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RESUMO

As Nanoparticulas Poliméricas sdo estruturas bastante promissoras, caracterizadas
por dimensdes reduzidas e as quais estd associada uma elevada eficécia, seguranca e
biocompatibilidade. Por serem igualmente verséteis, o seu potencial para aplicagdes em
diversas dreas médicas, como forma de ultrapassar as atuais limita¢des inerentes as
mesmas, € bastante investigado.

Nesta revisdo da literatura analisar-se-4 a utilizacdo das nanoparticulas
poliméricas na drea do diagnéstico, em particular quando aplicadas em técnicas
imagioldgicas bastante comuns como a tomografia axial computorizada e a ressonancia
magnética. Serdo igualmente explorados os beneficios da sua aplicacido na drea dos pro-
farmacos, na drea dos nanotheranostics — nanoparticulas poliméricas que atuam,
simultaneamente, a nivel do diagndstico e da terapéutica — e também na &4rea da
engenharia de tecidos.

Adicionalmente, serd também discutida a sua utilizagdo ao nivel da terapéutica,
nomeadamente como sistemas de veiculacdo de farmacos, devido ao grande progresso
que se tem verificado nesta area durante os ultimos anos. No ambito desta aplicagcdo
analisar-se-ao os resultados obtidos com a utilizagcdo destas estruturas na veiculacdo de
farmacos anticancerigenos, anti-infecciosos e daqueles cuja acdo recai sobre o sistema
nervoso central.

O modo de acdo das nanoparticulas poliméricas em cada area, as vantagens da sua
utilizacdo, e os progressos até agora obtidos com as mesmas serdo explorados, tendo

como suporte estudos in vitro e in vivo realizados no ambito das suas aplicacdes médicas.

Palavras-chave: Nanoparticulas Poliméricas | Medicina | Terapéutica | Diagnéstico



ABSTRACT

Polymeric Nanoparticles are very promising structures, characterized by small
dimensions and to which high efficiency, safety and biocompatibility are associated. In
addition, due to their versatility, the application potential in several medical areas, as a
way of overcoming their own inherent existing limitations, has been extensively
researched.

In this literature review, the use of polymeric nanoparticles in the diagnostic area
will be analyzed, mainly as applied in ordinary imaging techniques such as computed
tomography and magnetic resonance imaging. The benefits of its application in the field
of prodrugs, in the area of nanotheranostics — polymeric nanoparticles, which
simultaneously act at the diagnosis and therapy level — and also in the field of the tissue
engineering, will also be explored.

Additionally, its use in therapeutics, namely as drug delivery systems, will also be
discussed, due to the great progress that has been made in this area in recent years. Under
this application, the results achieved with the use of such structures will be analyzed, in
the delivery of anticancer and anti-infective drugs and those acting on the central nervous
system.

The mode of action of the polymeric nanoparticles in each area, the advantages of
their use, and the progress so far obtained will be exploited, sustained by in vitro and in

vivo studies carried out within the scope of their medical applications.

Keywords: Polymeric Nanoparticles | Medicine | Therapy | Diagnosis
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

As nanoparticulas poliméricas (NPP) sdo estruturas biocompativeis e
biodegraddveis cujo tamanho pode variar entre 10-1000 nm e constituem, na drea da
medicina, uma estratégia cada vez mais investigada e de grande importancia (Banik,
Fattahi, & Brown, 2016; Nagavarma, Yadav, Ayaz, Vasudha, & Shivakumar, 2012;
Parveen, Misra, & Sahoo, 2012). Antes de serem exploradas as suas aplicagdes &
fundamental perceber um pouco mais sobre estas estruturas que tendem a revolucionar a
medicina moderna (Banik et al., 2016).

As NPP sio, tal como o nome indica, constituidas por polimeros. Os polimeros,
por sua vez, podem classificar-se em naturais ou sintéticos e devem ser biocompativeis e
biodegraddveis, cumprindo ainda outros requisitos. Deste modo, ndo devem originar
reacoes inflamatorias; devem ter um tempo de degradacdo sincrénico com o objetivo
pretendido; possuir propriedades mecanicas, permeabilidade e processabilidade
adequadas a aplicacdo idealizada e originar produtos de degradac@o ndo toxicos, de facil
excrecdo. O quitosano (CS), a gelatina, o alginato e a albumina sdo os polimeros naturais
mais habitualmente utilizados na producao das NPP. J4 os polimeros sintéticos t€m como
exemplos comuns o 4cido polildtico (PLA), 4dcido poliglicélico (PGA), acido polilético-
co-glicolico (PLGA), policaprolactona, polianidridos, polietilenoglicol (PEG) e 4cido
polimetacrilico (APMA), entre outros (Nagavarma et al., 2012; Ulery, Nair, & Laurencin,
2011).

Inicialmente, as NPP utilizadas eram constituidas por polimeros nao
biodegraddveis contudo, verificou-se toxicidade cronica e respostas inflamatdrias com a
sua utilizac@o, o que provocou uma mudanga estratégica para polimeros biodegradaveis.
Estes dltimos comegaram a ocupar um lugar de destaque na formulacdao das NPP devido
a sua reduzida toxicidade, aos seus adequados perfis de libertacdo e a favordvel
biocompatibilidade que os caracteriza (Banik et al., 2016).

Um polimero com composic¢do e estrutura bem definida facilita a obtengdao de NPP
com comportamentos controlados, fator crucial para que as mesmas alcancem as func¢des
pretendidas (Nasir, Kausar, & Younus, 2015). Adicionalmente, para que as NPP possuam
as caracteristicas idealizadas para uma determinada aplicacdo, a sua técnica de preparacao
¢ fundamental e, por essa razao, é indispensavel ter a disposi¢do diferentes técnicas de

preparacao das mesmas (Rao & Geckeler, 2011).



Aplicagdes Médicas das Nanoparticulas Poliméricas

As NPP podem ser preparadas por duas principais vias, como se pode visualizar
na figura 1. Uma das vias baseia-se na polimerizacdo de mondmeros, incluindo métodos
quimicos tais como a emulsdo convencional, mini emulsdo, micro emulsdo,
polimerizacdo interfacial e polimerizacao por radicalizacdo controlada/viva (C/LRP). A
segunda via de preparacdo das NPP utiliza polimeros preformados, da qual fazem parte
métodos fisicos como a evaporagdo do solvente, nanoprecipitacao, emulsdao/difusdo do
solvente, salting out, didlise e a tecnologia de fluidos supercriticos (SCF) (Nagavarma et
al., 2012; Nasir et al., 2015; Rao & Geckeler, 2011). E importante salientar que estas
técnicas se destacam pela utilizacdo de reagentes com baixa toxicidade, pelas vantagens
econdmicas associadas a sua simplificacdo, seguranca e reprodutibilidade, e pela sua

otimizacdo como forma de incrementar a eficiéncia de encapsulacdo das moléculas

(Nagavarma et al., 2012).

Dispersion

\ Dialysis

Figura 1: Representagdo esquemadtica das varias técnicas de preparagdo das NPP (Rao & Geckeler, 2011)

Consoante a técnica de preparagdo utilizada, as NPP podem ser classificadas em
nanoesferas ou nanocdpsulas (Fig. 2), as quais apresentam diferentes caracteristicas e

perfis de libertacio (Dudhamal, Khadkutkar, & Bhange, 2015). As nanoesferas sdao

10



Introdugdo

particulas esféricas e matriciais, amorfas ou cristalinas, que possuem uma estrutura
homogénea. As moléculas sdo dispersas uniformemente na prépria matriz polimérica, o
que confere protecao contra a degradacdo quimica e enzimatica (Singh, Garg, & Sharma,
2010). J4 as nanocdpsulas podem ser definidas como sistemas nano-vesiculares nos quais
as moléculas sdo circunscritas a uma cavidade. Esta cavidade € constituida por um nicleo
interno liquido e limitada por uma membrana polimérica. As nanocdpsulas podem ainda
transportar as substancias a superficie ou, até mesmo, absorvidas na membrana

polimérica (Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2010).

Polymeric membrane

Polymeric matrix
Inner core

Nanosphere Nanocapsule

Figura 2: Diferencas entre nanoesfera e nanocdpsula (Dudhamal et al., 2015)

E importante também salientar o papel fundamental que as caracteristicas fisico-
quimicas das NPP desempenham na obtencdo do "nanosistema ideal". O tamanho, a
forma e as caracteristicas superficiais das NP afetam ndo s a absorcdo celular, mas
também outros parametros como o tempo de circulacdo, a clearance e a biodistribui¢ao
seletiva.

O tamanho das particulas pode ser regulado tendo como base determinadas
propriedades dos materiais, como o tipo de polimero, ou através de parametros
experimentais relativos as técnicas de preparacdo. As NPP com tamanho entre 20-100
nm, quando adequadamente preparadas, sdo as que tém maior aplicabilidade in vivo
devido ao prolongado tempo de circulagdo que possuem. As NPP com estas dimensoes
sdo suficientemente grandes para impedir a clearance renal e linfatica, situagdo que

ocorre com as NPP de dimensdes menores (< Snm), e suficientemente pequenas para
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Aplicagdes Médicas das Nanoparticulas Poliméricas

impedir a opsoniza¢do e consequente acumulacdo no figado e baco, situacdo esta que
ocorre com as NPP de maiores dimensdes (> 1um) (Banik et al., 2016; Elsabahy &
Wooley, 2012).

A forma, tal como o tamanho, é uma caracteristica primordial das NP, bastante
relevante para as aplicagdes em nanomedicina. Tendo em conta a estrutura do polimero e
a composicdo das NP podem obter-se NPP com varias formas, sendo a esférica a mais
utilizada. Todavia, ao invés do tamanho, a acdo bioldgica da forma das particulas € menos
evidente, sendo que diversas pesquisas t€m sido realizadas de modo a tentar compreender
esta questdo (Elsabahy & Wooley, 2012; Tao et al., 2011).

As caracteristicas superficiais sao também fatores decisivos para o
comportamento e efeito das NP. A carga, a hidrofobia e, se aplicdvel, os grupos
funcionais, sdo determinantes ndo s6 para a estabilidade, como também para a
opsoniza¢cao das NPP. Neste contexto, o PEG tem um papel de destaque, devido a sua
capacidade em proporcionar uma superficie hidrofilica e protecio das NP face a
opsonizacdo. Adicionalmente, a escolha adequada de um ligando superficial de
direcionamento, para determinada doenca, tem o potencial de modificar a biodistribuicao
e a absor¢cdo das NPP, sendo crucial na melhoria da eficicia e toxicidade das mesmas
(Desai, 2012).

As NPP sdo bastante vantajosas e t€m um grande potencial, o que se reflete no
crescente interesse que as suas aplicacdes em nanomedicina possuem. E importante
salientar o seu design flexivel que possibilita inimeras aplicagdes; as diferentes técnicas
de preparacdo, acessiveis e econdmicas, que facilitam uma producdo alargada; a protecao
que conferem contra a degradacao, possibilitando que o alvo pretendido seja alcangado;
a capacidade de veicularem farmacos para dreas anteriormente inacessiveis que leva a
melhorias a nivel da eficiéncia e eficdcia da tradicional administra¢do oral e intravenosa
(IV); a menor incidéncia de efeitos adversos devido a limitada interacdo com as células
sauddveis; e as vdrias vias de administracao que podem ser utilizadas (apesar da via IV
ser a mais comumente escolhida, outras menos invasivas, como a dérmica, oral e mucosa,
podem ser também selecionadas) (Dudhamal et al., 2015; Elsabahy & Wooley, 2012;
Nagavarma et al., 2012).

Porém, as NPP estdao igualmente sujeitas a limitacdes e desafios, principalmente
em termos de estabilidade, biodistribuicao, clearance e nanotoxicidade, para os quais tém

vindo a ser desenvolvidas algumas estratégias de resolucao.
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Introdugdo

A estabilidade das NP tem repercussdes em parametros como a toxicidade e a
biodistribui¢do. De forma a maximizar a estabilidade, varios revestimentos t€m sido
formulados e aplicados a superficie das NP, com o objetivo de modificar as suas
propriedades quimicas superficiais, tal como referido anteriormente (Banik et al., 2016).

A biodistribuicao, por sua vez, debruga-se sobre dois principais desafios. De um
lado temos a veiculacdo das NPP para os locais pretendidos, do outro a sua acumulagdo
em locais ndo planeados. Estes desafios podem ser influenciados por barreiras bioldgicas,
0 que poderd traduzir-se em doses de farmacos ou outras moléculas desadequadas da
necessidade. A barreira hematoencefédlica (BHE) e o microambiente tumoral, que serao
abordados nesta revisao, sdo exemplos de barreiras bastante desafiantes nesta drea. De
forma a ultrapassar estas limitacdes, diversos ligandos e peptideos tém sido utilizados
com o objetivo de direcionar o transporte das NPP e permitir a sua subsequente passagem
através de barreiras outrora impenetraveis, nas quais se inclui a BHE. Contudo, é ainda
necessdria muita investigacao nesta drea complexa (Banik et al., 2016).

A clearance € o resultado dos processos de opsonizacdo e fagocitose. A ligacdo
das opsoninas as NP facilita o reconhecimento destas pelos macréfagos do sistema
fagocitico mononuclear e a sua posterior remo¢do da circulagcdo antes de desempenharem
a fun¢do pretendida. Mascarar as NP € uma opg¢ao para ultrapassar este desafio e vdrias
estratégias foram desenvolvidas neste contexto, sendo que a preferencial e mais utilizada
€ a adsorc@o de PEG a superficie das mesmas. Como resultado, verifica-se um aumento
considerdvel da semivida de circulacdo das particulas e também uma reducido da sua
clearance (Owens & Peppas, 2006).

Por tltimo, a nanotoxicologia surgiu conjuntamente com a nanomedicina e estuda
as possiveis consequéncias das interacoes entre as NP e os sistemas biologicos. Algumas
pesquisas preliminares revelaram que os nanomateriais poderdo gerar radicais livres,
lesdes cerebrais e penetrar em locais nao planeados e mais suscetiveis a toxicidade. Além
disso, dependendo do seu tamanho, ao penetrarem nas células podem contactar com
material genético. Assim, e de modo a salvaguardar a seguranga, a existéncia de padroes
e protocolos consensuais com a fun¢do de suportar novos materiais, sdo essenciais e
necessarios para o futuro (Bamrungsap et al., 2012).

Deste modo, € indiscutivel a potencialidade da utilizagdo das NPP em
variadissimas dreas, tendo estas um papel distinto e promissor na veiculag¢ao de farmacos,
na medida em que melhoram a farmacocinética e farmacodinamica dos mesmos. O seu

sucesso deve-se ndo s6 ao seu tamanho reduzido (o que permite veicular as substancias
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Aplicagdes Médicas das Nanoparticulas Poliméricas

para o alvo especifico e uma eficiente acumulacdo das mesmas, traduzindo-se numa
melhoria em termos de seguranca), como também as propriedades de libertacdo
controlada que possuem e, igualmente, a sua biocompatibilidade (Nagavarma et al., 2012;
Parveen et al., 2012). O cancro, os distirbios neurodegenerativos e as doengas infeciosas
sdo alguns exemplos de patologias nas quais as NPP tém vindo a revelar o seu potencial
como sistemas de veiculagcdo de farmacos e que serdo abordadas adiante.

Contudo, as NPP sdo também aplicadas com sucesso noutras areas da medicina.
A drea do diagnéstico e, mais especificamente, a imagiologia, os pro-firmacos, a
engenharia de tecidos e os nanotheranostics — sistemas destinados simultaneamente ao
tratamento e diagndstico — s@o algumas das aplicacdoes médicas das NPP que também
serdo discutidas nesta revisdo. E portanto ficil de perceber que o potencial que lhes estd
associado faz das NPP um desafio para a medicina moderna, devido essencialmente a
capacidade que t€m em conseguir solucdes mais eficazes e seguras para as diversas

limitagGes nas dreas da terapéutica e diagndstico (Banik et al., 2016).
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Areas de aplicagdo das Nanoparticulas Poliméricas em medicina

2. AREAS DE APLICACAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS EM
MEDICINA

As NPP tém um grande impacto na medicina ja que permitem ultrapassar diversas
limitacdes inerentes a vdrias dreas. As vantagens da sua aplicacdo e os resultados
positivos obtidos nas dreas do diagndstico (e mais concretamente da imagiologia), dos
pro-farmacos, dos nanotheranostics e da engenharia de tecidos e medicina regenerativa
serdo discutidos de seguida.

Tendo em conta a grande investigacdo das NPP como sistemas de veiculacdo de
farmacos, e igualmente devido a importdncia que esta aplicacdo tem nas ciéncias

farmaceéuticas, a mesma serd abordada em pormenor no capitulo seguinte.

2.1. Diagnéstico/Imagiologia

A imagiologia registou um forte crescimento durante as ultimas décadas e varias
técnicas, como a tomografia axial computorizada (TAC), a ressonancia magnética (RM)
e a tomografia por emissdo de positroes (PET) tornaram-se fundamentais na pratica
clinica. Estas técnicas imagioldgicas permitem a visualiza¢do de todo o corpo humano,
de forma ndo invasiva, através da interacdo de diferentes formas de energia com os
tecidos. Deste modo, constituem ferramentas fundamentais para detetar e controlar
alteracdes funcionais e bioldgicas no local de interesse, possibilitando a dete¢do de
doencas numa fase inicial, o que confere um progndéstico muito mais favoravel as mesmas
(Lee et al., 2012; Rudin & Weissleder, 2003; Srikar, Upendran, & Kannan, 2014).

Porém, apesar das vantagens associadas as vdrias técnicas, estas possuem também
algumas limitagOes tais como sensibilidade ou resolugdo espacial insuficientes, o que
complexifica a obtencdo de informacdes exatas e confidveis do local alvo (Lee et al.,
2012). Em adicdo, as tecnologias imagioldgicas supramencionadas dependem, muitas
vezes, de agentes de contraste para analisar o local pretendido sendo que estes, por sua
vez, possuem baixa especificidade para o alvo e instabilidade in vivo. Por conseguinte,
uma reduzida concentracdo de agentes de contraste no local alvo influencia a qualidade
da imagem. Por essa razdo, é crucial veicular seletivamente uma quantidade suficiente

dos mesmos para se conseguir imagens clinicamente proveitosas.
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De modo a ultrapassar as limitacOes existentes, os agentes de contraste
incorporados em NPP t€ém vindo a destacar-se como um novo tipo de agentes
imagioldgicos, tendo ja demonstrado varios beneficios nesta drea. As NPP possibilitam a
veiculacdo de elevadas concentracdes de agentes de contraste para o local pretendido e
possuem também a vantagem de serem multifuncionais. Esta caracteristica permite a
visualizacdo em, pelo menos, duas modalidades de imagem (quando se encapsulam
diferentes agentes de contraste dentro de uma uUnica matriz) e funcionar como
theranostics, o que possibilita conjuntamente o diagndstico e terapéutica. Esta dltima
aplicagdo serd explorada com mais detalhe adiante. Assim, espera-se que os obstaculos
do diagnéstico e da terapéutica sejam superados através da introdugdo de uma terapéutica
adaptada a cada doente, designada por "medicina personalizada", conceito este que sera
também abordado mais a frente (Lee et al., 2012; Srikar et al., 2014).

As NPP aplicadas a imagiologia podem ser obtidas por conjugacdo covalente
(Tipo I) ou encapsulagdo fisica (Tipo II) de agentes de imagem a matriz polimérica, tal
como se pode observar na figura 3. No primeiro caso, os agentes de contraste sdo ligados
de forma covalente ao polimero e, posteriormente, hd conversdo em NPP através de
métodos convencionais. Esta ligacdo permite, assim, que a libertacdo antecipada do
agente de contraste ndo ocorra. Por outro lado, nas NPP tipo II verifica-se uma
encapsulacdo fisica do agente de contraste dentro das mesmas. Este processo € vantajoso
devido a quantidade elevada de agentes de contraste que encapsula e a distribui¢do
homogénea dentro da prépria matriz.

Todavia, ainda € um grande desafio alcancar-se uma libertacdo controlada dos

agentes de contraste no sistema bioldgico (Srikar et al., 2014).
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Figura 3: Vias de formagdo de NPP através de conjugacdo covalente (Tipo I) ou encapsulacio fisica
(Tipo II) de agentes de contraste a matriz polimérica, para aplica¢des imagiolégicas (Srikar et al., 2014)

2.1.1. Tomografia axial computadorizada

A TAC € uma tecnologia que se baseia em Raios-X e que tem potencial para
originar imagens tridimensionais com uma resolucdo espacial bastante favoravel
(deKrafft et al., 2009). No presente, é considerada uma das técnicas imagioldgicas mais
poderosas e, apesar da evolugdo de outras técnicas de diagndstico ndo invasivo nesta area,
a TAC continua a ser, muitas vezes, a predileta (Liu, Ai, & Lu, 2012).

De forma a garantir um adequado contraste entre o tecido alvo e os adjacentes,
sao utilizados na TAC agentes de contraste com elevada atenuacdo de Raios-X. Estes
incluem compostos cujos elementos possuem um nimero atomico elevado. Atualmente,
apenas os compostos iodados aromdticos e o sulfato de bdrio estdo aprovados como
agentes de contraste para TAC. Contudo, estas moléculas t€ém uma distribuicio nao
especifica e uma rapida clearance, bem como uma célere extravasdao do sangue e vasos
linfaticos o que pode limitar consideravelmente as possiveis aplicacdes da técnica.
Elevadas doses de agentes imagiol6gicos sdo também necessdrias para um contraste
apropriado, o que se poderd traduzir em efeitos adversos nos pacientes (deKrafft et al.,

2009; Liu et al., 2012).
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Uma solugdo para os problemas descritos passa pela formulacao dos agentes de
contraste em NP. Deste modo, serd possivel uma apropriada acumulacido no local de
interesse ja que, geralmente, as NP ndo difundem para o espagco extravascular nem
possuem uma rapida clearance renal. Estas caracteristicas possibilitam uma maior janela
temporal para realizar a técnica e, consequentemente, um melhor contraste, recorrendo a
uma menor dose. Mais especificamente, tem sido notério o progresso das NPP como
agentes de contraste, bem como os beneficios clinicos associados as mesmas (deKrafft et
al., 2009; Srikar et al., 2014).

Com o objetivo de ultrapassar os desafios acima descritos, Yin et al. (2013)
sintetizaram NPP biocompativeis de poli(io-hexol), a partir de io-hexol e diisocianato de
hexametileno (DIH).

Uma vez que os agentes de contraste iodados tém normalmente vérios grupos
funcionais, uma estratégia para obter NPP com massa molecular elevada e considerdvel
conteddo em iodo passa pela ligacdo destes agentes de contraste. Posto isto, recorreu-se
a um agente de imagem bastante usado na pratica clinica, o 10-hexol (que contém vérios
grupos hidroxilo) como mondmero para obter poli(io-hexol), através de uma reacdo de
adicao com DIH. Posteriormente, formaram-se NPP com cerca de 150nm de didmetro por
nanoprecipitagdo com metoxi polietilenoglicol-acido polildtico (mPEG-PLA), como se

pode observar na figura 4.
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Figura 4: Representagdo esquematica da formagdo das NPP de poli(io-hexol) (Yin et al., 2013)

O potencial das NPP de poli(io-hexol) para o diagndstico in vivo através da TAC

foi analisado através da administracdo de uma solucdo das mesmas em coelhos brancos,
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por quimioembolizagdo transarterial. A distribuicdo das NPP foi monitorizada por TAC,
tendo-se verificado uma nitida acumulagdo destas no parénquima hepético.

Realizou-se igualmente um estudo temporal, através da obteng¢do de vdrias
imagens da TAC a intervalos de tempo especificos, de forma a avaliar a retenc¢do
prolongada das NPP de poli(io-hexol) comparativamente a io-hexol livre, nos tecidos
tumorais de ratinhos, tal como se visualiza na figura 3. Os resultados sdo expressos em
unidades de Hounsfield (UH), escala quantitativa que descreve a radiodensidade.

Cinco minutos apds a inje¢ao intratumoral de io-hexol foram detetados fortes
sinais da TAC no tumor, com AUH (diferenca no valor de UH antes e apds a
administracdo) de 101,0. Todavia, uma hora apdés a administracdo, o AUH diminuiu
abruptamente para 26,1 e quatro horas depois o sinal tornou-se praticamente indetetdvel.
Por outro lado, os ratos injetados com NPP de poli(io-hexol) em doses equivalentes ao
i0-hexol apresentaram um sinal da TAC semelhante (AUH de 104,4), cinco minutos apds
a administracdo. De acordo com o previsto, ocorreu uma retencdo prolongada deste
agente de contraste pelo tecido tumoral, registando-se um AUH de 80,2 e 53,7 uma e

quatro horas ap6s a administragdo, respetivamente.
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Figura 5: Imagens dos tecidos tumorais, obtidas através da TAC, anterior e posteriormente a
administrac@o de io-hexol e NPP de poli(io-hexol), a vérios tempos (2 esquerda). Valores de AUH 5
minutos, 1h e 4h depois da administracao de io-hexol e NPP de poli(io-hexol) (a direita) (Yin et al., 2013)

Pela analise da figura 5 é também possivel concluir que o sinal da TAC nos tecidos
tumorais de ratinhos injetados com NPP de poli(io-hexol) foi cerca de 36 vezes superior
comparativamente aos ratos injetados com io-hexol, 4 h apds a administragao.

Além disso, apds administracdo IV, as NPP registaram uma semivida de

circulagdo superior (15,9 h) em comparag@o com o 10-hexol (3,8 h). Consequentemente,
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a clearance renal e tecidular destes agentes de contraste demonstraram ser
surpreendentemente diferentes.

Deste modo, pode entdo concluir-se que as NPP de poli(io-hexol),
comparativamente com io-hexol, possibilitam periodos mais longos de imagem e
obtencdo de dados, levando a um diagndstico mais exato sem se recorrer a diversas
administracdes de agentes de contraste. Além disso, os estudos de toxicidade realizados
in vivo revelaram que estas NPP possuem um elevado perfil de seguranga, o que constitui
outra vantagem destes potenciais agentes de contraste (Yin et al., 2013).

Também nesta area, de Vries et al. (2010) descreveram o desenvolvimento e
caracterizacdo de nanoemulsdes radiopacas iodadas, como potenciais agentes de contraste
da TAC. Foram preparados trés 6leos iodados hidrofébicos, que constituem o nucleo
radiopaco das emulsdes, tendo como referéncia o composto 2,3,5-triitodobenzoato (6leo
1, 2 e 3). Estes 6leos foram posteriormente emulsionados através de trés diferentes tipos
de tensioativos, o fosfolipido DSPC, o poli(6xido de etileno)-b-poli(6xido de propileno)-
b-poli(6xido de etileno) (PEO-PPO-PEO; Pluronic F68) e, por ultimo, o polimero
poli(butadieno)-b-poli(6xido de etileno) (PBD-PEO). Na figura 6 estdo representadas as

diversas estruturas dos 6leos iodados em estudo.
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Figura 6: Representagdo esquemadtica das nanoemulsdes estabilizadas como agentes de contraste da
TAC, mostrando os varios tipos de tensioativos e 6leos hidrofébicos (de Vries et al., 2010)
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Através dos estudos de estabilidade in vitro realizados concluiu-se que a natureza
do 6leo iodado e, principalmente, o tensioativo tém influéncia no tamanho e estabilidade
das NP. Os agentes de contraste formulados foram pormenorizadamente caracterizados e
as melhores emulsdes (DSPC-6leo 1, PBD-PEO-6leo 1, PBD-PEO-6leo 2) foram
posteriormente testadas in vivo em ratinhos. A escolha destas emulsdes baseou-se na
estabilidade prolongada que apresentavam em compara¢do com Pluronic e ao tamanho
inferior das particulas geradas. A partir destas emulsdes analisou-se a semivida na
circulacdo e o contraste gerado pelas mesmas.

As emulsdes estabilizadas com lipidos revelaram ser instdveis in vivo todavia, as
emulsoes estabilizadas com polimeros apresentaram um bom desempenho nas mesmas
condig¢des. A emulsdao PBD-PEO-6leo 2 gerou um notédvel contraste in vivo (um aumento
de contraste de 190 UH foi medido apds administragdo IV de 520 mg I/’kg) e revelou ter
um tempo de circulacdo prolongado (~3h), ndo havendo indicios de toxicidade in vivo.

Posto isto, conclui-se que as emulsdes do 6leo iodado 2, estabilizadas com o
polimero PBD-PEO s3o uma hipétese interessante como agente de contraste para

imagiologia através da TAC (de Vries et al., 2010).

2.1.2. Ressonincia Magnética

A ressonancia magnética (RM) € considerada, tal como a TAC, uma poderosa e
vantajosa técnica de diagndstico ja que tem a capacidade de fornecer imagens
tridimensionais, principalmente de tecidos moles humanos, com elevada resolugdo
espacial. Estas imagens sdo conseguidas através de diferencas na densidade de protdes,
que permitem a diferenciacdo de tecidos normais e doentes. Além disso, na RM nao é
necessario o uso de radiacao ionizante ou radioisétopos sendo, por essa razao, uma opgao
de destaque para a imagiologia do coracdo, cérebro e SNC. No entanto, a baixa
sensibilidade que lhe estd associada poderd dificultar a detecdo e visualizacdo de
pequenas modificagdes nos tecidos. Para ultrapassar esta limitacdo e melhorar a
sensibilidade, sdo frequentemente utilizados agentes de contraste de RM, que serdo
abordados de seguida (Lee & Hyeon, 2012; Srikar et al., 2014; Zhu, Liu, Ma, Liu, &
Wang, 2013).

Esta técnica tem por base a resposta rotacional de protdes na presenca de um

campo magnético externo, quando acionado por um pulso de radiofrequéncia (RF).
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Através da acdo deste campo magnético, os protdes alinham-se segundo uma determinada
direcdo. Aquando da aplicac@o do pulso de RF ha uma perturbagdo dos protdes alinhados
e, posteriormente, estes relaxam novamente para o seu estado inicial. O relaxamento dos
protdes pode dar-se a partir de dois processos distintos, o longitudinal (T1) e o transversal
(T2). Os agentes de contraste, por sua vez, conduzem a alteracdes de densidade de protdes
nos processos de relaxamento T1 e T2, colaborando no reconhecimento de lesdes (Srikar
et al., 2014; Zhu et al., 2013).

Deste modo, existem dois tipos de agentes de contraste de RM, os agentes de
contraste com natureza paramagnética T1, que aumentam o tempo de relaxamento T1 e
os agentes de contraste superparamagnéticos T2 que reduzem os tempos de relaxamento
T2. Os primeiros baseiam-se principalmente em quelatos de gadolinio (Gd**) e resultam
em imagens com contraste brilhante. Estes quelatos de gadolinio, tais como o Gd-DTPA
(4&cido Gd-dietilenotriaminapentaacético) sdao bastante usados, contudo estdo-lhes
associadas algumas limitagdes. Além de possuirem uma sensibilidade relativamente baixa
(pelo que € necessdria uma elevada dose dos mesmos), tém uma rapida clearance renal,
o que reduz a janela temporal para a realizacao da RM.

Por outro lado, os agentes T2 tém por base NP de 6xido de ferro (Fe3O4) e dao
origem a imagens com contraste escuro. Em comparagdo com os agentes de contraste T1,
sdo vantajosos devido a sua alta sensibilidade porém, resultam em imagens escuras, o0 que
podera dificultar o correto diagndstico.

De forma a ultrapassar estas limitagdes, as NPP biocompativeis tém demonstrado
ser uma mais-valia nesta 4rea. Por essa razao, tém vindo a ser estudadas para o transporte
seletivo de agentes de contraste tipo T1 ou T2 (Lee & Hyeon, 2012; Srikar et al., 2014;
Zhu et al., 2013).

Neste contexto, Liu et al. (2011) desenvolveram um agente de contraste de RM
utilizando 4cido polilatico-polietilenoglicol-poli- L -Lisina (PLA-PEG-PLL) conjugado
covalentemente com Gd-DTPA e com o anticorpo anti-fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF). Desta forma, obtiveram-se NPP multifuncionais anti-VEGF PLA-
PEG-PLL-Gd. Estas NPP tém como objetivo a veiculacio ativa de Gd-DTPA
especificamente para o local do tumor de modo a conseguir-se um diagndstico precoce
do carcinoma hepatocelular (CHC), uma das neoplasias malignas mais comuns em todo
o mundo.

O anti-VEGEF foi eleito como agente de direcionamento ja que o VEGF € um

marcador muito relevante no CHC, verificando-se uma sobreexpressdo do mesmo nesta
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patologia. Células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e células de carcinoma
hepatocelular de rato (H22) foram selecionadas como modelos celulares para a
sobreexpressdao membranar de VEGF.

A citotoxicidade, a eficiéncia do direcionamento para o alvo de interesse e a
capacidade de imagem destas NPP foram avaliadas in vitro e in vivo.

As NPP anti-VEGF PLA-PEG-PLL-Gd demonstraram possuir um elevado
relaxamento T1 e nenhuma citotoxicidade nas concentra¢des utilizadas, em células
HepG2. Os resultados experimentais da absor¢do celular in vitro revelaram que a
absor¢do das NPP era igualmente dependente da concentracio e do tempo. Em adi¢do, as
NPP modificadas com anticorpos anti- VEGF apresentaram uma absorc¢ao celular superior
em células HepG2 quando comparadas com NPP nao-direcionadas (PLA-PEG-PLL-Gd).

Ratinhos injetados subcutaneamente com células H22 foram utilizados para
avaliar a biodistribui¢do e a eficiéncia do direcionamento, comparando as NPP de PLA-
PEG-PLL-Gd, as NPP anti-VEGF PLA-PEG-PLL-Gd e Magnevist®, um convencional
agente de contraste de RM. As NPP anti-VEGF PLA-PEG-PLL-Gd revelaram um
aumento significativo da intensidade do sinal no local do tumor, comparativamente com
NPP ndo direcionadas (PLA-PEG-PLL-Gd) e com o Magnevist, como € possivel concluir
observando a figura 7. Consequentemente, o tempo de imagem foi significativamente
prolongado para 12 horas em comparacdo com o Magnevist (1 hora).

Os resultados obtidos comprovam assim que o agente de contraste de RM
desenvolvido, baseado em NP de anti-VEGF PLA-PEG-PLL-Gd, podera ser bastante

poderoso e benéfico para o diagndstico prematuro de tumores hepaticos (Liu et al., 2011).
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Figura 7: Resultados do sinal da RM em diferentes tecidos in vivo (Magnevist (A), NP PLA-PEG-PLL
(B) e NP Anti-VEGF PLA-PEG-PLL-Gd (C)) (Liu et al., 2011)

Zhang et al. (2014) fizeram também progressos nesta drea, desenvolvendo um
agente de contraste insoluvel para RM baseado em NPP de dacido gordo (AG),
encapsuladas com quelatos Gd-DTPA, para a identificacdo precoce de pancreatite aguda
(PA). As NPP Gd-DTPA-AG foram obtidas por conjugacdo do ligando DTPA-AG e
acetato de gadolinio.

Quando a PA ocorre, grandes quantidades de Ilipases sdo libertadas
especificamente no local lesado do pancreas. O objetivo deste estudo €, portanto, o
desenvolvimento de agentes de contraste de Gd, sujeitos a ativagdo condicional, através
da atividade das lipases no tecido pancredtico e em modelos de células de ratos cuja PA
foi induzida por L-arginina. Nesta abordagem, os quelatos insoliveis (e, portanto,
inativos) de Gd sdo ativados por clivagem enzimatica, havendo hidrélise dos seus grupos
de protecdo. Apds a hidrdlise enzimdtica pelas lipases, as NPP Gd-DTPA-AG
hidrofébicas sdo convertidas num complexo de Gd-DTPA solidvel em 4gua, resultando
em alteracOes nas intensidades de sinal observadas com a RM in vitro (h4 um aumento
no T1).

Quando analisadas in vitro e in vivo, as NPP Gd-DTPA-AG apresentaram
reduzida citotoxicidade e biocompatibilidade favoravel. A PA foi detetada em ratos por

imunohistoquimica e imunofluorescéncia da lipase, 1 h apds a sua indugdo (através de
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duas injecdes de L-arginina (250 mg/100 g de peso corporal)). Apds a administragdo de
Gd-DTPA-AG foi detetada, através de RM, uma considerdvel acumulacio deste agente
no pancreas, em estadios iniciais de PA em ratos. A L-arginina levou a um aumento
gradual da intensidade do sinal da RM (T1) de 1h para 36h, nos modelos de ratos com
PA. Porém, o aumento da intensidade do sinal foi mais significativo as 1 h, 6he 12 h.
Os resultados obtidos permitem concluir que as NPP Gd-DTPA-AG, como
agentes de contraste de RM, possuem grande eficiéncia e especificidade para detetar PA
numa fase inicial. Esta abordagem fornece um suporte experimental para o diagndstico e
tratamento de outras patologias, através da aplicacdo de métodos idénticos de ativacao

enzimatica (Zhang et al., 2014).

2.2. Pro-Farmacos

Os pro-farmacos sdao derivados quimicamente modificados e bioreversiveis de
farmacos que t€ém como objetivo auxiliar os mesmos a ultrapassar determinadas barreiras
fisiolégicas. Uma vez in vivo, sdo sujeitos a uma transformacao enzimética e/ou quimica
com o objetivo de libertar o farmaco original (ativo), ficando este apto a desempenhar a

acdo farmacoldgica pretendida. Na figura 8 € possivel visualizar a estrutura e

funcionamento de um pro-farmaco.

et

ar heerriical
trarsformation

oo oo o

Buarrier

Figura 8: Representagdo esquematica do funcionamento de um pré-farmaco (Rautio et al., 2008)

Os pré-farmacos adequadamente formulados possibilitam a melhoria de
caracteristicas de moléculas farmacologicamente potentes o que se traduz num aumento
do desenvolvimento e utilidade de potenciais fairmacos. A baixa solubilidade do farmaco,

a conversdo em metabolitos inativos, bem como a falta de especificidade para o alvo de
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interesse e a insuficiente absorcdo celular, sdo algumas das caracteristicas que muitas
vezes podem ser melhoradas (Bildstein, Dubernet, & Couvreur, 2011; Rautio et al., 2008).

E importante referir também que o design de um pré-firmaco deve ser ponderado
no inicio do desenvolvimento pré-clinico, uma vez que esta estrutura pode modificar tanto
a distribuicao tecidular e a eficdcia do farmaco original, como também a sua toxicidade.
Usualmente, os grupos funcionais carboxilico, hidroxilo, amina, fosfato/fosfonato e
carbonilo sdo utilizados no design de pro-farmacos (Rautio et al., 2008).

Os pré-farmacos constituem, atualmente, uma das estratégias para aumentar a
eficicia dos agentes anticancerigenos existentes. Embora tenham sido identificados e
efetivamente utilizados um nimero considerdvel de agentes anticancerigenos potentes,
continua a haver uma enorme pesquisa dedicada a descoberta de tratamentos que aliem
uma elevada eficacia e reduzidos efeitos adversos. Além disso, a falta de seletividade para
as células cancerigenas leva a que uma grande parte destes farmacos possua uma janela
terap€utica estreita, o que se torna numa limitacdo (Bildstein et al., 2011).

A cisplatina, por exemplo, € um agente citostatico utilizado no tratamento de
diversos tumores. Contudo, apresenta uma elevada toxicidade e resisténcia (intrinseca ou
adquirida) que restringem o seu uso em varios tipos de cancro, como o da préstata. Sendo
a cisplatina o fadrmaco mais potente dos anticancerigenos derivados da platina (Pt), a
possibilidade de ser utilizado no cancro da prostata suscita bastante interesse.

A identificac¢do de antigénios especificos para o tumor pretendido constitui uma
op¢ao para o tratamento de alguns tipos de cancro, ja que poderd permitir uma terapéutica
direcionada. No caso do cancro da préstata, o antigénio membranar especifico da préstata
(PSMA), uma proteina membranar tipo II, € abundantemente expresso tornando-se, por
isso, numa possibilidade bastante atrativa (Dhar, Gu, Langer, Farokhzad, & Lippard,
2008).

Face a esta situacdo, Dhar et al. (2008) desenvolveram um pré-farmaco de Pt(I1V),
encapsulado em NPP de PLGA-b-PEG direcionadas para o PSMA, de forma a veicular
cisplatina a células cancerigenas da prostata. Uma vez que as caracteristicas fisico-
quimicas da cisplatina comprometem a sua encapsulacao em NPP, a utilizacdo de um pro-
farmaco de Pt(IV) contorna esta situacao, permitindo que uma dose letal do farmaco atinja

o alvo pretendido, apds uma reacdo de reducao intracelular (figura 9).
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Figura 9: Estrutura quimica do composto hidrofébico de Pt(IV) (a esquerda) e reacdo quimica de redugdo
através da qual € obtido o farmaco ativo, cisplatina (Dhar et al., 2008)

O composto de Pt(IV) é fisicamente disperso por encapsulagdo no nicleo
hidrofébico das NPP. Estas NPP ligam-se ao PSMA na superficie de células cancerigenas,
para veiculacdo direcionada do pré-fairmaco Pt(IV) e posterior libertagdo da cisplatina.
Para se atingir o alvo terapéutico, utilizou-se um aptamero (apt) de RNA a superficie das
NPP (A10 2 fluoropirimidina) que reconhece o dominio extracelular do PSMA. Na figura

10 esta esquematicamente representado o processo de formagao das NPP em estudo.
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Figura 10: Representacdo esquemadtica das NPP de Pt(IV) direcionadas (Dhar et al., 2008)

Normalmente, a libertacao a partir das NPP € um processo moroso, controlado por
difusdo, que varia com a taxa de biodegradac¢do do polimero. A quantidade de Pt libertada
a partir das NPP foi controlada in vitro, a uma temperatura de 37°C e pH=7,4 de forma a
simular as condi¢des fisiol6gicas. Como se pode ver pela figura 11, a libertacdo do pré-
farmaco alongou-se por mais de 60h o que confirma a eleicdo do composto de platina

(IV) para a formulac@o de uma estrutura Pt-NPP de libertagdo controlada.
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Figura 11: Cinética de libertagdo in vitro do pré-farmaco encapsulado a partir das NPP, a pH 7,4 ¢ 37°C
(Dhar et al., 2008)

Virios estudos foram também realizados no sentido de perceber o mecanismo de
absor¢do destas NPP. Através de microscopia de fluorescéncia, verificou-se uma
absorc¢do via endocitose do complexo Pt-NPP-Apt por células cancerigenas da prostata
que expressam PSMA.

Neste sentido, ¢ também importante realcar que as células epiteliais da préstata
humana LNCaP expressam, a sua superficie, um elevado nivel de PSMA todavia, o
mesmo nao ocorre com as células epiteliais da prostata humana PC3. Posto isto, as células
LNCaP (PSMA™) e PC3 (PSMA") foram analisadas para comparativamente avaliar a
absor¢do das NPP em estudo. Recorrendo a microscopia de fluorescéncia foi possivel
verificar que a incubagdo de células LNCaP com as NPP em estudo, durante 2 h, revelou
total internalizacido das mesmas, por endocitose mediada pelo recetor. Por outro lado, ndo
houve uma acumulacdo considerdvel de NPP nas células PC3, o que confirma a ligacdo
e absorc¢do diferencial destas NPP direcionadas ao PSMA.

Foram igualmente realizados diversos testes de citotoxicidade in vitro de forma a
analisar o potencial anticancerigeno das NPP de Pt(I1V) direcionadas, recorrendo a células
LNCaP e PC3, e comparando a sua eficdcia com a cisplatina. Concluiu-se que o composto
Pt-NPP-Apt revela elevada toxicidade para as células LNCaP, que expressam o antigénio
PSMA, registando um valor de 1ICsp de 0,03 uM. Ainda nestas células, as NPP nao
direcionadas (Pt-NPP) e a cisplatina obtiveram, respetivamente, um valor 1Cso de 0,13
uM e 2,4 uM, revelando-se, portanto, menos efetivas. Nas células PC3, o ICso do

composto Pt-NPP-Apt é de 0,11 uM, compardvel ao valor de 0,12 uM obtido pelas
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particulas ndo direcionadas (Pt-NPP), o que se justifica pela reduzida expressao de PSMA
nestas células. A cisplatina, nestas condig¢des, registou um ICso de 0,18 pM.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as NPP de PLGA-b-PEG
encapsuladas com o pro-farmaco de Pt(IV) e direcionadas para o PSMA sao cerca de 80
vezes mais toxicas que a cisplatina livre, nas células LNCaP. Estas NPP demonstraram,
assim, ser bastante promissoras para o tratamento do cancro da préstata humano, um dos

mais comuns € com maior mortalidade no presente (Dhar et al., 2008).

2.3. Nanotheranostics

Os resultados favordveis ja alcangados com NP monofuncionais t€ém servido como
base para a criacdo de nanotheranostics, isto é, NP com func¢des de diagnéstico (ndo
invasivo) e terapéutica, simultaneamente. Os nanotheranostics possibilitam ndo s6 o
diagndstico imagioldgico e o tratamento de vérias patologias, como também possuem a
capacidade de prever e confirmar a eficicia da terapéutica, controlando a libertacdo e
distribuicao dos farmacos, em tempo real (Mura & Couvreur, 2012).

Tal como foi referido anteriormente, estas estruturas multifuncionais sao bastante
promissoras no ambito da (nano) medicina personalizada. Porém, conseguir um elevado
desempenho de ambas as fungOes in vivo, numa unica NP, é bastante complexo. A
medicina personalizada pressupde uma terapéutica otimizada a cada paciente, tendo em
atencdo a variabilidade individual. A aplicacdo dos nanotheranostics na prética clinica
permitiria a precoce detecdo e tratamento de diversas patologias, bem como uma
avaliacdo antecipada da resposta a terapéutica. Deste modo, seria possivel selecionar os
pacientes que melhor respondessem a terapéutica e com maior perspetiva de obterem
resultados benéficos. Assim, os nanotheranostics constituem ferramentas aliciantes para
criar protocolos terapéuticos individualizados, de forma a alcancar a maior eficicia
terapéutica aliada a um elevado perfil de seguranca, tendo a sua aplicacdo no cancro e
outras doengas graves bastante relevancia (Li et al., 2014; Mura & Couvreur, 2012).

Embora impressionantes, estas estruturas estdo ainda numa fase primitiva de
desenvolvimento e investigagdo, sem provas in vivo da sua aplicagdo. Diversos tipos de
NP organicas e inorgéanicas foram sugeridas para a sua formulacdo no entanto, todas elas
apresentam beneficios e limitacdes proprias. E essencial o desenvolvimento de

nanoestruturas biocompativeis que integrem varias modalidades de imagem e terapéutica,
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inovadoras e relevantes na pratica clinica. Para atingirem as funcdes pretendidas, as NP
devem ter uma preparagdo relativamente simples e serem formuladas de modo a
superarem barreiras bioldgicas in vivo. Adicionalmente devem também ter a capacidade
de veicular firmacos e agentes imagiolégicos de forma eficiente e direcionada para os
tecidos alvo (Li et al., 2014; Mura & Couvreur, 2012).

De forma a demonstrar os beneficios dos nanotheranostics, Shalviri, Flotz, Cai,
Rauth e Wu (2013) desenvolveram um sistema polimérico multifuncional com funcdes
de imagem através de RM (pela veiculag¢io de Gd**) e veiculagio de doxorrubicina (Dox),
simultaneamente. Este revelou a sua potencial capacidade para libertacio da Dox em
funcdo do pH e, consequentemente, melhoria da resisténcia a multiplos farmacos no
cancro da mama.

O polimero foi obtido a partir da polimerizagdo de acido polimetacrilico (APMA)
e polissorbato 80 em amido, previamente conjugado com varios grupos de DTPA para a
quelacio de Gd** (formando NPP PolyGd). A Dox liga-se posteriormente 2 cadeia de
APMA formando NPP estaveis (PolyGd-Dox).

As caracteristicas deste sistema como agente de contraste de RM, tais como a
estabilidade, o relaxamento T1 e a citotoxicidade, foram analisadas in vitro. Recorrendo
a ratos portadores de tumores, foram avaliadas in vivo as propriedades farmacocinéticas
e de contraste de PolyGd e PolyGd-Dox.

E importante salientar que a libertacio da Dox, a partir das NPP, é controlada e
varia com o pH. A pH 7,4, e durante 24 horas, cerca de 27% do farmaco foi libertado. Ja
a pH 5, mais de 40% da Dox foi libertada. Verifica-se uma maior taxa de libertagdo da
Dox a pH é4cido ja que hd uma menor interacdo Dox-polimero.

O polimero incorporado com Gd** revelou ainda ter elevada estabilidade e
reduzida citotoxicidade. A toxicidade de PolyGd foi avaliada in vitro, usando hepatdcitos
de ratos isolados, por comparagdo a Gd** livre. Como se pode concluir pela figura 12,
com Gd** livre verificou-se uma considerdvel toxicidade hepatocitéria que resultou, apds
exposicdo a 1,5 mg/ml de solugdo de Gd** durante 240 min, numa sobrevivéncia de
hepatdcitos inferior a 15%. Sob as mesmas condi¢des, a exposicdo de hepatdcitos a

PolyGd resultou em 65% de sobrevivéncia dos mesmos.
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Figura 12: Toxicidade hepatdcitéria entre o grupo controlo, PolyGd e Gd** livre apés exposi¢io durante
30, 60, 120 e 240 minutos aos compostos. “% live” corresponde a percentagem de hepatdcitos ndo
afetados (Shalviri et al., 2013)

Adicionalmente, PolyGd e as NPP PolyGd-Dox aumentaram consideravelmente
os sinais de RM, com relaxamentos T1 3-5 vezes superiores comparativamente ao
Omniscan®, um agente de contraste usado na pratica clinica. Varias imagens foram
obtidas in vivo, por RM, ap6s administragdo de Omniscan®, PolyGd e PolyGd-Dox a
ratinhos. A uma dose de 0,025 mmol/kg Gd**, 4 vezes inferior 2 de Omniscan®, tanto
PolyGd como PolyGd-Dox produziram um contraste superior e prolongado em relacao
ao agente de contraste, sem efeitos adversos. Verificou-se também uma acumulacgdo de
PolyGd e PolyGd-Dox no tumor e respetiva periferia durante um minimo de 48 h.

Assim sendo, € possivel concluir que PolyGd e PolyGd-Dox possuem elevada
capacidade para melhorar a imagiologia e os nanotheranostics, através da veiculacao
simultinea de agentes de contraste de RM e diferentes farmacos. E possivel recorrer a
este sistema para avaliar, de forma ndo invasiva, a biodistribuicdo e acumulacdo de
agentes terapéuticos, antecipar a resposta terapéutica e controlar a eficicia da intervengao

terapéutica em estudos pré-clinicos e ensaios clinicos (Shalviri et al., 2013).

2.4. Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos (ET) e a medicina regenerativa sido 4reas
multidisciplinares centradas na evolugdo e utilizacio do conhecimento em diversos

campos, para a obtencao de substitutos funcionais para tecidos danificados ou doentes. O
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desenvolvimento destes substitutos tem como objetivo restaurar, substituir, manter ou
melhorar a funcdo dos tecidos e 6rgaos.

Tal como é demonstrado na figura 13, a pesquisa efetuada nesta drea foca-se
essencialmente em trés componentes cruciais — scaffolds, células pluripotentes e fatores
de crescimento — com o objetivo de se produzir estruturas funcionais semelhantes aos
tecidos origindrios. Os scaffolds sdo substratos biodegradaveis que fornecem a base para
o crescimento celular, proliferacdo e formacao de novos tecidos. Para isso, sdo semeados
com células pluripotentes, tendo estas a capacidade de diferenciacio e formacao do novo
tecido. Por sua vez, os fatores de crescimento sdo também essenciais, na medida em que
controlam os processos de diferenciacdo e proliferacdo (Armentano, Dottori, Fortunati,
Mattioli, & Kenny, 2010; Shi, Votruba, Farokhzad, & Langer, 2010; Vieira, Vial, Reis,
& Oliveira, 2017).

Scaffolds

85
“®  Growth Factors

TE construct

Figura 13: Estratégia utilizada na engenharia de tecidos (Vieira et al., 2017)

No interior dos tecidos, as células sdo limitadas por uma matriz extracelular
(MEC), constituida por uma rede natural de nanofibras organizadas. Além de fornecer
suporte celular e orientar o comportamento das células através de interagdes célula-MEC,

esta desempenha também um papel indispensdvel no armazenamento, libertacdo e
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ativacdo de variadissimos fatores bioldgicos. Assim, o potencial para desenvolver
biomateriais que mimetizem a funcionalidade da MEC é fundamental para a adequada
regeneragdo dos tecidos. Estes biomateriais desempenham um papel primordial sobretudo
na obtencao de scaffolds possibilitando, deste modo, obter microambientes sintéticos da
MEC, tal como pretendido (Ma, 2008; Shi et al., 2010).

Na ET sdo igualmente notdrios os recentes avancos na nanotecnologia, que
possibilitam o desenvolvimento de novos sistemas que reproduzem a complexa estrutura
do tecido original. Mais concretamente, as NP podem ser usadas na ET através de
variadas aplicacdes, desde sistemas de veicula¢do de fairmacos e genes, até a constru¢cdo
de scaffolds biomiméticos.

Diversas estratégias na ET t€m por base as caracteristicas dos scaffolds, dado a
importancia destes no fornecimento do suporte para o crescimento celular, tal como foi
referido. Estas estratégias tém o intuito de obter um implante para substituir o tecido
origindrio, suportando o processo de regeneracdo sem complicagdes (Armentano et al.,
2010; Vieira et al., 2017). Os scaffolds nanofibrosos estdo sujeitos a uma vasta
investigacao, uma vez que possuem uma estrutura fisica andloga as nanofibras proteicas
da MEC. Por sua vez, os scaffolds baseados em nanocompoésitos poliméricos sao
igualmente muito atraentes na ET, sobretudo para a reconstru¢do do tecido 6sseo. Estes
ultimos sdo o resultado da combinagdo de polimeros (sintéticos ou naturais) e substancias
como a hidroxiapatite, NP metdlicas e nanotubos de carbono, a escala nanomérica. Visto
que a matriz 6ssea natural € um compdsito organico/inorganico constituido por colagénio
e minerais (apatites), os materiais compdsitos sdo escolhas acertadas como scaffolds para
a engenharia do tecido dsseo.

Por outro lado, conseguir uma veiculacdo localizada e controlada de fatores
bioldgicos em scaffolds 3D constitui outro aspeto crucial para a regeneracdo e
crescimento tecidular. A encapsulagcdao de biomacromoléculas por incorporacao direta ou
conjugacdo quimica aos scaffolds pode possibilitar uma libertagdo controlada das mesmas
porém, a capacidade de controlar a cinética de libertagdo € limitada. Por conseguinte, NPP
incorporadas com fatores de crescimento tém vindo a demonstrar os seus beneficios nesta
area. Os fatores bioldgicos (um ou vdrios) podem ser libertados segundo um controlo
temporal e espacial e, além disso, a cinética de libertacao de cada fator pode ser controlada
singularmente usando uma formulagdo nanoesférica propria (Armentano et al., 2010; Ma,

2008; Murugan & Ramakrishna, 2005; Shi et al., 2010).
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Neste contexto, Kim et al. (2014) desenvolveram nanoesferas de silica
mesoporosas encapsuladas em biopolimeros (PLA ou PEG) e incorporadas dentro de um
scaffold 3D espumoso de colagénio para a veiculagdo sequencial e a longo prazo de
fatores de crescimento. Através da figura 14 é possivel perceber o mecanismo de

formacdo das nanoesferas em estudo.

Polymer solution Electrospraying into eMSN@polymer
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Figura 14: Representacdo esquematica da formacdo das NPP em estudo para a libertagéo controlada de
fatores de crescimento e subsequente combinagdo com scaffolds de colagénio, de forma a utilizar o
sistema de veiculagd@o para a cultura de células e engenharia tecidular (Kim et al., 2014)

A albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada neste estudo como modelo
proteico, verificando-se a sua incorporacdo nas nanoesferas. O biopolimero aumentou
consideravelmente o periodo de libertacdo da BSA (2-3 semanas a partir de nanoesferas
revestidas comparativamente a uma semana a partir de nanoesferas sem biopolimero).
Além disso, concluiu-se que a taxa de libertagdo foi influenciada pela composi¢do do
polimero, tendo-se registado uma maior libertagdo aquando da utilizacio de PEG
comparativamente a PLA.

O scaffold de colagénio além de diminuir (ainda mais) a libertacdo da proteina,
possibilitou também a incorporacdo de uma outra proteina, de libertagdo ripida, eficaz
para uma veiculacdo sequencial de proteinas, como pode ser visto na figura 14.

Ap6s se comprovar a libertacdo controlada de proteinas a partir do sistema de
veiculagdo em causa, foi testada a eficdcia terapéutica bioldgica do sistema recorrendo-
se ao fator de crescimento fibrobléstico dcido (aFGF). O aFGF tem a capacidade de

induzir uma proliferacdo celular elevada e estd igualmente envolvido na formagdo de
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vasos sanguineos. Verificou-se que este agente de contraste encapsulado em NPP e
incorporado nos scaffolds foi libertado ao longo de um més, a uma taxa controlada,
apresentando um padrao de libertacdo idéntico ao da BSA.

A atividade bioldgica do aFGF foi também comprovada in vitro através da
proliferacdo de células precursoras osteobldsticas nos scaffolds. Adicionalmente, os
scaffolds incorporados com aFGF e implantados em tecido subcutaneo de ratos durante 2
semanas, revelaram uma invasio consideravelmente aumentada de fibroblastos.

Assim, conclui-se que a encapsulagdo de nanoesferas mesoporosas por
biopolimeros prolonga, na realidade, a libertacdo de fatores de crescimento ao longo de
semanas até um més. Este sistema de veiculagdo de fatores de crescimento a longo prazo
€ benéfico pois permite doses continuas, essenciais para a reparacdo dos tecidos e
processos de regeneracdo. Além disso, o scaffold desenvolvido é uma possivel matriz

tridimensional terapéutica para cultura celular e engenharia de tecidos (Kim et al., 2014).
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3. NANOPARTICULAS POLIMERICAS COMO SISTEMAS DE
VEICULACAO DE FARMACOS

A veiculagdo de agentes terapéuticos especificamente para os locais de interesse
¢ uma limitacdo no tratamento atual de diversas patologias. Habitualmente, apds a
administracdo de um farmaco, verifica-se uma eficdcia reduzida, baixa biodistribui¢ao,
reacOes adversas indesejdveis e falta de seletividade do mesmo (Bhatia, 2016).
Adicionalmente, grande parte dos farmacos possui pouca ou nenhuma solubilidade
aquosa o que se traduz numa desvantagem, ja que a solubilidade é um fator chave para
determinar a eficcia do farmaco, qualquer que seja a sua via de administracdo (Patravale,
Dandekar, & Jain, 2012). Porém, as limitagdes mencionadas podem ser ultrapassadas
através de sistemas controlados de veiculacdo de farmacos. Com estes sistemas obtém-se
um transporte dos farmacos para os locais alvo e, portanto, a sua acdo nos tecidos
sauddveis e os efeitos adversos inerentes podem ser consideravelmente reduzidos. Além
disso, verifica-se a protecdo dos mesmos de uma rapida degradacdo ou clearance e, por
conseguinte, melhoria da sua concentracdo (e consequente acumulac¢io) nos tecidos de
interesse, resultando na necessidade de administracao de doses mais baixas.

Neste ambito, o rdpido crescimento da nanotecnologia revelou que as NP sdo
bastante promissoras como transportadoras de farmacos e tem vindo a ser notdrio o seu
sucesso na melhoria das propriedades biofarmacéuticas e farmacocinéticas das
terapéuticas convencionais. Em parte devido aos seus reduzidos tamanhos, as NP tém
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas impares (como por exemplo a capacidade de
atravessarem barreiras celulares e tecidulares, nas quais se inclui a BHE) que as tornam
proveitosas para aplicagdes médicas. Além disso, a versatilidade que lhes esta associada
permite a sua administracdo pelas vias comuns como a via oral, parentérica e tdpica
(Bhatia, 2016; Patravale et al., 2012; Wilczewska, Niemirowicz, Markiewicz, & Car,
2012).

De forma a atingirem o local de interesse, os farmacos podem ser veiculados de
forma ativa ou passiva. A veiculagdo ativa pressupde a conjugacdo de ligandos, a
superficie das NP, com elevada afinidade e especificidade para recetores localizados a
superficie das células alvo. Este tipo de veiculagdo pode também ser conseguida através
de interacdes antigénio-anticorpo ou recorrendo a aptdmeros. Por outro lado, a veiculagcdo

passiva tem por base alteracoes fisioldgicas dos tecidos alvo face aos tecidos normais
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(Parveen et al., 2012). Este tipo de veiculacdo estd associada ao efeito EPR (enhanced
permeability and retention), caracteristico dos tecidos tumorais e de locais de inflamacgao
e infecao (Bamrungsap et al., 2012; Parveen et al., 2012), que serd abordado mais a frente.
Ap6s os conjugados farmaco-NP atingirem os locais alvo, uma libertagdo controlada dos
compostos terapéuticos pode ser conseguida através de alteracdes a nivel da temperatura
ou pH ou, até mesmo, através de atividade enzimédtica (Wilczewska et al., 2012).

Dentro da drea da nanotecnologia, as NPP sdo um dos nanotransportadores de
farmacos com maior potencial e destaque, e baseiam-se na formulagdo dos compostos
terapéuticos recorrendo a polimeros naturais ou sintéticos, tal como foi anteriormente
referido (Capitulo 1). As propriedades fisico-quimicas, a morfologia e o tamanho do
polimero influenciam a eficdcia das NPP sobretudo no que diz respeito a encapsulagcao
ou incorporac¢do de farmacos, bem como a libertacdo dos mesmos. Estas caracteristicas
inerentes ao polimero sdo também fulcrais na determinacdo da sua biocompatibilidade.

Os sistemas de veiculagdo de farmacos baseados em NPP tém vindo a ser
aplicados em diversas 4reas da medicina, essencialmente naquelas em que ndo se
obtiveram os resultados pretendidos com as terapéuticas convencionais, ou em que estes
sistemas de veiculagdo apresentaram beneficios considerdveis face as mesmas.
Adicionalmente, também tem vindo a ser explorada a sua utilizacdo em diversas
terapéuticas bioldgicas, tais como a terapia génica, RNA de interferéncia, vacinagdo e
terapia celular. De seguida serdo abordadas algumas dessas areas de utilizagdo, onde o
sucesso das NPP como sistemas de veiculagdo de farmacos € notdrio (Patravale et al.,

2012).

3.1. Anticancerigenos

O cancro constitui a segunda principal causa de morte a nivel mundial e, s6é em
2015, 8,8 milhdes de pessoas morreram com esta patologia. Adicionalmente, estima-se
que nos proximos 20 anos o numero de novos casos aumente cerca de 70%. Dos varios
tipos de cancro existentes o do pulmao € o mais mortal, seguindo-se o do figado, colo-
retal, estbmago e mama (World Health Organization, 2017).

Atualmente existem quatro opgdes terapéuticas principais para O cancro:
quimioterapia, cirurgia, radioterapia e imunoterapia. A quimioterapia € uma das

estratégias mais utilizadas mas os farmacos convencionais tém algumas limitacdes
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associadas. Destas limitacdes pode destacar-se a elevada toxicidade que lhes esta
associada, a biodisponibilidade oral reduzida, a insolubilidade aquosa, os indices
terapéuticos baixos e a biodistribui¢do inespecifica, levando a que o fairmaco afete nao sé
as células cancerigenas, como também as células normais. Por esta razdo, € crucial a
descoberta e desenvolvimento de novos tratamentos que aliem simultaneamente uma
maior eficacia e menor toxicidade (Masood, 2016).

Existem variados sistemas baseados em NP atualmente utilizados na terap€utica
do cancro. Mais especificamente, os sistemas direcionados de veiculacdo de farmacos
baseados em NPP apresentam-se como uma estratégia promissora para o tratamento desta
patologia. Regra geral, as NPP sdo constituidas por um ntcleo hidrofébico que, neste
caso, inclui o agente anticancerigeno e por uma superficie hidrofilica que possibilita a
estabilizacdo destas estruturas em meio aquoso. O agente anticancerigeno pretendido
pode ser adsorvido, encapsulado ou, até mesmo, conjugado nio s6 no interior das NPP,
como também a sua superficie, havendo posteriormente uma libertacdo controlada do
mesmo no local de interesse. Na figura 15 pode observar-se uma representacao
esquemadtica da estrutura deste sistema de veiculagdo de farmacos anticancerigenos

baseado em NPP (Barreto et al., 2011; Masood, 2016; Prabhu, Patravale, & Joshi, 2015).

Key:

Polymeric matrix (Polyhydroxyalk Ligand (small molecules, peptides,
poly-lactide-co-glycolide, cyclodextrin etc) antibodies, aptamers etc.)

Drug (Paclitaxel,Cisplatin, Doxorubicin etc.) Hydrophilic outer shell
(Polyethylene glycol, polyvinyl
alcohol etc.)

™ gy
Short interfering RNA Peptides (RGD, ATN-161 etc)

Figura 15: Representacdo esquemadtica da estrutura de um sistema de veiculagdo de farmacos baseado em
NPP (Masood, 2016)
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Atualmente, grande parte dos sistemas de veiculagdo de farmacos utilizados para
o tratamento do cancro tem por base o efeito EPR. Este efeito relaciona-se com a maior
permeabilidade dos vasos sanguineos tumorais as NP comparativamente com os vasos
sanguineos normais, e com a reduzida clearance destas NP do espaco intersticial do tumor
(possibilitando uma maior retencdo das mesmas). Devido ao efeito EPR a acumulacdo
das NP no tumor € entre cinco a dez vezes superior em comparagdo com a acumulagdo
verificada nos tecidos normais. Esta estratégia € utilizada na veiculagdo passiva de
farmacos, tal como foi referido anteriormente, e na figura 16 pode observar-se este efeito,

por comparacao entre tecidos normais e tumorais (Barreto et al., 2011).
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Figura 16: Representacdo do efeito EPR. Nos tecidos normais, apenas pequenas moléculas difundem
através dos vasos sanguineos (a) contudo, nos tumores, também as NP conseguem difundir-se para os
tecidos (b) (Barreto et al., 2011)

Em adicdo aos beneficios supramencionados, é importante realcar ainda que
idealmente estes sistemas de NPP possuem algumas propriedades fundamentais, tais
como uma adequada biodegradabilidade e biocompatibilidade, uma circulacdo
prolongada e toxicidade nula, tornando-os bastante vantajosos nesta area (Masood, 2016).

Os progressos, na drea da veiculacdo de farmacos anticancerigenos utilizando
NPP, t&€m sido evidentes. Neste ambito, e por forma a ampliar as estratégias terapéuticas
do cancro do ovario, Cheng, Jin, Lv, Ding e Han (2011) desenvolveram e sintetizaram
NP formuladas a partir de copolimeros de PLGA-mPEG e constituidas por um nucleo de
cisplatina ligada a carboximetilcelulose. Apesar da cisplatina ser um farmaco bastante

potente, o seu uso € limitado devido aos efeitos adversos graves e as caracteristicas fisico-
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quimicas desfavoraveis que lhe estdao associadas. Por essa razdo, a finalidade primordial
€ que as NPP em estudo possuam uma elevada eficiéncia de encapsulagao e possibilitem
uma libertagc@o controlada de cisplatina, além de reduzirem a sua toxicidade.

As NPP sintetizadas apresentaram um didmetro médio de cerca de 180-210 nm e
a eficiéncia de encapsulagdo da cisplatina foi de até 71%. Adicionalmente, foi observada
uma libertacao controlada do farmaco durante 5 dias a partir das NPP, tal como se pode

observar na figura 17.
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Figura 17: Perfil de libertagdo da cisplatina a partir das NPP (Cheng et al., 2011)

Através da andlise in vitro da viabilidade celular e respetiva eficicia do
tratamento, foi possivel concluir que a viabilidade das células IGROV1-CP (células
cancerigenas do ovario) expostas durante 3 dias a cisplatina livre, em concentragcdes que
variaram entre 8 € 24 uM, revelou uma diminuicao de 79,6% para 14,8%. Por outro lado,
e nas mesmas condi¢des, a viabilidade celular com as NPP de cisplatina diminuiu de
76,9% para 10,8%. Na figura 18 € possivel comparar as taxas de inibicdo do crescimento
celular, tendo em conta as concentragdes de farmaco/NPP administradas. Nao se
verificaram diferencas significativas entre os dois tratamentos nas concentracoes testadas,
concluindo-se igualmente que a citotoxicidade da cisplatina livre e encapsulada em NPP

foi dependente da dose.
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Figura 18: Inibicdo do crescimento das células IGROV1-CP quando expostas a cisplatina livre (barras
cinzentas) e as NPP (barras pretas) durante 3 dias (Cheng et al., 2011)

Foi também possivel verificar que as NPP sintetizadas demonstraram eficicia ao
inibirem o crescimento tumoral em ratinhos comparativamente com a mesma dose de
cisplatina livre, o que indica que as mesmas nao limitam a atividade anticancerigena in
vivo do farmaco. No que diz respeito a dose letal média (DLso), as NPP de cisplatina e a
cisplatina livre obtiveram um valor de cerca de 103 mg/kg e 8 mg/kg, respetivamente,
ap6s administracdo intravenosa. Deste modo, € possivel afirmar que as NPP tém um
melhor perfil de seguranca quando comparadas com a cisplatina livre.

No geral, as NPP em estudo revelaram ser bastante promissoras para a veiculacao
de cisplatina, o que se traduz numa estratégia terap€utica efetiva para o cancro do ovario
ja que a cisplatina € considerada um dos tratamentos de 1* linha nesta patologia. O facto
de ndo se terem registado efeitos adversos graves ou toxicidade cumulativa contribui,
ainda mais, para o sucesso destas NPP. Contudo, de forma a aumentar a a¢ao antitumoral
das NPP, € ainda necessario otimizar a dosagem das mesmas (Cheng et al., 2011).

Ainda no ambito da terap€utica anticancerigena, Nair, Jagadeeshan, Nair e Kumar
(2011) desenvolveram e avaliaram a eficdcia antitumoral de NP de PLGA encapsuladas
com 5-fluorouracilo (5-FU), um andlogo da pirimidina com amplo espetro de acao.

Uma vez que o PLGA € um polimero resultante da combinacao de acido latico e
acido glicdlico foram sintetizadas, por dupla emulsificagcdo, e posteriormente avaliadas
NP de PLGA com duas combinag¢des diferentes destes mondmeros, nas propor¢des 50-
50 e 90-10 (latico/glicdlico). Ao regular-se a propor¢do de cada mondmero, a taxa de

degradacao do polimero pode também ser controlada. Posteriormente, foi estudada a acdo
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biologica destas NPP em linhas celulares de adenocarcinoma da mama (MCF7) e
glioblastoma (U87MG), visto que o 5-FU € considerado um tratamento efetivo para
cancros da mama e do cérebro.

As NPP de PLGA 50-50 encapsuladas com 5-FU apresentaram um tamanho
médio de 150 nm e uma eficiéncia de encapsulacao de 66%. No que diz respeito as NPP
de PLGA 90-10, o seu tamanho médio foi de 190 nm e a eficiéncia de encapsulagdo
revelou ser semelhante a das primeiras.

Um dos objetivos deste estudo passava por compreender os efeitos que a variacao
no ratio 4cido latico/glicdlico teria na libertacdo de 5-FU, a partir das NPP em andlise.
Deste modo, foram efetuados estudos de libertagdo in vitro, através dos quais foi possivel
concluir que as duas combinac¢des de PLGA permitem uma libertacdo controlada de 5-
FU durante 1 semana contudo, com as NPP de PLGA 50-50 a libertacao do farmaco d4-
se mais rapidamente, como se pode ver na figura 19. Ao fim de 1 semana, a percentagem
de 5-FU libertado foi de 85% para as NPP de PLGA 50-50 e 65% para as NPP de PLGA
90-10. Esta diferenca de valores ocorre uma vez que as NPP com a combinagdao 50-50
tém uma maior quantidade de 4cido poliglicélico, que € hidrofilico, ao contrario das NPP
90-10 que tém uma maior quantidade de acido polilatico, que € hidrofobico. Desta forma,
as NP 50-50 possuem uma degradacdo mais rdpida, o que também se traduz numa

libertagd@o mais rapida de 5-FU.
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Figura 19: Perfil de libertacdo in vitro de 5-FU a partir de NP de PLGA 50-50 e 90-10 (Nair K, et al.,
2011)
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No que diz respeito a absorcao celular das NPP pelas linhas celulares MCF7 e
U87MG, verificou-se uma internalizacdo eficiente 2 horas apds incubagdo,
independentemente do ratio acido ldtico/glicdlico utilizado. Através de estudos de
viabilidade celular foi possivel concluir que as NPP inibiram o crescimento celular, de
forma dependente da dose e do tempo de exposicdo, em ambas as linhas celulares.
Observou-se igualmente que as NP de PLGA 50-50 possuem uma citotoxicidade superior
quando comparadas com 5-FU livre, no que concerne as linhas celulares tumorais
referidas anteriormente. De acordo com os resultados obtidos, pode-se afirmar que o
tratamento com NP de PLGA 50-50 possui uma eficicia antitumoral superior em
comparacdo com NP de PLGA 90-10 e 5-FU livre, ja que também foi verificada indu¢ao
da apoptose num maior ndmero de células U§7MG e MCF7 com estas NPP.

Deste modo, € possivel concluir que, comparativamente com 5-FU livre, as NPP
de PLGA encapsuladas com o farmaco sdo uma estratégia bastante promissora e benéfica
para futuros tratamentos quimioterapéuticos (Nair K et al., 2011) .

As ultimas décadas ficaram marcadas pelo notdvel progresso nas dreas do
diagndstico, prevencdo e tratamento do cancro. Todavia, apesar dos esfor¢os para
combater esta patologia, a mesma continua a representar uma ameaca global. A
nanotecnologia e, em particular, as NPP t€ém demonstrado o seu enorme potencial e
sucesso quando aplicadas no tratamento do cancro, através de sistemas direcionados de
veiculacdo de farmacos que permitem superar as limitacdes das terapéuticas atuais, tal
como referido anteriormente (Biemar & Foti, 2013). O Abraxane®, também denominado
nab-placlitaxel, ¢ uma NPP de albumina formulada com paclitaxel, ja disponivel no
mercado, e constitui uma prova do sucesso da aplicacio das NPP na veiculacdo de

anticancerigenos (Desai, 2012).

3.2. Doencas Neurodegenerativas

Com o aumento da esperanca média de vida a nivel mundial, verificou-se também
um aumento da prevaléncia de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer e o
Parkinson, o que resultou num elevado impacto social e econémico (Saraiva et al., 2016).
As doengas neurodegenerativas sdo caracterizadas, tal como o nome indica, por

uma gradual degeneragdo e destruicdo das células nervosas. Esta destruicio celular pode
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ter repercussoes a nivel do movimento (ataxia) ou das capacidades cognitivas (deméncia),
afetando claramente a qualidade de vida dos doentes.

Atualmente, as terapéuticas disponiveis apenas possibilitam o tratamento dos
sintomas, nao interferindo na progressdo da doenca (Goldsmith, Abramovitz, & Peer,
2014). Contudo, e apesar da intensa procura de terapéuticas mais eficazes para estas
patologias que afetam o sistema nervoso central (SNC), a incapacidade dos farmacos
atravessarem a BHE, de forma correta, continua a ser uma limitacdo (Patel, Zhou,
Piepmeier, & Saltzman, 2012).

As barreiras do SNC desempenham um papel crucial na separagdo entre 0 mesmo
e a periferia. De todas elas, a BHE, constituida por células endoteliais, € a mais seletiva
(Saraiva et al., 2016). A BHE tem como funcdo limitar o movimento de substancias
(principalmente moléculas de grandes dimensdes como péptidos ou proteinas) entre a
circulacdo e o SNC contribuindo, assim, para o controlo do microambiente cerebral. A
sua enorme seletividade resulta em que apenas menos de 1% de um farmaco administrado
por via intravenosa alcance o SNC. Deste modo, para serem obtidos niveis terapéuticos
adequados no cérebro, sdo necessdrias elevadas doses de farmacos, o que podera causar
sérios efeitos adversos. Posto isto, € fundamental encontrar tratamentos que possam travar
a progressdo destas doencas, os quais terdo, por conseguinte, resultados muito mais
positivos na qualidade de vida e sobrevivéncia dos doentes (Goldsmith et al., 2014; Patel
et al., 2012).

Virias estratégias, nas quais se incluem a utilizacdo de NP e a administracido por
via intranasal, t€m vindo a destacar-se e a ser investigadas com o intuito de superar os
atuais desafios da veiculagdo de farmacos para o SNC (Fonseca-Santos, Gremiao, &
Chorilli, 2015; Goldsmith et al., 2014).

A administrag@o por via intranasal apresenta-se como uma estratégia nao invasiva
para a veiculacdo cerebral de farmacos ja que, desta forma, ha a possibilidade de
ultrapassar a BHE, veiculando os farmacos diretamente para o SNC. Ja as NP revelam
ser sistemas de veiculagdo de farmacos bastante promissores e versateis para regides de
dificil acesso, como € o caso do cérebro. Além de terem a capacidade de proteger os
farmacos, possibilitam também a sua eficiente veiculacdo para os locais pretendidos, isto
€, lesionados. Varias formulacdes baseadas em NP foram ja administradas em animais
sauddveis, revelando a sua capacidade em transpor a BHE, sobretudo quando alteradas
com tensioativos ou ligandos. Tal como se pode observar pela figura 20, existem varios

mecanismos que possibilitam a passagem das NP pela BHE, nomeadamente a via
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paracelular, difusdo transcelular, transcitose e endocitose mediada por recetor (Fonseca-

Santos et al., 2015; Saraiva et al., 2016).
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Figura 20: Principais vias de passagem das NP através da BHE (Fonseca-Santos et al., 2015)

As NPP, em particular, constituem uma potencial solu¢do para as limita¢des
supramencionadas. A intensa investigacdo nas ultimas décadas comprova que as NPP
podem ser utilizadas para uma veiculagdo terapéutica efetiva para o SNC e,
adicionalmente, grande parte dos polimeros utilizados na sua preparagdo sdo
biodegraddveis e biocompativeis, o que amplia a relevancia clinica deste tipo de NP (Patel
et al., 2012).

Prova disso € o estudo realizado por Zhang et al. (2014) no qual foi desenvolvido
um sistema de veiculacdo de farmacos com dupla funcionalidade baseado em NP de PEG-
PLA, como potencial tratamento para o Alzheimer.

De forma a ultrapassar o primeiro grande obsticulo no tratamento do Alzheimer,
ou seja, a BHE, os autores recorreram a um ligando constituido por 12 aminoécidos,
TGNYKALHPHNG (de forma abreviada, TGN). Através de estudos realizados
anteriormente, sabe-se que as NP modificadas com este ligando sofrem uma acumulagdo
no cérebro 3,6 vezes superior comparativamente com as NP nao alteradas. Deste modo,
o TGN foi utilizado como ligando preferencial para o direcionamento e posterior
passagem através da BHE.

Posteriormente, € fundamental saber a localizacdo das lesdes cerebrais do

Alzheimer de forma a conseguir-se um eficiente direcionamento das NPP. O Alzheimer
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€ caracterizado por uma agregacao extracelular de placas amiléides. Estas placas formam-
se devido a um aumento na producgdo, acumulagdo e subsequente agregacio do péptido
amildide- (AB), sendo o APi-42 a espécie mais comum deste péptido. Embora ndo se
compreenda totalmente o mecanismo de progressao desta patologia, o ABi-42 constitui um
alvo interessante para a terapéutica do Alzheimer. Posto isto, um péptido D-
enantiomérico, QSHYRHISPAQV (de forma abreviada, QSH), foi utilizado como
ligando para o direcionamento das NPP, tendo como alvo o péptido APi-4.

Estas NPP modificadas com o TGN conseguiram, na pratica, uma maior absor¢ao
celular e distribui¢do cerebral quando comparadas as NPP ndo modificadas com o ligando
em questdo. Além disso, devido ao QSH, verificou-se uma veiculacdo precisa e
direcionada para as placas amildides no cérebro de ratinhos. A seguranca deste sistema
foi também confirmada, verificando-se que as NPP apresentaram uma baixa
citotoxicidade.

Ja que a producio e a acumulacdo do péptido AP sdo mecanismos fundamentais
para a doenca de Alzheimer, as NPP em andlise constituem um promissor sistema de
veiculacdo, tanto para o diagndstico precoce, como também para a terapéutica desta
doenca tao preocupante na atualidade (Zhang et al., 2014).

Também na drea do tratamento do Parkinson tém sido notdrios os progressos
efetuados recorrendo as NPP. Trapani et al. (2011) desenvolveram NP de quitosano (CS)
e avaliaram a sua capacidade para atravessar a BHE, com o intuito de obterem uma
veiculacdo cerebral de dopamina (DA), através de administracio parentérica. As NPP de
CS foram incubadas com o neurotransmissor a duas concentracoes distintas (1 e 5 mg/ml)
originando NPP designadas como DA/NPCS (1) e DA/NPCS (5), respetivamente.

Posteriormente, as NPP de DA foram caracterizadas in vitro no que respeita as
suas caracteristicas fisico-quimicas, a capacidade de veicularem e libertarem o farmaco e
ao transporte através da linha celular MDCKII-MDRI1, usada como modelo in vitro
representativo da BHE.

Ap6s a confirmagdo de que a DA foi adsorvida na superficie externa das NPP,
analisou-se a libertacao in vitro das mesmas. Tal como se pode concluir através da figura
21, as DA/NPCS (5) demonstraram uma consideravel libertacdo inicial de DA, a qual se
segue uma cinética de libertacdo decrescente durante cerca de 48 h. Em contraste, com as
DA/NPCS (1) verificou-se uma menor libertacao do farmaco, tendo estas NPP um perfil

de libertacdo praticamente constante. Deste modo, pensa-se que as DA/NPCS (5) sdo as
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mais indicadas para a veiculacao cerebral de DA, pois permitem uma libertacao cerebral

do neurotransmissor rapida e pulsatil.
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Figura 21: Perfis de libertag@o in vitro relativos a DA/NPCS (5) (o) e DA/NPCS (1) (A) (Trapani et al.,
2011)

No que diz respeito a citotoxicidade, as NPP, em ambas as concentracdes de DA,
revelaram ser menos toxicas comparativamente com a dopamina isolada, apés 3 h de
incubacgao.

Em adi¢do, os estudos relativos ao transporte através da linha celular MDCKII-
MDRI indicaram que as DA/NPCS (5) possibilitam um significativo aumento do
transporte em comparac¢io com o controlo e com as DA/NPCS (1).

De modo a avaliar o efeito neurotoxico das NPCS e das DA/NPCS, foi também
realizada uma andlise da producgdo intracelular de espécies reativas de oxigénio, a qual
revelou uma baixa neurotoxicidade das DA/NPCS, apés 3 h.

Por dltimo, os autores realizaram experiéncias de microdidlise cerebral in vivo em
ratos, para avaliar se a administracdo de DA/NPCS (5) afeta a transmissao dopaminérgica
cerebral. Concluiu-se, através deste procedimento, que a administragdo intraperitoneal de
DA/NPCS (5) (6-12 mg/kg) induziu um aumento, dependente da dose, dos niveis de DA
estriatal.

Deste modo, a partir de todos os resultados obtidos e apresentados, € possivel

concluir que sobretudo as DA/NPCS (5) representam um interessante € promissor sistema
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de veiculagdo cerebral de DA e, portanto, podem ser muito Uteis para o tratamento da

doenca de Parkinson no futuro (Trapani et al., 2011).

3.3. Anti-infecciosos

As doengas infeciosas sdo um dos grandes desafios na drea da saide uma vez que
podem ter um enorme impacto sobre a populagdo. As infecdes tém vérias particularidades
que, quando ponderadas em conjunto, permitem diferencid-las de outras doencas. A
imprevisibilidade que lhes esta associada e a capacidade de gerarem um efeito explosivo
a nivel global sdo apenas dois dos exemplos possiveis dessas mesmas particularidades
(Fauci & Morens, 2012).

As infecdes bacterianas representam uma das dreas mais desafiantes a escala
global apesar do elevado sucesso associado ao uso de antibidticos no tratamento destas
infecdes. Determinadas infecdes bacterianas, nas quais se inclui a tuberculose, sdo
bastante dificeis de erradicar devido, entre outros aspetos, ao facto de existirem diversas
barreiras que limitam o acesso dos antibidticos aos locais de infe¢do. Adicionalmente, a
resisténcia aos antibidticos tem vindo a crescer de forma preocupante. Esta resisténcia €
ainda agravada pela diminui¢do do desenvolvimento de antibidticos por parte do setor
farmacéutico. Todos estes fatores aliados remetem para a grande necessidade de
desenvolver novas estratégias efetivas para o combate a estas infe¢des. A nanotecnologia
e, em particular, as NPP podem ser uma dessas estratégias na medida em que tém a
capacidade de melhorar a farmacocinética e a eficicia dos farmacos, o que € vantajoso
face a administragdo dos mesmos na sua forma livre (Gao, Thamphiwatana, Angsantikul,
& Zhang, 2014).

Virios estudos tém sido realizados na area das infe¢des bacterianas, dos quais se
pode destacar o realizado por Toti et al. (2011) no qual foram utilizadas NPP de PLGA
para uma veiculacdo de antibidticos a infe¢des intracelulares por Chlamydia.

A Chlamydia trachomatis e Chlamydia pneumoniae sdo bactérias intracelulares
obrigatdrias as quais estdo associadas vérias doencas cronicas, sendo que as infecdes
persistentes causadas por ambos 0s microrganismos siao resistentes a terapéutica
antibidtica. Uma vez que estes microrganismos residem em inclusdes citoplasmaticas nas
células do hospedeiro, a reduzida eficicia terapéutica deve-se, entre outros fatores, as

limitadas concentracdes intracelulares de farmaco obtidas nestas inclusdes através da
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veiculacao habitual de antibiéticos. Contudo, a eficécia terapéutica pode ser melhorada
através de métodos que interfiram com a penetracdo dos antibiéticos nas mesmas.

Deste modo, os autores analisaram a possibilidade das NP de PLGA poderem
melhorar a veiculac@o antibidtica aos complexos de inclusao da bactéria. Inicialmente,
analisou-se o trdfego das NPP para as células infetadas com Chlamydia trachomatis.
Posteriormente, avaliou-se as NPP como sistemas de veiculagdo de antibidticos
(rifampicina e azitromicina) para as inclusdes bacterianas.

As NP de PLGA foram marcadas com 6-cumarina e apresentaram um tamanho
médio de cerca de 260 nm, tamanho este semelhante ao obtido pelas NPP encapsuladas
com ambos os antibidticos. A taxa de libertagdo dos antibidticos a partir das NPP foi
estudada in vitro e pode ser visualizada na figura 22. A azitromicina exibiu uma rdpida
libertacao, com aproximadamente 80% do farmaco libertado em 24h, enquanto que com
a rifampicina a libertacdo estendeu-se durante cerca de 7 dias. J4 as NPP encapsulando
os dois antibidticos em simultdneo revelaram uma libertacio bastante mais lenta e

controlada dos mesmos.
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Figura 22: Libertacdo in vitro de rifampicina e azitromicina a partir de (A) NPP encapsuladas com cada
um dos antibidticos em separado e (B) NPP encapsuladas com os dois antibidticos em simultaneo (Toti et
al., 2011).

Através da andlise do trafego intracelular, foi possivel concluir que as NPP se

concentraram rdpida e eficientemente nas inclusdes de células HEp-2 infetadas (tanto
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para células infetadas de forma aguda como persistente) o que revela a potencialidade
deste tipo de NP para a veiculagdo de antibidticos para as inclusdes de Chlamydia.

Em seguida, comparou-se a eficacia do tratamento entre os farmacos livres e as
NPP encapsuladas, 0, 24 ou 48 h apds a infecdo das células com Chlamydia trachomatis.
Chegou-se a conclusao que a encapsulacdo dos farmacos em NPP aumentou a eficicia
dos mesmos na diminui¢do da carga microbiana. Adicionalmente, a encapsulagdo
simultanea de ambos em NPP foi mais eficaz comparativamente com a combinagdo dos
farmacos sem estarem encapsulados.

No geral, é possivel concluir que o aumento da acumulagao intracelular, e mais
especificamente intra-inclusdo, aliada a uma libertacdo controlada dos antibidticos
melhora a eficidcia dos mesmos quando encapsulados em NPP. Apesar de ser ainda
necessdrio otimizar a eficiéncia da encapsulacdo dos farmacos, este estudo demonstrou a
potencialidade das NP de PLGA como transportadores para a veiculacdo de antibidticos
em casos de infecdes por Chlamydia (Toti et al., 2011).

As infecdes virais sdo outra drea problemadtica, nao s6 pela enorme quantidade de
pessoas que afetam mundialmente, mas também pelo grande impacto socioecondémico
que provocam. O tratamento eficaz destas infecdoes € complexo, devido sobretudo a
progressiva resisténcia aos medicamentos, em particular aos que se relacionam com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e influenza. Por conseguinte, surgem graves
problemas de satde publica dos quais fazem parte o aumento da mortalidade e
morbilidade, custos adicionais relacionados com a utilizacdo de farmacos mais
dispendiosos e, como resultado, maiores encargos para os sistemas de satude publicos.
Face a esta problemdtica € impreterivel a descoberta e desenvolvimento de novas
estratégias relacionadas com a terapéutica das infecOes virais. Neste contexto, a
nanotecnologia tem vindo a conquistar uma posicdo de destaque no tratamento de
infecOes virais comuns e as NPP, em particular, t€m revelado um grande sucesso nesta
area (Singh, Kruger, Maguire, Govender & Parboosing, 2017)

O estudo desenvolvido por Shibata et al. (2013) no qual foram estudadas NP de
PLGA encapsuladas com uma associacdo de farmacos antirretrovirais, comprova o
sucesso da aplicacio das NPP nesta drea. Este estudo tinha como objetivo o
desenvolvimento de NPP biodegradaveis formuladas com uma associagdo de efavirenz
(EFV) e lopinavir potenciado com ritonavir (LPV/r) como uma nova estratégia para o
tratamento do HIV tipo L. E importante salientar que as NPP em questdo ja tinham

demonstrado anteriormente a capacidade de libertagdo controlada de terapéutica
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antirretroviral in vivo, durante 28 dias, o que confirma a partida o potencial das mesmas
no tratamento do HIV.

As NP de PLGA encapsuladas com a combinagdo dos fairmacos apresentaram um
tamanho médio de aproximadamente 138,3+55,4 nm e a efici€ncia de encapsulagao foi
superior a 79% para os 3 antirretrovirais.

A citotoxicidade das NPP contendo EFV e LPV/r foi determinada através de
estudos de viabilidade celular com células nao imunes (HelLa) e imunes (H9 e U937).
Esta andlise permitiu concluir que ndo houve, em nenhuma linha celular, uma
significativa diminui¢do da viabilidade celular ap6s o tratamento ao longo de 28 dias com
as NPP em questdo. Os resultados obtidos sugerem que as NPP de PLGA encapsuladas
nio possuem citotoxicidade significativa, uma vez comparadas in vitro com células nao
tratadas ou tratadas com NPP sem farmacos encapsulados.

A absorcao das NPP contendo EFV e LPV/r por parte de células T humanas (H9)
e fibroblastos (HeLa) foi também avaliada a partir da fluorescéncia das mesmas (apos
marcacdo com lissamina e rodamina), sendo notéria uma eficiente absor¢do das NPP
nestas cé€lulas. Em adicdo, a concentracdo intracelular e a localizagdo especificas dos
antirretrovirais absorvidos por células H9 infetadas com HIV-1 foram igualmente
estudadas utilizando o fracionamento subcelular. As células infetadas foram sujeitas a
tratamento com solucdes dos farmacos antirretrovirais ou com NPP contendo a
associacdo dos farmacos, durante 7 dias. Observou-se que as células tratadas com as NPP
possuiam niveis superiores dos 3 antirretrovirais (a nivel nuclear, do citoesqueleto e
membranas) em comparagdo com as células tratadas com os farmacos isolados, tal como
se observa na figura 23.

Por fim, os autores avaliaram também a eficdcia antirretroviral das NPP
encapsuladas com a associacdo de farmacos, tendo as mesmas demonstrado o seu
potencial para inibir eficientemente a infecao das células T pelo HIV-1 e a transducao
(Shibata et al., 2013).

Tendo em mente que o HIV continua a ser uma das doengas infeciosas mais
impactantes mundialmente e que no fim do ano de 2016, aproximadamente 36,7 milhdes
de pessoas estavam infetadas com este virus, a investigacio de novas estratégias
terapéuticas nesta drea ndo pode ser esquecida (WHO, 2017). Os resultados
supramencionados revelam a eficicia e a potencialidade das NP de PLGA para a
veiculacdo de terapéuticas antirretrovirais combinadas, com o intuito de inibir a

replicacdo do HIV-1 limitando, assim, a infecciosidade deste mesmo virus e constituindo
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uma estratégia bastante interessante para futuras opcdes terapéuticas (Shibata et al.,

2013).
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Figura 23: Comparagdo entre os niveis do tratamento antirretroviral nos compartimentos subcelulares de
células H9 em cultura com NPP contendo a associagdo de farmacos (A) ou com os farmacos isolados (B)
depois de 7 dias de incubagdo com HIV-1nr4-3 (Shibata et al., 2013)

E importante reforcar ainda que, a parte do HIV, as NPP t€ém demonstrado a sua
potencialidade no tratamento de outras infecOes virais. O estudo realizado por Wang,
Feng, Wang e Chen (2010), no qual foram avaliadas NP cationicas de copolimeros
biodegraddveis como sistemas de veiculagdo de small interfering RNA (siRNA) confirma
a eficdcia e o potencial das mesmas como op¢ao terapéutica da Hepatite B. Por sua vez o
estudo realizado por Steinbach, Weller, Booth e Saltzman (2012) demonstra a eficicia da
administracdo intravaginal de NP de PLGA encapsuladas com siRNA no tratamento de
infecdes genitais por virus Herpes simplex tipo 2 em ratinhos (Steinbach et al., 2012;

Wang et al., 2010).

53



Aplicagdes Médicas das Nanoparticulas Poliméricas

54



Conclusdo

4. CONCLUSAO

As NPP possuem vdrias vantagens que se devem, em grande parte, as suas
reduzidas dimensdes, o que possibilita a veiculagdo das substancias para os locais
pretendidos e a sua subsequente acumulacdo nos mesmos. Além da eficicia, seguranga e
biocompatibilidade que as caracteriza, as NPP sdao igualmente dotadas de uma grande
versatilidade e, portanto, com um enorme potencial para aplicacdes médicas. Os
beneficios da sua utilizacdo sdo evidentes, em dreas que variam desde a imagiologia a
veiculacdo de farmacos, passando também pelos pro-farmacos, nanotheranostics e
engenharia de tecidos/regeneracao, tal como foi discutido ao longo deste trabalho.

Na imagiologia, mais concretamente na TAC e RM, duas das principais técnicas
imagioldgicas da atualidade, as NPP revelaram a sua capacidade para a veiculagdo de
agentes de contraste, ultrapassando as limitagdes a estes associadas e que se repercutem
em ambas as técnicas. Ao facilitarem a veiculagdo de grandes concentracdes de agentes
de contraste para os locais alvos, possibilitam maiores janelas temporais para realizar as
técnicas, ou seja, maiores periodos de obtencdo de informagdo, aliados a um bom perfil
de seguranca. Deste modo, hda um melhor contraste, o que se traduz em imagens
clinicamente tteis e, consequentemente, diagndsticos mais acertados, recorrendo a
menores doses destes agentes.

No que respeita aos pro-farmacos, foram também confirmadas as vantagens da
aplicacdo das NPP nesta drea. No presente, os pro-fairmacos constituem uma estratégia
poderosa para melhorar as propriedades de moléculas ativas, especialmente na 4rea
oncoldgica. A sua encapsulacdo em NPP revelou ser bastante promissora, tal como foi
relatado no estudo realizado por Dhar et al. (2008). Neste estudo foi provada a eficacia
das NPP formuladas com um pré-farmaco de Pt(IV) no tratamento do cancro da prostata,
revelando a superior citotoxicidade das mesmas para as células cancerigenas face a
cisplatina livre.

Ja os nanotheranostics, estruturas multifuncionais com a capacidade de atuar,
simultaneamente, a nivel do diagndstico e da terapéutica, constituem uma das dreas de
aplicacdo das NPP com maior potencialidade. Apesar da complexidade que lhes esta
associada e de ainda estarem em fase de investigacdo e desenvolvimento, prevé-se que
tenham um enorme impacto na pratica clinica. Ao permitirem também uma prévia
avaliacdo da resposta a terapéutica, os nanotheranostics possibilitam a elaboragdo de

protocolos terapéuticos individualizados que aliam uma eficécia superior e um perfil de
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seguranca favordavel. Assim, a sua utilizacdo nas mais diversas patologias € bastante
aliciante e promissora, tal como foi demonstrado no estudo de Shalviri et al. (2013), no
qual foram claramente evidenciados os beneficios das NPP na veiculagdo simultanea de
um agente de contraste (Gd**) e doxorrubicina.

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa sdo igualmente dreas
complexas, para as quais € fulcral o papel que a nanotecnologia desempenha no
desenvolvimento de sistemas que mimetizam o tecido origindrio. Obter uma veiculagdo
localizada e controlada de fatores biolégicos em scaffolds 3D é um dos pontos-chave para
a regeneracdo e crescimento tecidular e as NPP encapsuladas com os mesmos tém
demonstrado a sua capacidade para este fim. Prova disso € o estudo realizado por Kim et
al. (2014) que demonstra que a encapsulacdo de nanoesferas de silica em biopolimeros
retarda a libertacdo de fatores de crescimento, permitindo doses continuas dos mesmos,
fundamentais para a reparacio e regeneragio dos tecidos. E importante referir que além
de serem utilizadas como sistemas de veiculacdo nesta drea, as NPP podem ter igualmente
um papel de destaque na constru¢do de scaffolds biomiméticos.

Por ultimo, o papel da nanotecnologia na veiculagdo de farmacos € talvez uma das
dreas com maior investigacdo e destaque. Os sistemas de veiculagdo de farmacos
baseados em NPP permitem ultrapassar as limitacOes associadas as terapéuticas atuais
das mais diversas patologias, especialmente no que respeita aos anticancerigenos, a
terapéutica de doencas neurodegenerativas e aos anti-infecciosos. A sua aplicacdo em
areas onde as terapéuticas convencionais falharam, ou onde estes sistemas de veiculagcdo
comprovaram ser vantajosos tem vindo a ser um sucesso. Através dos diferentes estudos
apresentados ao longo do trabalho, foi possivel concluir que as NPP melhoram
efetivamente as propriedades destas terapéuticas e a versatilidade que lhes esta associada
permite a sua administragao por diversas vias. Desta forma, pretende-se obter tratamentos
que conjuguem, simultaneamente, uma maior eficdcia e seguranca.

As NPP t€m vindo a revelar, desta forma, o seu potencial quando aplicadas em
diferentes areas da medicina, tanto a nivel do diagndstico, como da terapéutica e, até
mesmo, na combinacdo de ambos. A enorme investigacdo que lhes estd associada e os
resultados positivos ja obtidos fazem das NPP uma estratégia atrativa para, futuramente,
ultrapassar diversas lacunas que a medicina possui no presente, aliando sempre a

seguranca e menor toxicidade a uma superior eficédcia.
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