patogénico, viabilizando a utilizagdo segura, facil e com
estabilidade.

ABSTRACT

Uptake of liposomes by Peyer’s patches following
per os administration in mice

The aim of this study was to employ a model protein, the
bovine serum albumin (SAB), radiolabelled with
“mTechnetium (*™Tc) (*™Tc-SAB) and encapsulated into
liposomes, in order to determine the amount de *"Tc-SAB
taken up by Peyer’s patches following per os
administration in mice Balb/c. The ®"Tc-SAB, labelling
yield of 94.9+2.4 % (n=25), was encapsulated within
multilamellar large vesicles (MLV), small unilamellar
vesicles (SUV) or large unilamellar vesicles (LUV)
composed of soybean phosphatidylcholine (PC); PC and
cholesterol (CH) (molar ratio 8/2); PC, CH and
phosphatidylglicerol (PG) (molar ratio 7/2/1) or
distearoylphosphatidylcholine (DSPC), CH and PG (mo-
lar ratio 7/2/1). A gel electrophoresis and a gel
immunoelectrophoresis, using a specific anti-SAB serum
immunoglobulin, were employed to evaluate the integrity
of SAB after labelling with *"Tc and after encapsulation
into liposomes. Labelling with **"Tc and liposome
encapsulation did not result in degradation of SAB. SUV-
encapsulated-*"Tc-SAB was preferentially taken up by
Peyer’s patches. Uptake of LUV-encapsulated-*"Tc-SAB
by Peyer’s patches was reduced when compared with that
observed for the SUV-encapsulated-**"Tc-SAB. *"Tc-SAB
encapsulated into SUV composed of PC or PC/CH was
not uptaked by Peyer’s patches. The lipid composition
(PC or DSPC/CH/PG) of SUV did not modify **"Tc-SAB
uptake by Peyer’s patches. In conclusion, SUV might be
an effective carrier for unstable antigens administered per
0s to induce mucosal immune response.

UNITERMS: Liposome. Bovine serum albumin.
®mTechnetium. Peyer’s patches. Oral administration.
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