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RESUMO

\

O conceito de medicina personalizada surge associado a optimizacdo da pratica clinica,
procurando um ajuste ¢ adequagao dos recursos terapéuticos e de diagnostico as necessidades
individuais de cada paciente. Recorrendo ao perfil genético de cada individuo de forma a
promover uma divisdo em sub-populagdes em fungdo da susceptibilidade a uma determinada
patologia, ou da resposta a determinada terapéutica, a personaliza¢do da medicina procura
diminuir a incidéncia de efeitos secundarios enquanto racionaliza e direcciona de forma mais
eficiente os meios disponiveis. O desenvolvimento da nanomedicina advém do intuito de
promover a criacdo de novos sistemas de distribuicdo de firmacos através de
nanoplataformas, como os lipossomas, os dendrimeros, os nanotubos de carbono ou as
nanoparticulas de ouro, capazes de dirigir selectivamente a terapéutica para um determinado
alvo terapéutico. A aposta em modelos de distribui¢do selectiva de farmacos procura
optimizar o seu indice terapéutico, promovendo a sua acumulagdo no tecido alvo, e limitando
a sua acumulacdo em tecido saudavel o que diminui e previne a ocorréncia de efeitos
secundarios a nivel sistémico. O conceito de theranostic procura fundir agentes com
actividade terap€utica e agentes de contraste numa mesma entidade polivalente. Este conceito
possibilita uma identificacdo e monitorizagdo da terapéutica em tempo real, permitindo uma
maior eficacia terapéutica, e a deteccdo de patologias em fase precoce. Embora a grande
maioria da investigacdo cientifica esteja direccionada para as patologias oncologicas, esta
abordagem demonstra um tremendo potencial no contexto das patologias infecciosas, auto-
imunes e cardiovasculares. No futuro, espera-se que os sistemas de distribuigcdo selectiva de
farmacos activaveis em theranostic possam assumir-se COmo um recurso precioso na

diminuicdo da prevaléncia de patologias com elevadas taxas de mortalidade associadas.

Palavras-Chave: Theranostic, Medicina Personalizada, Diagnéstico, Nanomedicina,

Distribui¢ao Selectiva de Farmacos.






ABSTRACT

The concept of personalized medicine appears associated with the optimization of clinical
practice, seeking an adjustment and adaptation of the therapeutic and diagnostic resources to
the individual needs of each patient. Using the genetic profile of each individual to promote
the division into sub-populations according to the susceptibility to a given disease or the
response to a given therapy, personalized medicine aims to reduce the incidence of side
effects while rationalizes and drives the available resources in a more efficient manner. The
development in the nanomedicine field comes from seeking the creation of new drug delivery
systems through nanoplatforms, such as liposomes, dendrimers, carbon nanotubes and gold
nanoparticles, capable of selective therapeutic delivery for a certain therapeutic target. The
choice of selective drug distribution models allows the optimization of a drug therapeutic
index, by promoting their accumulation at the target site and limiting their accumulation in
healthy tissue, which reduces and prevents the occurrence of systemic side effects. The
concept of theranostic looks to merge contrast imaging agents and agents with therapeutic
activity in the same polyvalent entity. This concept aims to enable identification and
monitoring of therapy in real time, allowing not only a higher therapeutic efficacy, as the
detection of pathologies at an early stage. Although the vast majority of scientific studies are
directed to oncological diseases, the theranostic approach demonstrates a tremendous
potential in the context of infectious, autoimmune and cardiovascular diseases. In the future, it
is expected that the triggered and selective distribution systems in the theranostics sphere,
may be a valuable asset in decreasing the prevalence of diseases associated with high

mortality rates.

Keywords: Theranostic, Personalized Medicine, Diagnosis, Nanomedicine, Nanoparticle,

Targeted Drug Delivery.
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Introducdo A Medicina Personalizada

Ao longo da ultima década e meia o conceito de medicina personalizada foi
permanentemente redimensionado face ao aumento da sua prevaléncia no seio da comunidade
cientifica. Dada a complexidade do conceito, ndo possui uma definicdo universal, sendo tipica
e genericamente descrito por Bates (2010) como “o doente certo, com o medicamento certo,
na dose certa e no tempo certo”. Sendo este lema, a partida, pouco distintivo relativamente a
pratica médica, o relatério norte-americano President’s Council of Advisors on Science
Technology (PCAST) publicado em Setembro de 2008, apresenta uma definicdo, porventura
mais relevante e abrangente deste conceito. Segundo o PCAST, a medicina personalizada
decorre da adaptacdo do tratamento médico as caracteristicas individuais de cada doente,
tendo por base a classificacdo de individuos em subpopulacbes consoante a sua
susceptibilidade a uma determinada patologia, ou a resposta a determinado medicamento.
Desta forma, e ndo prevendo a criacdo de medicamentos ou dispositivos médicos especificos
para cada individuo, as intervengdes terapéuticas com caracter preventivo podem ser
direccionadas apenas para quem delas beneficiard, obtendo-se uma menor incidéncia de
efeitos secundarios, além de fomentar uma maior racionalizacdo de meios (Bates, 2010) (Ryu
etal., 2014).

Tendo como objectivo prioritario a maior efectividade terapéutica possivel, torna-se
premente uma maior particularizacdo, quer na definicdo de determinada patologia, quer dos
doentes que por esta sdo afectados. Assim sendo, a medicina personalizada surge como uma
progressdo natural das boas praticas clinicas, o alicerce da prestacdo de cuidados de saude,
reflectindo um desenvolvimento continuo através da medicina estratificada (Bates, 2010).

O vasto impacto criado pelo progresso tecnoldgico tanto ao nivel molecular como ao
nivel gendmico, acelerou a conclusdo do projecto genoma humano (HGP) e conduziu ao
copioso aparecimento tanto de novos diagndsticos, como de terapéuticas localizadas (Amir-
Aslani & Mangematin, 2010). Deste modo, a medicina personalizada assume um enorme
potencial na identificacdo de lacunas actualmente existentes tanto no ambito do diagnostico
de patologias, como no da resposta do doente, tanto a doenca como a terapéutica. Esta
premissa € suportada pela variabilidade existente na resposta dos doentes aos medicamentos
em regimes padrdo. Embora existam varia¢fes consideraveis dependentes da patologia em
estudo, estima-se que se verifique uma auséncia de resposta a terapéutica aplicada em 30% a

70% dos doentes. Reconhecendo a existéncia de multiplos factores no condicionamento da
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resposta a terapéutica, julga-se importante a contribuicdo de factores especificos do doente,
como a variacdo das taxas de metabolizacdo do medicamento, ou a variacdo da natureza da

propria patologia (Bates, 2010).

1.1. CONTRIBUICAO DA GENOMICA NA MEDICINA PERSONALIZADA

No ano de 1977, o autor Fred Sanger descreveu o método de terminacdo de cadeia
com o proposito de promover uma rapida sequenciacdo de DNA tornando possivel a
sequenciagdo de genes completos, e posteriormente de um genoma inteiro. Ao nivel do seu
procedimento, este método reduziu o manuseio de produtos quimicos téxicos e de
radioisotopos (Schuster, 2007). A “‘sequenciacdo de Sanger” tornou-se, desde entdo, no
processo de sequenciacdo de DNA de eleicdo tendo originado, nos Gltimos anos do século

XX, 0s primeiros sequenciadores comerciais (Gonzalez-Garay, 2014).

No inicio do século XXI e no seguimento do projecto genoma humano, que visou a
identificacdo e sequenciacdo de todos os nucledtidos do genoma humano, a industria
farmacéutica assumiu a necessidade de alteracdo de paradigma na concepcdo e
desenvolvimento de farmacos, reconhecendo que o progresso na terapéutica e no diagnostico
estaria dependente da identificacdo de diferengas, entre individuos, ao nivel do cédigo
genético (Langreth & Waldholz, 1999).

Em 1999, e num acto sem precedentes até aquela data, varias das maiores
multinacionais do sector farmacéutico como a Novartis, a Roche ou a Glaxo Wellcome PLC,
reuniram-se em consorcio com o objectivo de mapear os genes humanos através da utilizacéo
de Single Nucleotide Polimorphisms (SNP), a fim de determinar pequenas variacdes nas
unidades base dos acidos nucleicos entre individuos. A expectativa dos investigadores, era a
de que estas variacdes pudessem explicar uma maior predisposicdo genética para uma
determinada doenca por parte de alguns individuos, bem como as diferencas registadas na
resposta a terapéutica, o que consequentemente permitiria um design de farmacos especifico

para um determinado perfil genético (Langreth & Waldholz, 1999).

Sendo claro que as variagGes genéticas podem causar grandes diferencas de resultados
no que diz respeito a efectividade de uma terapéutica, e mesmo sendo possivel estimar estas

mesmas diferencas de resultados, a verdade é que 0s mecanismos subjacentes bem como as
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variacbes genéticas responsaveis continuam amplamente desconhecidas. De forma a
responder a esta problematica, tem-se registado um esforco na promocao da farmacogenémica
com o objectivo de se tornarem conhecidas todas as variacGes genéticas relevantes para a
terapéutica, nomeadamente as que apresentem indices de causalidade e prevaléncia suficientes
numa populacdo alvo (Amir-Aslani & Mangematin, 2010). Uma abordagem com recurso a
gendémica, é actualmente o primeiro passo no quadro actual de design de farmacos,
especialmente na obtencdo de terapias moleculares localizadas guiadas por biomarcadores em
doencas do foro oncolégico. Embora se tenha obtido durante um periodo inicial um total
estado de remissdo, verificou-se na generalidade dos casos um posterior retorno da doenca,
com maior agressividade e com resisténcias a um maior numero de solucbes terapéuticas.
Consequentemente, a farmacogendmica tem como prioritario o desenvolvimento de testes
com recurso a biomarcadores multi-gene com forte poder preditivo e capazes de evidenciar
factores de risco, para que, mantendo a méaxima efectividade terapéutica, sejam evitadas
situacOes de toxicidade (DeNardo & DeNardo, 2012). Ao tornar-se numa area de especial
interesse, a farmacogendémica podera assumir-se como protagonista na pesquisa de novas
solugdes terapéuticas em medicina personalizada, contribuindo significativamente para a
alteracdo da prética dos prestadores de cuidados de salde. Permitird o tratamento em fase
precoce da doenca, ou mesmo a sua prevencdo, traduzindo-se numa inequivoca melhoria ao
nivel dos resultados dos tratamentos. Existe, no entanto, pouco incentivo econémico para o
desenvolvimento desta promissora abordagem terapéutica, o que tem retardado o seu
desenvolvimento. Por este motivo e apesar dos avangos expressivos, actualmente os conceitos
vigentes das ciéncias biomédicas e das suas aplicacdes clinicas, ainda sdo em grande parte

orientados com um foco estrito na doenca (Limaye, 2013).

Apbs a conclusdo do Projecto Genoma Humano, e no ano de 2007, Craig Venter
sequenciou o seu proprio genoma, 0 HuRef, tornando-o no primeiro genoma humano dipldide
de um unico individuo alguma vez sequenciado e com um custo de 100 milhdes de dolares.
Esta iniciativa conduziu ao aparecimento dos Next Generation Sequencing (NGS) (Gonzalez-
Garay, 2014). Ao promover um processo de sequenciacdo mais rapido, mais barato, e mais
preciso, 0s NGS preconizam um progresso significativo na tecnologia de sequenciagao
genética, sendo, desde 2012, utilizados na investigacdo de patologias oncoldgicas. Inserindo-
se no contexto da medicina personalizada, os NGS tem gerado grande expectativa
relativamente ao impacto que pode vir a ter na revolugdo da abordagem do tratamento do

cancro, tanto ao nivel do diagndstico, como da terapéutica (Carlson, 2012). Actualmente estdo
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disponiveis no mercado varios sistemas para a sequenciacdo de DNA, dos quais se destaca o
Illumina HiSeq X Ten, o primeiro sistema NGS capaz de sequenciar um genoma inteiro com

um custo de 1000 doléres (Gonzalez-Garay, 2014).

O progresso continuo nos campos da genética e da gendmica evidenciou a tendéncia
emergente para a medicina personalizada. A procura de novas solugdes terapéuticas
orientadas para o perfil genético do individuo, depende de diversos conjuntos de
biomarcadores (Amir-Aslani & Mangematin, 2010). Com o actual estado da arte, espera-se
que a optimizacdo da terapéutica para cada individuo promova desde logo uma melhoria
significativa no resultado dos tratamentos, tanto com novos medicamentos como com o0s ja
existentes (Bates, 2010).

1.2. BIOMARCADORES COMO GUIAS DO TRATAMENTO PERSONALIZADO

Ao conceito de medicina personalizada esta associado, de forma inerente um crescente
interesse na descoberta de biomarcadores. De acordo com o National Institute of Health
(NIH), um biomarcador é uma caracteristica objectivamente medida e avaliada como um
indicador de um processo biol6gico normal, de um processo patogénico, ou da resposta
farmacoldgica a uma intervencéo terapéutica (Amir-Aslani & Mangematin, 2010). Contudo o
conceito de biomarcador tem sido refinado ao longo do tempo, com o recurso a gendémica e a
protedmica, obtendo-se hoje em dia indicadores moleculares de uma propriedade biol6gica
especifica. (Sadee, 2011) (Mura & Couvreur, 2012)

Dada a capacidade que apresentam para medir a resposta a terapéutica e prever a
ocorréncia de efeitos secundarios, a utilizacdo de biomarcadores como guias da terapéutica, €
0 processo que torna a medicina individualizada. Porém, apesar da informacdo que fornecem
relativamente & progressdo da doenca é ainda limitada (Sadee, 2011) (Zhang, Zhang,
Nagaraju, & El-Rayes, 2015). Deste modo, os biomarcadores validados biologicamente
acompanham todo o processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, podendo
ser utilizados para averiguar a resposta de um doente a um tratamento com uma terapéutica
especifica, fornecendo tanto informacdo acerca da sua efectividade como de eventual
toxicidade (Amir-Aslani & Mangematin, 2010) (Zhang et al., 2015).
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Uma abordagem baseada no recurso a biomarcadores sugere um tremendo potencial
no desenvolvimento de farmacos, por apresentarem a capacidade de fornecer, ainda numa fase
inicial do desenvolvimento, informacdo mais especifica acerca dos mecanismos subjacentes a
interaccdo do farmaco com a patologia. De facto, espera-se que as ferramentas da genémica,
da protedémica e da imagiologia, possam causar um impacto dramatico no desenvolvimento de
novos farmacos, resolvendo problemas de inovacao e promovendo uma maior produtividade,

com uma diminuicao dos custos (Amir-Aslani & Mangematin, 2010) (Sadee, 2011).

Uma patologia ocorre normalmente segundo um conjunto de processos que se
desenrolam em cascata. Se um biomarcador estiver envolvido directamente na fisiopatologia
de uma doenca, essa envolvéncia pode ocorrer numa fase inicial ou final da cascata. Os
biomarcadores que ocorrem numa fase inicial sdo conhecidos por biomarcadores a montante,
e fornecem informacdo acerca da interacgdo fisica ou biolégica com o alvo molecular do
farmaco. Por oposicdo, se um biomarcador ocorrer numa fase tardia da cascata é designado
biomarcador a jusante, e possui a capacidade de prever o eventual beneficio clinico. (Amir-
Aslani & Mangematin, 2010) (Sadee, 2011).

Os biomarcadores representam um largo espectro de medidas, com maior incidéncia,
os que resultam da gendémica. Diferentes objectivos podem ser alcangados empregando
variacdes genéticas ao nivel dos SNP, representadas por sequéncias gendmicas ou perfis de
expressao, de RNA, proteinas ou metabolitos. Tipicamente, estes indicadores ndo sofrem
variagfes nos tecidos somaticos, excepto em casos onde sejam provocadas alteracdes fisicas
pelo estadio da doenca, tratamento farmacoldgico, ou ainda, como resposta a condicGes
ambientais (Amir-Aslani & Mangematin, 2010) (Sadee, 2011).

Através da farmacogendmica, podem ser detectados perfis de expressdo genética em
tecidos, auxiliando o diagndstico em fase precoce da doenca e permitindo a estratificacdo de
patologias semelhantes. Podem ser utilizados inclusivamente na identificacdo das patologias
que respondem a uma determinada terapéutica, bem como patologias que ndo respondem. De
modo a que se possa assistir a uma massificacdo da tecnologia com recurso a biomarcadores
para uma vasta populacdo, carecem ainda de desenvolvimento abordagens que permitam uma
identificacdo e validacdo confiaveis dos biomarcadores, em amostras de doentes que sejam
facilmente acessiveis, tais como o0 sangue ou a urina (Amir-Aslani & Mangematin, 2010)
(Sadee, 2011).
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Uma abordagem protedmica com recurso a biomarcadores envolve uma anélise dos
mecanismos celulares afectados por uma patologia, bem como a identificacdo das proteinas
capazes de avaliar a perturbacdo desses mesmos mecanismos. Esta estratégia, ao apreciar
qualitativa e quantitativamente a composicdo proteica, pode fornecer informacdo acerca da
funcdo de um 6rgdo, ou mesmo de todo o organismo (Cho, 2007) (Sadee, 2011). Tal como
acontece nos biomarcadores gendmicos, o desafio do diagnostico com recurso a
biomarcadores de proteinas também se apresenta como uma solugdo precisa, economicamente
apelativa, e que sera aplicavel sob a forma de testes rapidos. O crescimento do espectro de
accdo deste tipo de biomarcadores, bem como uma maior extensdo dos candidatos
terapéuticos, esta dependente de avangos nos estudos das interaccdes proteina-proteina, nos
perfis de expressdo proteica, e na compilacdo de bases de dados proteémicos (Cho, 2007)
(Amir-Aslani & Mangematin, 2010).

De forma distinta, espera-se que os biomarcadores relativos aos receptores de
farmacos e as vias de sinalizacdo sejam capazes de guiar a classe de farmaco que deve ser
eleita. Enquanto esta abordagem tem vindo a assumir uma preponderancia na terapéutica
relacionada com o foro oncoldgico, nas outras areas clinicas o conhecimento é ainda muito
limitado (Amir-Aslani & Mangematin, 2010).

1.2.1. IMPORTANCIA DOS BIOMARCADORES NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

A implementagdo da medicina personalizada implica a estratificacdo de uma
populacdo assente na previsdao da resposta a uma determinada terapéutica, através da
identificacdo de biomarcadores relativos a actividade do farmaco. Assim, tanto podem ser
antecipadas respostas favoraveis e indicadoras de efectividade terapéutica, como respostas
desfavoraveis indicando ocorréncia de efeitos secundarios e eventual toxicidade. Com o
objectivo de alavancar a utilizacdo de biomarcadores, tém surgido iniciativas dignas de
especial registo, como € o caso do “HapMap”. Esta iniciativa de caracter internacional,
consta de uma base de dados de variagdes gendmicas do genoma humano acumuladas na
populacdo ao longo do tempo. O “HapMap” procura facultar 0 acesso a recursos criticos a
producdo e divulgacdo de conhecimento cientifico, bem como ao préprio desenvolvimento de

farmacos (Amir-Aslani & Mangematin, 2010).
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Os biomarcadores podem agilizar o processo de desenvolvimento de um farmaco
através da identificacdo de efeitos adversos, com maior destaque para os potencialmente
fatais, antes da chegada deste ao mercado. Esta estratégia conduz a um elevado aumento da
seguranca da terapéutica para o publico em geral, ao qual esta associado de forma inerente,
uma pronunciada diminuicdo de riscos (Amir-Aslani & Mangematin, 2010) (Zhang et al.,
2015).

Drug Discovery Drug Development Regulatory m

Discovery Preclinical Phase | Phase |l Phase Il FDA Phase IV
Market
Target validation Mechanistic proof of concept Share Less ADRs
exploratory
Mechanistic models Reduced populations targeting good responders genomic Drug differentiation
information —
I Drugs aimed at subpopulations ] | Surrogate endpoints instead of traditional outcomes and initiate New indications
dialogue with
I Improved decision making ] | Drug rescue due to sever toxicity regulatory
authorities

| Increase risk benefit ratio

’ Speeding drug development

l Reducing cost of drug development |

Figura 1- Influéncia de biomarcadores no processo de desenvolvimento de farmacos
Fonte: (Amir-Aslani & Mangematin, 2010).

A toxicidade de um composto, constitui uma das principais causas para que um
composto seja abandonado durante o processo de desenvolvimento do farmaco, como
representado pelo diagrama da Figura 1. Em cerca de 66% dos casos, 0S Compostos em ensaio
ndo chegam ao mercado devido a toxicidade hepatica, cardiaca ou neuroldgica, que
apresentam. Dada a circunstancia, verifica-se que a aplicacdo de biomarcadores com a
capacidade de avaliar a toxicidade de um composto, pode coadjuvar a extrapolacdo de dados
pré-clinicos para humanos. O impacto econdmico, sera tanto maior quanto mais precoce for a

sua inclusdo (Amir-Aslani & Mangematin, 2010).

Uma das estratégias utilizadas para uma maior racionalizacdo de custos durante o
processo de desenvolvimento, passa por uma tentativa de reaproveitamento de farmacos
abandonados numa qualquer fase do seu desenvolvimento. S&o realizados esforcos,
relacionados com a aplicacdo de biomarcadores, numa tentativa de criar um caminho

alternativo para fazer chegar estes farmacos ja existentes ao mercado. A identificacdo através
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de um biomarcador de uma subpopulacdo de doentes para 0s quais 0 composto é seguro,
desde que acompanhada por um diagnoéstico, pode reposicionar um farmaco previamente

abandonado no decurso do seu desenvolvimento (Amir-Aslani & Mangematin, 2010).

Com efeito, a abordagem que combina a utilizacdo de um biomarcador e a medicina,
capaz de prever a taxa de resposta a terapéutica e o risco de toxicidade recorrendo a dados
clinicos e biomédicos, ja se tornou obrigatoria em alguns casos e indicia uma tendéncia

dominante para o futuro (Amir-Aslani & Mangematin, 2010).
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Capitulo

2. THERANOSTIC - A CONJUGACAO DA

TERAPEUTICA COM O DIAGNOSTICO
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2.1. A FUSAO DA TERAPEUTICA COM O DIAGNOSTICO

O conceito de theranostic, tal como o de medicina personalizada abordado no capitulo
anterior, tem sido alvo de um extenso processo de diversificagdo ao longo do tempo. Apesar
de frequentemente utilizado como um sinénimo de medicina personalizada, quando empregue
pela primeira vez no ano de 2000 pela empresa PharmaNetics, a dimensdo de theranostic
resumia-se ao desenvolvimento de testes rapidos capazes de estratificar uma populacdo de
doentes, promovendo o diagnostico de patologias e estabelecer uma previsdo dos riscos
associados. Seria entdo possivel realizar uma identificacdo e monitorizagdo da terapéutica,
tendo em vista a obten¢do de uma maior eficacia, conferindo ao clinico a possibilidade de
elaboragdo, de forma rapida e adaptavel, de uma resposta face ao resultado do tratamento.
Devido ao crescente progresso tecnoldgico, nomeadamente ao nivel da nanomedicina, o
conceito estende-se as estratégias que englobam o tratamento, e em simultaneo, o diagnostico
da efectividade terapéutica aplicada a esse mesmo tratamento (Clemente-Casares &

Santamaria, 2014).

O conceito de theranostic advém da associag@o entre a terapéutica e o diagnostico, e
cujo proposito passa pelo design de uma abordagem farmacoterapéutica individualizada. Esta
abordagem ¢ utilizada na identificagdo de alvos moleculares adequados para o tratamento com
a melhor terapéutica possivel, descartando simultaneamente terapéuticas ineficazes. Esta
ferramenta permite a determinagdo da farmacocinética e da farmacodindmica de um farmaco,
possibilitando a eleicdo da melhor opgdo terapéutica, assim como a adopcdo do regime
posoldgico mais adequado para um determinado individuo (Lu, 2014) (Kojima, Aubel, &

Fussenegger, 2015).

Associados ao diagnostico estdo, inevitavelmente, os recursos provenientes da
imagiologia biomédica, que ao permitirem a visualizagdo ndo invasiva de estruturas
anatomicas de orgdos e tecidos humanos, e facultando informacdo acerca da patologia,
materializam uma preponderante contribuicao para a realizacdo de um diagnostico preciso.
Actualmente e devido ao progresso tecnoldgico nesta drea, a imagiologia biomédica estende o
diagnostico de um nivel estrutural para um nivel molecular, permitindo uma observacao
quantitativa e qualitativa dos processos biologicos afectos as patologias humanas ao nivel
molecular. O progresso registado neste ambito fomentou com naturalidade uma transversal
propagacdo da recorréncia aos métodos de imagiologia na pratica clinica, como sejam o

diagnéstico e prognostico de uma doenga, as intervengdes terapéuticas orientadas por
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imagem, ¢ ainda na avaliagdo ndo invasiva da efectividade terapéutica (Lu, 2014) (Kojima et

al., 2015).

As potencialidades da imagiologia biomédica tornam-se de capital relevancia, quando
os recursos actualmente disponiveis permitem a determinagdo ndo invasiva da
farmacocinética e da farmacodindmica de uma abordagem terapéutica. Assim, os métodos
utilizados em imagiologia biomédica sdo também utilizados concomitantemente com a
terap€utica, possibilitando uma adaptacdo personalizada da terapéutica, o melhor resultado

possivel (Lu, 2014) (Kojima et al., 2015).

A inclusdo dos agentes utilizados em imagiologia nos sistemas de distribuicdo de
farmacos torna-se crucial ao permitir a obteng¢ao nao invasiva de parametros farmacocinéticos
e farmacodindmicas do sistema de distribuicdo em causa. Esta associacdo fomenta
consequentemente a produgdo de informacdo necessiria a optimizagdo dos sistemas de
distribui¢do de farmacos utilizados por theranostic, perspectivando uma maior competéncia
para lidar com as patologias mais severas, como as patologias do foro oncologico ou de

natureza cardiovascular (Lu, 2014) (Kojima et al., 2015).

Theranostic apresenta-se como um esfor¢o de convergéncia interdisciplinar de varias
areas do conhecimento, onde se incluem as engenharias, a quimica, a biologia, a ciéncia
farmacéutica e a medicina. Consistindo numa estratégia multidisciplinar, esta abordagem tem
como prioritdria a procura de diagnosticos e terapéuticas seguras. Em ultima andlise,
theranostic procura facultar ao doente uma maior qualidade no tratamento aliada a uma maior

seguranca (Lu, 2014).

Relativamente ao impacto emergente que theranostic tem consubstanciado no seio da
comunidade cientifica, importa referir que foi criada uma revista com o nome “Theranostics
Journal” no ano de 2011 e publicada pela editora Ivyspring International Publisher. A revista,
num claro reconhecimento do potencial de theranostic para o futuro da prestagdo de cuidados
de satude, procura preencher a lacuna existente na comunidade, divulgando e promovendo
simultancamente o conceito de theranostic. [Esta revista caracteriza-se pela
pluridisciplinaridade dos artigos cientificos originais e inovadores que publica, repercutindo a
evolucdo ao nivel da imagiologia molecular, da terapéutica molecular, das plataformas

multifuncionais de nanoparticulas, da terapéutica orientada por imagem e da nanomedicina.
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Esta publicac¢do procura ainda incentivar um largo espectro de pesquisa biomédica que pode

ser aplicada a aplica¢des futuras em theranostic. (X. S. Chen, 2011)
2.2. O IMPACTO DA NANOTECNOLOGIA NA MEDICINA: A NANOMEDICINA

No presente capitulo pretende-se abordar o impacto da nanotecnologia na Saude, com
especial destaque para o contexto clinico. Assumindo-se como uma area multidisciplinar,
compete a nanotecnologia a integracdo dos contributos da Fisica, da Quimica, da Biologia,
bem como de varias outras Ciéncias, com o objectivo de processar e fabricar, a escala
nanométrica, produtos com um vasto leque de possiveis aplicagdes. O conceito de
nanomedicina ¢, entdo, designado pelo conjunto de aplicacdes oriundas da nanotecnologia

destinadas a medicina, e aos cuidados de satide (Clemente-Casares & Santamaria, 2014).

Sob a premissa da medicina personalizada, a terminologia ‘“nanomedicina” tem
aparecido de forma insistente no seio da comunidade cientifica. A primeira referéncia do
termo nanomedicina pontificou na obra “Unbounding the future: the Nanotechnology
Revolution” de Eric Drexler, Christine Petersen e Gayle Pergamit, publicada no ano de 1991,
onde e por definigdo, nanomedicina refere-se a aplicabilidade de nanomateriais,
caracterizados como “estruturas organizadas sob a escala nanométrica em pelo menos uma

dimensdo”, na area da medicina (Clemente-Casares & Santamaria, 2014).

Com o aparecimento, identificacdo e caracterizagdo de nanomateriais com o proposito
de superar as limitacdes dos modelos tradicionais de distribui¢do de farmacos, desde a sua
génese até a actualidade, a defini¢do de nanomedicina sofreu algumas alteragdes sendo hoje
entendida e de forma genérica, como a aplicagdo directa da nanotecnologia no universo
biomédico, nomeadamente em sistemas de libertagdo controlada de farmacos assim como em
métodos de diagnostico, com o propdsito de melhorar o diagndstico, a monitorizagdo, a

prevencao e o tratamento de patologias (Mura & Couvreur, 2012).

Apesar do inequivoco e consideravel progresso a que assistimos, particularmente nas
ultimas duas décadas, no ambito da nanotecnologia, registam-se dificuldades, maiores que as
inicialmente previstas, no controlo de algumas varidveis como a alteracdo do ambiente
bioldgico, as barreiras fisioldgicas ou ainda as propriedades fisico-quimicas das formulagdes
encontradas. Esta realidade requer uma maior investigacdo cientifica no universo da

nanotecnologia de modo a que se possam encontrar um maior nimero de solucdes vidveis do
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ponto de vista da aplicabilidade num contexto clinico (Mura & Couvreur, 2012)(Jain, Mehra,

& Jain, 2014).
2.2.1. NANOPLATAFORMAS COMO SISTEMAS DE DISTRIBUICAO DE FARMACOS

O recurso as aplicagdes geradas pela nanomedicina ao nivel dos sistemas de
distribuicao de farmacos, deve-se as inumeras vantagens destas ultimas face as modalidades
terap€uticas mais tradicionais. Algumas das principais vantagens das formulacdes oriundas da
nanomedicina sdo a redu¢do da excregdo renal, promovendo um maior tempo de circulacdo; a
reducdo do volume de distribui¢do, gerando uma menor acumulagdo em tecidos saudéveis; o
aumento da capacidade de acumulacido de um farmaco no alvo terapéutico; ao aumentarem a
concentracdo do farmaco no alvo terapéutico, e reduzindo a sua acumulacdo num tecido
sauddvel, melhoram significativamente o indice terapéutico do farmaco (Rizzo, Theek, Storm,
Kiessling, & Lammers, 2013) (Xie, Lee, & Chen, 2010). Além das vantagens acima
mencionadas, estas aplicacdes sdo também utilizadas tanto na distribuicdo de agentes
terapéuticos, como ¢ o caso dos agentes quimioterapéuticos de baixo peso molecular,
permitindo que estes ultrapassem vdarias barreiras e tornando a sua distribuicdo até ao alvo
tumoral mais eficiente. Ao auxiliarem de forma significativa o processo de distribuig¢do, as
nanoplataformas promovem uma menor incidéncia de efeitos secundarios, contribuindo para
um aumento da tolerancia e aceitacao dos doentes a terapéutica, e para um melhor prognostico

(Rizzo et al., 2013) (Xie et al., 2010).

Os tumores solidos, tal como os tecidos inflamados, apresentam geralmente uma
vasculatura com menor estanquidade quando comparada a maioria da vasculatura encontrada
em tecidos saudaveis, e que permite o extravasamento de nanoplataformas com dimensdes até
aos 400 nm. Devido a esta circunstancia, podem acumular-se de forma mais selectiva e
efectiva nestes tecidos alvo, através de um fenémeno conhecido por Enhanced Permeability
and Retention Effect (EPR), representado na Figura 2. Este efeito deve-se, além da fraca
estanquidade, a reduzida drenagem linfatica que ocorre ao nivel do tumor, o que possibilita a
permanéncia das nanoplataformas no alvo terapéutico. O direccionamento terapéutico
mediado pelo EPR designa-se por direccionamento terapéutico passivo, na medida em que
depende unicamente de particularidades da patologia (Rizzo et al., 2013). De forma contraria,
o direccionamento terapéutico activo depende da incorporagdo fisica ou quimica de um
agente de direccionamento, ou ligando, na nanoplataforma, de modo a permitir a localizacao,

ou captacdo por parte das células do tecido alvo. Os agentes normalmente utilizados sdo
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anticorpos, péptidos e moléculas de pequenas dimensdes, como os folatos (Tomuleasa,
Braicu, Irimie, Craciun, & Berindan-Neagoe, 2014). Existem outras estratégias de
direccionamento terapéutico activo que visam melhorar o processo de distribuicdo do
farmaco, facilitando a libertacdo do mesmo e, ou aumentando a efectividade da terapéutica no
tecido alvo, como € o caso do direccionamento para o endotélio do tumor, ou como ¢ ainda o
caso do desenvolvimento de sistemas que respondam a estimulos, como a hipertermia ou o

ultra-som, que quando accionados libertam o seu contetido (Rizzo et al., 2013).

1)

Endothelial Cell Targeting Triggered Drug Release

Figura 2 — Efeito do EPR nos varios modelos de distribuicdo de farmacos. Em I), estd identificado o modelo de
distribuicéo tradicional sem recurso a nanoplataformas. Em II), esta identificada a distribuicdo de selectiva de
farmacos passiva mediada por EPR e com recurso a nanoveiculos. Em II) e em IV), estdo identificados modelos
de distribuigdo selectiva de farmacos activa através do recurso a incorporagdo de ligandos na superficie de
nanoveiculos, um para células tumorais ¢ o outro para células endoteliais, respectivamente. Em V), esta
identificado o modelo de distribui¢do selectiva de farmacos activavel por um estimulo externo. Fonte: (Rizzo et
al., 2013).

O direccionamento terapéutico activo tem menos utilidade pratica que o seu
homonimo passivo, sendo utilizado com sucesso apenas num restrito niumero de casos

especificos, ja que a incorporacdo de agentes de direccionamento tende a criar problemas no
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design da formulagdo (Rizzo et al., 2013) (Urban, Urban, Charron, & Joshi, 2013). Na
generalidade dos casos, so se procede a incorpora¢do de um ligando a uma nanoplataforma se
este possuir uma propriedade especifica que ndo possa ser transmitida através do
direccionamento passivo, como ¢ o caso da efectividade anti tumoral intrinseca que permite
um direccionamento combinado da terapéutica. Assim, o direccionamento terapéutico activo ¢
utilizado em casos onde o agente ¢ residualmente captado, como € o caso das macromoléculas
carregadas negativamente (e.g. DNA) , tornando a utiliza¢do deste método fundamental para a
captagdo celular e para a efectividade terapéutica (Tomuleasa et al., 2014) (Urban et al.,

2013).

Tratando-se de uma darea clinica na qual urgem solugdes e considerando os
mecanismos acima descritos, nomeadamente o direccionamento terapéutico passivo mediado
por EPR em tumores, compreende-se que a larga maioria da investigagao cientifica no ambito
das nanoplataformas esteja direccionada para a oncologia. No entanto, denota-se um esfor¢o
acentuado da comunidade em aumentar a abrangéncia desta abordagem terap€utica a outras
areas clinicas (Rizzo et al., 2013) (M. S. Muthu, Leong, Mei, & Feng, 2014) (Jain et al.,
2014).

Conforme acima mencionado, também nos processos inflamatorios se verifica uma
menor estanquidade da vasculatura, permitindo uma maior acumulagao de nanoplataformas
no tecido alvo e, simultaneamente, diminuindo a sua distribuicao em tecidos saudaveis. Deste
mod, criou-se a expectativa de aplicagcdo direccionada de doses mais elevadas de terapéutica
anti-inflamatoria, razao pela qual, neste contexto, estdo a ser investigadas outras patologias,
como a artrite reumatoide e a aterosclerose (Rizzo et al., 2013) (M. S. Muthu et al., 2014)

(Jain et al., 2014).
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Figura 3 - Exemplos de nanoplataformas e algumas das suas principais vantagens como veiculos de sistemas de

distribui¢do de farmacos. Fonte: (Jain et al., 2014)

No ambito da intervencdo terapéutica com recurso a nanomedicina, foram
desenvolvidas ao longo dos anos um conjunto de nanoplataformas, ou nanotransportadores,
de crucial relevancia para uma nova geragdo de sistemas de distribuicdo de farmacos e que
serdo particularmente caracterizados de seguida. (Rizzo et al., 2013) (M. S. Muthu et al.,

2014) (Jain et al., 2014).

2.2.1.1. CONJUGADOS FARMACO-POLIMERO

Os conjugados farmaco-polimero sdo preparados através de interacgdes covalentes
mediadas por um vasto conjunto de reac¢des quimicas que dependem, em primeira instancia,

dos grupos funcionais presentes, do farmaco e do veiculo polimérico. No contexto da
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investigacao cientifica, os polimeros utilizados tanto podem ser de origem biologica como de
origem sintética. O polimero utilizado com maior sucesso na obten¢do de conjugados
farmaco-polimero no ambito de theranostic é o N-(2-hidroxipropil) metacrilamida (HPMA)
(Allmeroth et al., 2013) (Kopecek & Kopeckova, 2010) (Borgman et al., 2008). Os métodos
tradicionais, quer por conjugagdo quimica quer por co-polimerizagao, que visam dotar os co-
polimeros de HPMA de funcionalidade, através da capacidade de incorporar simultaneamente
agentes de contraste em imagiologia e agentes de actividade terapéutica. Os co-polimeros de
HPMA adequam-se a investigagdo no ambito de theranostic devido a sua estabilidade, a e
biocompatibilidade, ¢ ao facto de ndo terem efeitos adversos associados a sua aplicacao,
existindo inumeros estudos que consubstanciam a sua aplicabilidade nomeadamente em
patologias do foro oncologico (Allmeroth et al., 2013) (Kopecek & Kopeckova, 2010)
(Borgman et al., 2008).

Y

Figura 4 - Representagdo esquemdtica de um conjugado farmaco-polimero, onde além da
incorporacdo de um agente terapéutico se verifica a presenga de um agente de diagnostico e de um

ligando. Fonte: (M. S. Muthu et al., 2014)

2.2.1.2. NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas obtidas a partir de polimeros biodegradaveis, tém sido alvo de
extensa investigacdo com propositos terapéuticos. A utilizagao destes polimeros deve-se a sua
capacidade de prolongar o tempo de circulagdo, ao limitar o reconhecimento de formulagdes
por macréfagos (M. S. Muthu et al., 2014) (Soppimath, Aminabhavi, Kulkarni, & Rudzinski,
2001). Os polimeros biodegradaveis sao utilizados na preparacdo de nanoparticulas tendo em
vista a obtencdo de biocompatibilidade ¢ de uma menor citotoxicidade. Esta abordagem
mostrou-se vantajosa relativamente a utilizagao tanto de lipossomas como de micelas devido a

sua capacidade de armazenamento (M. S. Muthu et al., 2014) (Soppimath et al., 2001).
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No ambito de theranostic, as nanoparticulas poliméricas sdo utilizadas para o
direccionamento e co-distribuicdo dos agentes, terapéutico e de diagnostico, devido a sua
biocompatibilidade, capacidade de armazenamento, protec¢do dos agentes de terapéutica e
diagnéstico incorporados, ¢ ainda pela sua capacidade de libertar o agente de forma

controlada (M. S. Muthu et al., 2014) (Soppimath et al., 2001).

O Poli(D,L-l4ctico-co-glicolico) (PLGA) e o Poli(D,L-lactico-co-glicélico)-
Polietilenoglicol (PLA-PEG), sdao os dois polimeros mais associados a construgdo de
nanoparticulas poliméricas no contexto de theranostic, atendendo ao facto de serem
facilmente hidrolisados nos seus mondmeros, acido lactico e dacido glicolico, o que
consequentemente facilita a sua eliminagao do organismo. Estes nanoveiculos sdo obtidos
através da polimerizagdo dos seus mondmeros ou através da dispersdo de polimeros, por meio

da nanoprecipitacdo ou recorrendo a métodos de evaporacdo de solventes (M. S. Muthu et al.,

2014) (Soppimath et al., 2001).

@

~250 nm

Figura 5 - Representacdo esquematica de uma nanoparticula polimérica conjugado fArmaco-polimero,
onde se verifica a incorporag@o de um agente terapéutico, de um agente de diagnoéstico e de um ligando. Fonte:

(M. S. Muthu et al., 2014)

Tal como se verifica em outras nanoplataformas, a investigacdo de nanoparticulas
poliméricas como veiculos de sistemas de distribuicdo de farmacos em theranostic esta

direccionada para patologias do foro oncoldgico, tendo sido obtidos resultados significativos
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ao nivel da deteccdo de tumores, bem como da inibicao do crescimento tumoral (M. S. Muthu

et al., 2014) (Soppimath et al., 2001).

2.2.1.3. NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As nanoparticulas magnéticas com maior relevancia em sistemas de distribuicao
selectiva de farmacos sdo as particulas de 6xido de ferro superparamagnético, vulgarmente
designados na literatura por SPIONS, e sdo obtidas a partir de minerais como a magnetite, ou
a hematite. Estes nanoveiculos apresentam biocompatibilidade e dependendo da sua
dimensdo, podem apresentar propriedades de superparamagnetismo, o que incentivou a sua
investigacdo e aplicagdo na bioseparacdo, na hipertermia, como agentes de contraste na
ressonancia magnética., ¢ ainda como plataformas em sistemas de distribuicao selectiva de

farmacos (Tietze et al., 2015) (Unterweger et al., 2014) (Tietze et al., 2013).

Como agentes de contraste em ressonancia magnética, a utilizagdo de SPIONs ¢
particularmente util na deteccdo de nodos linfaticos, onde se verifica uma melhoria dos
resultados obtidos relativamente aos agentes de contraste tradicionais. No ambito de
theranostic, estas nanoparticulas actuam fundamentalmente na terapéutica oncologica,
podendo actuar sozinhas ou incorporadas no interior de outras nanoplataformas, como
acontece no caso das nanoparticulas poliméricas e dos lipossomas. Estes nanoveiculos podem
ainda ser utilizados como agentes de hipertermia em diversas patologias, verificando-se
também a sua aplicagdo como plataformas theranostic em patologias auto-imunes (Tietze et
al., 2015) (Unterweger et al., 2014) (Tietze et al., 2013). Estas nanoparticulas apresentam uma
elevada area superficial em relagdo ao seu volume, mostrando uma tendéncia para se
aglomerarem com o objectivo de reduzir a sua energia superficial. De forma a evitar esta
ocorréncia, torna-se necessario recorrer a agentes estabilizadores, sob a forma de moléculas
poliméricas. Entre os polimeros mais utilizados no revestimento e estabilizagdo de SPIONs
estdo o polietilenoglicol, ¢ o dextrano. Decorrente deste processo, verifica-se que tanto os
SPIONs, como as moléculas poliméricas utilizadas na sua estabilizagdo, tém a capacidade de
induzir repulsdo e de contrariar a atraccdo magnética entre particulas através de um efeito
estérico e, ou de um efeito electroestatico. No entanto, verifica-se que o processo de

estabilizacdo destas nanoplataformas ndo é confidvel quando se promove a incorporacao de
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ligandos, constatando-se a obtencdo de um revestimento mais estavel quando este ¢é
exclusivamente constituido por moléculas poliméricas. A estabilizagdo de SPIONs pode
realizar-se in-situ e através de técnicas de co-polimerizacdo, na presenca de agentes
poliméricos de complexacdao da superficie (Tietze et al., 2015) (Unterweger et al., 2014)

(Tietze et al., 2013).

O estudode SPIONs como plataformas de sistemas de distribui¢do de farmacos no
contexto de theranostic, assume-se como uma das mais promissoras abordagens terapéuticas
para patologias do foro oncoldgico. Comparativamente com os sistemas de distribuicdo de
farmacos tradicionais, esta abordagem permite uma menor acumulagdo da formulagdo em
tecido saudavel, diminuindo a ocorréncia de efeitos adversos sistémicos e promove uma
maior acumulacdo no alvo terapéutico especifico e da qual resulta uma ampliagdo do efeito

terapéutico (Tietze et al., 2015) (Unterweger et al., 2014) (Tietze et al., 2013).

2.2.1.4. NANOPARTICULAS DE LIPIDOS SOLIDOS

As nanoparticulas de lipidos sélidos sdo constituidas por uma matriz coloidal, cujo
nucleo so6lido e hidrofébico pode conter um farmaco nele disperso ou dissolvido. Estas
nanoplataformas assumem-se como uma alternativa segura e efectiva as emulsdes
tradicionais, aos lipossomas, € as nanoparticulas poliméricas para a distribui¢do intravascular.
As nanoparticulas de lipidos so6lidos sdo obtidas a partir de lipidos biocompativeis, como por
exemplo os triglicéridos, que permanecem no estado solido a temperatura ambiente.
Tipicamente, estes nanoveiculos sdo preparados através de um processo de homogeneizagao,
tanto a quente, como a frio (M. S. Muthu et al., 2014) (Wissing, Kayser, & Miiller, 2004)
(Méder & Mehnert, 2001).

As nanoparticulas de lipidos so6lidos ganham facilmente acesso ao compartimento
sanguineo devido as suas pequenas dimensdes e a sua superficie lipofilica. Ao apresentarem
dimensdes inferiores a 100 nm, possuem uma area superficial suficientemente extensa para
interagir com receptores ao nivel do alvo terapéutico, verificando-se a capacidade destas
nanoplataformas em atravessar pequenas células endoteliais e a barreira hemato-encefélica

(BHE), permitindo que a terapéutica possa ser direccionada ao cérebro. Ao permitirem uma
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incorporagdao de farmacos com elevada eficiéncia, promovem a estabilidade do farmaco na
matriz coloidal, o que oferece a possibilidade do farmaco ser libertado de forma controlada,

podendo o seu processo de libertagcdo durar, inclusivamente, varias semanas (M. S. Muthu et

al., 2014) (Wissing et al., 2004) (Méder & Mehnert, 2001).
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Figura 6 - Representagdo esquematica de uma nanoparticula de lipidos sélidos, onde se verifica a incorporagio

de um agente terapéutico, de um agente de diagnostico e de um ligando. Fonte: (M. S. Muthu et al., 2014)

Estes nanoveiculos tém sido investigados em patologias do foro oncolodgico,
demonstrando viabilidade enquanto plataformas de sistemas de distribuicao selectiva de
farmacos no contexto de theranostic, permitindo uma incorporacao simultdnea de agentes de
contraste em imagiologia e de agentes com actividade terapéutica, tendo-se verificado
efectividade no processo distribui¢dao, ¢ uma elevada acumulagdo das formulagdes a nivel

tumoral (M. S. Muthu et al., 2014) (Wissing et al., 2004) (Mader & Mehnert, 2001).

2.2.15. DENDRIMEROS

Com dimensdes entre os 10 ¢ os 100 nm, os dendrimeros sdo nanoplataformas de
conformagdo globular, sintetizados a partir de polimeros ramificados de origem sintética.

Entre as suas propriedades, assumem especial destaque a presenca de grupos funcionais
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variaveis, uma area de superficie suficientemente extensa para permitir uma boa interac¢ao
com receptores localizados nos tecidos alvo, e a existéncia de cavidades interiores de grandes

dimensdes (Jain et al., 2014) (Gillies & Fréchet, 2005) (Tomalia & Fréchet, 2005).

Os dendrimeros sdo sintetizados através da adi¢ao repetida de unidades ramificadas ao
seu nucleo amina, podendo ser sintetizados de forma divergente, isto €, do seu ntcleo central
para a periferia, ou de forma oposta, a partir de uma sintese convergente, evoluindo a sintese
da periferia para o centro. A estrutura basica de um dendrimero ¢ a ramificacdo repetida em
torno do seu nucleo amina resultando num padrio geométrico quase perfeito em trés

dimensodes (Gillies & Fréchet, 2005) (Tomalia & Fréchet, 2005) (M. Liu & Fréchet, 1999).

Ao controlar o grau de polimerizacao, os dendrimeros podem ser sintetizados com
diferentes dimensdes, pesos moleculares e composi¢des quimicas. Os dendrimeros de
geracdes superiores tendem a assumir uma forma esférica, possuindo um vasto nimero de
cavidades e ramifica¢des que permite a incorporagdo de um agente terapéutico € um agente de
diagnostico de forma a serem aplicados no ambito de theranostic. Para este efeito, sdo
normalmente eleitos os dendrimeros de 5 geragdo, que ao serem mais hidréfobos, conferem
uma maior estabilidade ao farmaco (M. S. Muthu et al., 2014) (Jain et al., 2014) (Gillies &
Fréchet, 2005).

As desvantagens decorrentes da sua aplicacdo prendem-se com o facto de ter sido
reportada uma tendéncia para libertar a terapéutica de forma precoce, conduzindo a uma
menor acumulacdo ao nivel do alvo terapéutico, a um aumento da probabilidade de ocorréncia
de efeitos secundarios, e ainda a ruptura de membranas celulares devido a carga positiva na
sua superficie, sendo esta ultima uma manifestacdo de toxicidade que deve ser considerada

(M. S. Muthu et al., 2014) (Jain et al., 2014) (Gillies & Fréchet, 2005).
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~62 nm

Figura 7 - Representacdo esquematica de um dendrimero, onde se verifica a incorporagdo de um agente

terapéutico, de um agente de diagnoéstico e de um ligando. Fonte: (M. S. Muthu et al., 2014)

Estas nanoplataformas tém demonstrado um enorme potencial na distribui¢do selectiva
de farmacos no ambito de theranostic, com efeito, além de permitirem a incorporagdo de
farmacos nas suas cavidades interiores, os dendrimeros podem ser usados na incorporagdo de
agentes de contraste em imagiologia, ¢ promovendo de forma intrinseca o direccionamento
selectivo de formulagdes para tumores. A sua sensibilidade ao pH e a possibilidade de
emissdo de fluorescéncia, adequam estes nanoveiculos aos sistemas de theranostic mais
avangados, que requerem a utilizacdo de estimulos externos para serem activados e libertarem

a terapéutica (M. S. Muthu et al., 2014) (Jain et al., 2014).

2.2.1.6. LIPOSSOMAS

Os lipossomas sdo pequenas vesiculas esféricas constituidas por uma dupla camada
fosfolipidica, que envolve um compartimento aquoso que se forma espontaneamente. O
processo de sintese de lipossomas pode recorrer a fosfolipidos anfipaticos e ao colesterol, e a
processos como a dispersdo mecanica, dispersdo com solvente, ou a remog¢do através de um
detergente. Com dimensdes entre os 80 e os 300 nm, estes nanoveiculos possuem uma extensa

superficie para a interaccdo com receptores ao nivel do alvo terapéutico (M. S. Muthu,
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Kulkarni, Raju, & Feng, 2012) (M. S. Muthu, Kulkarni, Xiong, & Feng, 2011) (Leung &
Romanowski, 2011).

Devido a sua dimensao, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade, os
lipossomas tém sido amplamente investigados como veiculos de sistemas de distribui¢dao
selectiva de farmacos no ambito de theranostic. Assim, estas nanoplataformas t€ém sido
utilizadas com o intuito de aumentar a solubilidade, de melhorar parametros farmacocinéticos,
de aumentar o indice terapéutico de farmaco, e ainda de reduzir a ocorréncia de efeitos
secundarios. Entre as desvantagens decorrentes da sua utilizacdo estdo a sua fraca
estabilidade, a sua baixa efectividade na incorporacdo de farmacos, e ainda as variagdes entre
lotes registadas ao nivel da producdo (M. S. Muthu et al., 2012) (M. S. Muthu et al., 2011)
(Leung & Romanowski, 2011).

Tal como acontece com a generalidade das nanoplataformas, também os lipossomas
necessitam de alteragdes na sua superficie para que se tornem funcionais. Tendo o objectivo
de aumentar a estabilidade do nanoveiculo e aumentar o seu tempo de circulacdo, ¢ frequente
o revestimento de lipossomas com polimeros, como o PEG. Além do revestimento, os
lipossomas podem ainda possuir ligandos na superficie de forma a dotar a formulacdo de
selectividade para receptores localizados no alvo terapéutico (M. S. Muthu et al., 2012) (M. S.

Muthu et al., 2011) (Leung & Romanowski, 2011).

~210 nm

Figura 8 - Representacdo esquemadtica de um lipossomacom revestimento polimérico, onde se verifica a
incorporacao de um agente terapéutico, de um agente de diagndstico e de um ligando. Fonte: (M. S. Muthu et al.,
2014)
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Entre as nanoplataformas, os lipossomas foram os mais investigados pela comunidade
cientifica ao longo dos anos, com um maior enfoque nas patologias do foro oncoldgico, onde
se verificou a sua viabilidade como veiculos de sistemas theranostic capazes de veicular em
simultaneo agentes de contraste em imagiologia e agentes terapéuticos, promovendo uma
efectiva distribui¢do e acumulagdo da terap€utica ao nivel das células tumorais. Além da sua
aplicacdo em patologias oncologicas, devido a sua multifuncionalidade, tem vindo a testar-se
a aplicacdo destes nanoveiculos numa grande diversidade de patologias, como por as
infecciosas, em que através do direccionamento passivo da terapé€utica, se tornam alvos para o
rapido processo fagocitico levado a cabo pelos macrofagos (M. S. Muthu et al., 2012) (M. S.
Muthu et al., 2011) (Leung & Romanowski, 2011).

2.2.1.7. MICELAS

As micelas s3o estruturas globulares, coloidais com um nucleo hidrofébico, € uma
superficie hidrofilica. Estas nanoplataformas apresentam dimensdes inferiores aos 100 nm,
verificando-se que constituem uma alternativa segura para a administracdo parentérica de
compostos pouco soluveis em agua. A estabilidade destes nanoveiculos depende de fortes
forcas de coesdo entre o farmaco e o nucleo do polimero. As micelas s3o normalmente obtidas
através de dissolugao directa em solventes organicos (M. S. Muthu et al., 2014) (MAHMUD,
XIONG, & LAVASANIFAR, 2008) (Lukyanov, Gao, & Torchilin, 2003).

Os agentes com actividade terapéutica, ou de diagnostico podem ser incorporados no
nuicleo hidrofébico das micelas, sendo o ligando incorporado na camada superficial
hidrofilica, para posterior administracdo intravenosa. Em alguns estudos onde se aplicaram
micelas como plataformas de sistemas de distribuigdo selectiva de farmacos, verificou-se uma
libertagdo precoce de farmaco, sem que este tivesse alcancado o alvo terapéutico (M. S.

Muthu et al., 2014) (Lukyanov et al., 2003) (Kataoka, Harada, & Nagasaki, 2001).
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~178 nm

Figura 9 - Representagdo esquematica de uma micela com revestimento polimérico, onde se verifica a
incorporacdo de um agente terapéutico, de um agente de diagnostico e de um ligando. Fonte: (M. S. Muthu et al.,

2014)

As micelas utilizadas na investigagdo no dmbito de theranostic apresentam dimensdes
inferiores aos 50 nm, evitam o sistema reticular endotelial o que permite um aumento da
permeabilidade celular ao nivel do endotélio tumoral. Estes nanoveiculos sdo plataformas
eficientes na distribuicao selectiva de terapéutica anticancerigena, tendo sido avaliadas como
seguras em ensaios clinicos em que incorporam derivados do taxol (M. S. Muthu et al., 2014)

(Zhao, Mi, & Feng, 2013) (Lee et al., 2013).

Atendendo a sua estabilidade, facil preparagdo, encapsulamento hidrofébico e ao
sucesso alcangado tanto em ensaios pré-clinicos, como em ensaios clinicos, as micelas
assumem-se como plataformas emergentes de grande potencial em sistemas de distribui¢ao
selectiva de farmacos no ambito de theranostic (M. S. Muthu et al., 2014) (MAHMUD et al.,
2008).

2.2.1.8. NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro, frequentemente descritas na literatura como GNP’s, sdo
plataformas constituidas por nucleos de ouro e dotadas de grande versatilidade e polivaléncia,
0 que as torna um valioso recurso na constru¢do de formulagdes para theranostic. Estas
nanoplataformas possuem ntcleos de ouro com dimensdes entre 1,5 e os 10 nm,

proporcionando uma extensa superficie para a incorporagao de farmacos e de ligandos. As
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nanoparticulas de ouro sdo normalmente obtidas através do tratamento quimico com acido

cloroaurico (Kumar, Zhang, & Liang, 2013) (W.-H. Chen et al., 2013) (Heo et al., 2012).

Estes nanomateriais podem incorporar farmacos e ligandos na sua superficie,
assumindo-se como potenciais veiculos de sistemas theranostic capazes de promover uma
distribuicdo selectiva de fArmacos num determinado alvo terapéutico. Nestes nanoveiculos, a
ligacdo da componente terapéutica pode ocorrer através de uma interac¢do ndo covalente,
como ¢ o caso das interaccdes electroestaticas, ou com recurso a conjugagdo quimica
covalente, em que ¢ tido em conta a afinidade intrinseca das nanoparticulas de ouro para

determinadas células (Kumar et al., 2013) (W.-H. Chen et al., 2013) (Heo et al., 2012).

Adicionalmente, estudos relativos a aplicagdo de nanoparticulas de ouro tém
consubstanciado um efeito um efeito citotoxico sobre células tumorais, o que adequa a sua
utilizagdo em patologias do foro oncologico. Num estudo em que se utilizou um modelo
animal, usaram-se nanoparticulas de ouro nas quais se incorporou doxorrubicina através de
um substrato peptidico, que ¢ especificamente clivado por uma protease tumoral. Apods
injec¢ao da formulagdo em ratinhos portadores de tumor, verificou-se que a sobreexpressao de
protease no tecido tumoral promoveu uma rdpida libertacio de doxorrubina por parte da
nanoplataforma, tendo-se obtido de forma simultanea, imagens decorrentes da fluorescéncia e
uma eficaz inibi¢ao do crescimento tumoral (Kumar et al., 2013) (W.-H. Chen et al., 2013)

(Heo et al., 2012).
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~55 nm

Figura 10 - Representago esquematica de uma nanoparticula de ouro com revestimento polimérico, onde se

verifica a incorporacdo de um agente terapéutico e de um ligando. Fonte: (M. S. Muthu et al., 2014)

Além do potencial impacto da aplicagdo de nanoparticulas de ouro como plataformas
theranostic em patologias do foro oncolégico, a aplicacdo destes nanoveiculos em sistemas
theranostic activaveis através de estimulos externos, nomeadamente quando sujeitas a
radia¢do luminosa, tem sido recentemente investigada em diversas patologias gerando muita

expectative em torno delas (Kumar et al., 2013) (W.-H. Chen et al., 2013) (Heo et al., 2012).

2.2.1.9. NANOTUBOS DE CARBONO

Os nanotubos de carbono, vulgarmente designados na literatura como CNT’s do inglés
Carbon Nanotubes, constituem uma das mais recentes inovacgdes de desenvolvimento de
nanoplataformas no ambito da nanomedicina. Estes nanomateriais sdo constituidos por finas
camadas de grafite, nos quais os anéis benzénicos altamente condensados se enrolam e
assumem uma conformagao tubular. No que a classificagdo de CNT’s diz respeito, estes sao
entdo classificados consoante o nimero de camadas de grafite que os constituem, podendo ser
constituidos por uma unica camada (SWCNT's), por uma camada dupla (DWCNT's), tripla
(TWCNT’s) ou por multiplas camadas (MWCNT's) (Jain et al., 2014) (Boncel, Miiller,
Skepper, Walczak, & Koziol, 2011) (Z. Liu, Robinson, Tabakman, Yang, & Dai, 2011).
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Desde que estes nanomateriais foram descobertos, tém surgido inimeras tentativas de
proceder a sua aplicacdo em sistemas de distribui¢do selectiva de farmacos. Uma das técnicas
utilizadas para a obten¢do nanoveiculos funcionais, passa pela alteracdo da sua superficie de
forma a impedir interacgdes com componentes do organismo, o que prolonga o seu tempo de
circulacao. Quando modificados para esta finalidade, os nanotubos de carbono incorporam o
farmaco no seu interior, permitindo uma libertacdo controlada do mesmo. Estas
nanoplataformas tém a capacidade de promover a distribuicdo de farmacos insoluveis em
agua, como sdo os casos dos derivados do taxol, o paclitaxel e o docetaxel, gerando por isso
grande expectativa relativamente ao impacto da sua aplicagdo em patologias do foro
oncologico. O processo de libertagdo de um farmaco a partir deste nanoveiculo pode ocorrer
através de um estimulo como o pH, a indu¢do de calor, ou decorrente de ac¢do enzimatica
Adicionalmente, estes nanomateriais tém demonstrado a sua capacidade para ultrapassar a
inimeras barreiras fisiologicas incluindo a membrana plasmatica, permitindo a libertagao de

farmaco ao nivel do citoplasma (Jain et al., 2014) (Boncel et al., 2011)(Z. Liu et al., 2011).

length of ~ 140 nm

Figura 11 - Representacdo esquematica de um nanotubo de carbono, onde se verifica a incorporagdo de um

agente terapéutico, de um agente de diagndstico e de um ligando. Fonte: (M. S. Muthu et al., 2014)

Capazes de promover um efectivo transporte de genes e de &cidos nucleicos, no
ambito de theranostic, a investigagdo destes nanoveiculos remete para a incorporagido

simultdnea de agentes de contraste em imagiologia e de agentes com actividade terapéutica.
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Atendendo as suas caracteristicas fisico-quimicas diferenciadoras e que se traduzem numa
estrutura de grande estabilidade, estes nanomateriais assumem-se como sérios candidatos a
diversas aplica¢des nas ciéncias biomédicas, e de forma especialmente relevante, no contexto

de theranostic (Jain et al., 2014) (Boncel et al., 2011) (Z. Liu et al., 2011).

2.3. NANOMEDICINA DE DIAGNOSTICO

Considerado o impacto das formulagdes desenvolvidas pela nanomedicina na
terap€utica e atendendo a sua capacidade de, ora de forma activa, ora de forma passiva,
seleccionarem o alvo terapéutico, também a aplicagdo destas formulagdes no ambito da
imagiologia apresenta um grande potencial. A sua utilizacdo neste campo de accdo especifico
tem sido positivamente reveladora, tanto a nivel pré-clinico, como no proprio contexto clinico
(Clemente-Casares & Santamaria, 2014) (Cohen & Shoushan, 2013) (Mura & Couvreur,
2012). Incorporando um conjunto de técnicas e de processos, normalmente ndo invasivos, que
visam a obten¢do de imagens do corpo humano para fins clinicos, ou cientificos, as técnicas
actualmente utilizadas em imagiologia, com relevancia para as formulagdes oriundas da
nanomedicina, incluem a imagiologia Optica, a ressonancia magnética (RM), a tomografia
computorizada (CT), a tomografia por emissdo de positrdes (PET), a tomografia por emissao
de fotdo tnico (SPECT), e ainda a ultra-sonografia (US) (Clemente-Casares & Santamaria,

2014) (Cohen & Shoushan, 2013) (Mura & Couvreur, 2012).

A combinagdo entre as nanoplataformas disponiveis com os diversos agentes de
contraste utilizados em imagiologia, dos quais se destacam os ides metalicos paramagnéticos,
as nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnético (SPIONs), e as sondas infravermelho
proximo (NIR), promoveu o desenvolvimento de plataformas plurivalentes que podem
contribuir significativamente, tanto para a detec¢do, como para o diagnostico de patologias

(Mura & Couvreur, 2012).

Neste contexto, verifica-se que a aplicagdo de nanoplataformas como agentes de
contraste conduz a uma razao sinal-ruido mais elevada no tecido alvo, comparativamente com
a razdo obtida num tecido saudéavel circundante, o que se traduz numa diminui¢do
significativa do efeito do ruido no tecido circundante e saudavel, na deteccdo do sinal no
tecido alvo. Verifica-se também que a aplicacdo destes nanoagentes de contraste provocam

um aumento da resolucdo da imagem, o que permite a visualizagdo e deteccdo de pequenas
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lesdes, que com a utilizacdo de metodologias mais tradicionais permaneceriam indetectaveis

(Xie et al., 2010) (Mody, Nounou, & Bikram, 2009).

No que diz respeito a aplicagdo em contexto pré-clinico, a incorporagdo de agentes de
contraste em nanoplataformas tem demonstrado ser extremamente vantajosa ao permitir um
aprofundamento do conhecimento acerca das propriedades, bem como o proprio potencial da
formulagdo desenvolvida. Neste sentido, a utilizagdo da imagiologia ndo invasiva pode
fornecer informagdo acerca da circulacdo de formulagdes, ao aclarar os mecanismos que
promovem a sua acumulacdo no alvo terapéutico, e ainda através do acompanhamento de
formulagdes fora do alvo terap€utico o que permite a monitorizagdo da eficacia terapéutica.
Esta utilizacdo combinada permite ainda que as varias técnicas utilizadas em imagiologia
possam obter mais informacao acerca da fisiopatologia e do tratamento da doenga (Rizzo et

al., 2013).

Quando esta abordagem ¢ utilizada num contexto clinico, verifica-se que a sua
aplicabilidade ¢ muito limitada. Esta situagdo deve-se ao facto dos critérios farmacocinéticos
e de eliminagdo aplicados a agentes de diagnostico administrados por via intravenosa serem
muito rigorosos, o que impede a utilizagdo da grande generalidade das formulagdes em
nanodiagndstico, cuja aplicagdo ainda se resume a modelos animais, estando a sua

investigacdo numa fase precoce (Rizzo et al., 2013).

2.3.1. RESSONANCIA MAGNETICA

Entre as varias modalidades utilizadas em imagiologia, a ressonancia magnética
apresenta-se como uma técnica de diagnostico médico ndo invasiva, capaz de produzir
informacgdo fisioldgica e anatdmica, ndo necessitando da utilizacdo de radiagdo ionizante. A
sua versatilidade torna-a inclusivamente, em muitas das suas aplicacdes, o método mais
sensivel disponivel para a caracterizacdo de tecidos moles, sendo por isso e também neste
ambito, a técnica de imagiologia mais investigada (Z. Chen, 2012) (Mody et al., 2009). A
ressonancia magnética ¢ extremamente utilizada na imagiologia do cérebro e do sistema
nervoso central, na avaliagdo da funcdo cardiaca, ou ainda na deteccao de tecidos abnormais,
como ¢ manifestamente o caso dos tumores. No entanto, constata-se que em varias ocasides a
diferenca das imagens proporcionadas por ressonancia magnética de tecidos normais e

abnormais ndo ¢ suficientemente grande, resultando na necessidade de aplicar agentes de
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contraste de modo a aumentar a qualidade da imagem obtida, bem como a sua resolucao e

sensibilidade (Z. Chen, 2012) (Mody et al., 2009).

Os i0es metalicos paramagnéticos, de entre os quais se destaca particularmente o

gadolinio (€d¥*) tém sido apresentados como agentes de contraste para ressonancia
magnética de enorme potencial. O desenvolvimento de agentes de contraste tem como
objectivo a obten¢do de estruturas estdveis e menos toxicas, onde e por essa razio, os i0es
metalicos paramagnéticos sao ligados a compostos organicos, originando quelatos. Os casos
de maior sucesso sdo os do Gd(III)-DTPA, no qual o gadolinio (III) esta ligado ao acido
dietilenotriaminapentaacético (DTPA), e o GA(III)-DOTA, no qual o gadolinio esta ligado ao
acido tetraazaciclododecanotetraacético (DOTA), comercialmente designados,

respectivamente, por Omniscan e ProHance (Z. Chen, 2012).

Entre as nanoformulagdes que sdo utilizadas em contexto clinico e cuja monitorizacao
¢ realizada através de ressondncia magnética, assumem maior relevancia o Gadomer 17 e o
Resovist. Estas formulagdes permitem a monitorizagdo da perfusdo em vasos sanguineos
tumorais € em artérias coronarias, € ainda a visualizagdo primadria, ou metastatica, de lesdes
hepéaticas. Tendo estes, como os dois exemplos de maior sucesso, foram posteriormente
realizados estudos clinicos utilizando nanoparticulas de 6xido de ferro que mimetizam a ac¢ao
de Resovist, como o Endorem e o Sinerem, na monitoriza¢do de células estaminais nervosas,
em metastases do nodo linfatico, na injec¢do intranodal de vacinas e ainda na actividade dos
macrofagos na aterosclerose. Actualmente, decorrem varios estudos que contemplam
formulagdes de nanodiagndstico e a sua aplicagdo num conjunto vasto de patologias, e cujos

resultados sdo aguardados com grande expectativa (Rizzo et al., 2013) (Mody et al., 2009).

As técnicas e métodos utilizados actualmente na imagiologia, permitem a
possibilidade de acompanhar a biodistribuicdo das nanoplataformas, determinar o seu
mecanismo de ac¢do e, especialmente, monitorizar a progressdo de determinada patologia
em tempo real. No entanto, ¢ na sua generalidade, as nanoplataformas que se constituem
como, ou incorporam agentes de contraste, ndo apresentam habitualmente actividade

terapéutica, sendo o diagndstico o seu unico proposito (Mura & Couvreur, 2012).
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2.4. NANOTERAPEUTICA: O APARECIMENTO DA NANOFARMACOLOGIA

Assinalando a revolugdo tecnoldgica imposta pelo progresso cientifico recente no
ambito da nanotecnologia e da nanomedicina, e independentemente do debate inerente a
propria introducdo da nanotecnologia na industria da saude, verifica-se que esta area
pluridisciplinar veio originar novos campos de ac¢do, sendo um exemplo especialmente
pertinente, a nanofarmacologia (Stylianopoulos & Jain, 2015) (Jain et al., 2014) (M. Muthu
& Feng, 2010).

Aportam a nanofarmacologia todas as etapas necessarias ao desenvolvimento de um
protocolo terapéutico comegando, desde logo, pela descoberta de novos farmacos, de novos
veiculos terapéuticos, assim como o processo de seleccdo de farmacos tendo em vista a
maximiza¢do do seu indice terapéutico, aumentando a eficacia terapéutica e diminuindo a
toxicidade alcangada pela distribuicdo selectiva de um principio activo. Auxiliada por
nanoplataformas e tendo como objectivo a ampliacdo da efectividade terapéutica, cabe a
nanofarmacologia o conhecimento e o escrutinio das variaveis subjacentes a efectividade
terap€utica, nomeadamente, o0 mecanismo de ac¢do do farmaco, o veiculo utilizado e, ou o
percurso realizado no organismo até ao alvo terapéutico, bem como os processos de
distribuicdo e eliminagdo do farmaco (Stylianopoulos & Jain, 2015) (Jain et al., 2014) (M.
Muthu & Feng, 2010).

Genericamente, e quando comparadas com as opgdes terapéuticas de baixo peso
molecular tradicionais, as formulagdes geradas pela nanofarmacologia apresentam um
conjunto de vantagens em varios aspectos diferentes, no que a sua utilizagdo em contexto
clinico diz respeito. Ao permitirem uma redu¢do da excre¢do renal e ou da metabolizagdo
hepatica, promovem um aumento do tempo de circulacdo do firmaco no organismo. Ao
actuarem sobre parametros farmacocinéticos, nomeadamente sobre o volume de distribuicao,
provocando a sua reducdo, diminuem a acumulagdo de farmaco em tecidos saudaveis. Por
outro lado, as opcdes da nanoterapéutica aumentam a capacidade de acumulacao do farmaco
num determinado alvo terapéutico (Stylianopoulos & Jain, 2015) (Rizzo et al., 2013) (M.
Muthu & Feng, 2010).

Adicionalmente, e com especial relevo nas patologias do foro oncoldgico, as opgdes
da nanoterapéutica podem incorporar agentes quimioterapéuticos de baixo peso molecular,

auxiliando-os a ultrapassar diversas barreiras fisioldgicas, tipificadas na Tabela 1, e
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promovendo uma distribuicao eficiente do farmaco no alvo tumoral, melhorando assim o

proprio indice terapéutico dos farmacos utilizados (Stylianopoulos & Jain, 2015) (Rizzo et

al., 2013) (M. Muthu & Feng, 2010).

Tabela 1 - Factores limitantes a distribuicdo de firmacos em tumores. Fonte:(Rizzo et al., 2013)

Barreiras a distribuicdo de farmacos em tumores
Ba(re!ras Barreias Anatémicas Barreiras Fisioldgicas Barreiras Clinicas
Quimicas
Baixa Solubilidade Endotélio Vascular Excregdo Renal Baixa eficacia
Baixa Estabilidade Espago Perivascular Metabolizagdo Hepatica Elevada toxicidade
Baixo Peso Membrana celular Tumor de elevada Necessidade de
Molecular densidade celular hospitalizacao
Elevafio .VOl.uine de Membrana nuclear Elevada. Pressao de fluido Administragao frequente
Distribuicdo intersticial
Interacgdo de Barreira Bombas de efluxo de Efectividade de baixo
cargas Hematoencefalica farmacos custo

Com o propdsito de promover o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas
biocompativeis, terapeuticamente eficazes e ndo todxicas, a investiga¢do cientifica tem-se
focado no desenvolvimento de nanoplataformas, conforme abordado nos sub-capitulos
anteriores (Stylianopoulos & Jain, 2015)(Jain et al., 2014) (Crielaard, Lammers, Schiffelers,
& Storm, 2012).

Ao longo dos anos, o design de formulagdes em nanofarmacologia dirigiu-se
sobretudo para a distribuigdo selectiva de farmacos em tumores, estando a sua acg¢do
dependente do EPR para mediar passivamente a selectividade do farmaco. No entanto, nos
ultimos anos tem-se registado uma tendéncia para aplicar as opcdes nanoterapéuticas em
patologias ndo oncoldgicas e das quais se destacam a artrite reumatoide e a aterosclerose, ao
constatar-se o potencial da incorporacdo de agentes anti-inflamatdrios potentes, como os
corticoides, em nanoplataformas (Stylianopoulos & Jain, 2015)(Crielaard et al., 2012)(X.-M.
Liu, Miller, & Wang, 2010).

A demanda por melhores intervengdes terapéuticas conduziu ndo s6 ao aparecimento
de nanoformulagdes, conforme ilustrado na Tabela 2, como a um aumento progressivo da

investigacdo farmacologica da nanotecnologia, estando o sucesso da nanofarmacologia
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dependente da descoberta de formulagdes que possam simultaneamente ultrapassar barreiras

fisiologicas e promover uma distribui¢do controlada de farmacos. Desta forma, perspectiva-se

o continuo aparecimento de nanoformulagdes que possam de forma concomitante monitorizar

e manipular a biologia humana de forma controlada, tendo como propoésito o tratamento de

patologias (Jain et al., 2014) (M. Muthu & Feng, 2010).

Tabela 2 - Estado actual da nanofarmacologia. Fonte: (Jain et al., 2014)

Estado actual da terapéutica oriunda da nanofarmacologia

Nome . Via de Aplicacéo Estado
. Farmaco Nanoplataforma L ~ P
Comercial Administragéo Farmacoldgica Actual
. Nanoparticulas Cancro da mama
Abraxane Paclitaxel . P . Intravenosa o Mercado
ligadas a Albumina metastatico
.. . Cancro da mama
Myocet Doxorubicina Lipossoma Intravenosa o Mercado
metastatico
Cancro dos ovarios e
.. . cancro metastatico da
Caelyx Doxorubicina | PEG-Lipossoma Intravenosa Mercado
mama; Sarcoma de
Kaposi
DaunoXome | Daunorubicina Lipossoma Intramuscular Sarcoma de Kaposi Mercado
. Anfotericina . ~ L
Ambisome B Lipossoma Intravenosa Infecgdes Fungicas Mercado
Cancro da mama e do Ensaio
Genexol-PM Paclitaxel Dendrimeros Intravenosa ~ Clinico
pulméo
Fase I1
Criangas com leucemia Ensaio
L-Annamycacin [ Annamicina Lipossoma Intravenosa linfocitica refractaria ou Clinico
leucemia mieldide aguda Fase II
Nanoparticulas Tumores solidos em Ensaio
Docetaxel-PNPs | Docetaxel barth Intravenosa g Clinico
Poliméricas estadio avangado Fase I

A especificidade das nanoplataformas para o alvo terapéutico ¢ o aspecto de maior

relevancia em nanofarmacologia, e pode ser obtida tanto através activagdo do farmaco no alvo

terapéutico especifico como dotando a formulacdo com a capacidade de localizar

selectivamente o alvo terapéutico. O proximo desafio imposto a nanofarmacologia passa pela

estimulacdo programavel do sistema imunitario, permitindo a obtengdo de solugdes
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terapéuticas de rapida acgdo e possibilitando a regeneragdo de tecidos (Jain et al., 2014) (M.

Muthu & Feng, 2010).

2.4.1. LIMITACOES EM NANOFARMACOLOGIA

Com a crescente investigacdo e desenvolvimento da nanotecnologia promovendo a
utilizacdo de nanoplataformas num contexto clinico, constata-se um aumento da exposi¢ao de
humanos a estas aplicagdes. Estes nanomateriais podem entrar em contacto com o humano
através de varios processos, como por exemplo a absor¢do cutanea, a inalagdo, a injec¢do ou
ainda a ingestdo, o que implica a necessidade de um efectivo controlo de qualidade, assim
como uma avaliagdo efectiva dos riscos inerentes aos nanomateriais envolvidos. Surgindo
como uma consequéncia natural, e de forma a responder a esta questdo, a nanotoxicidade
procura avaliar tanto a seguranga como 0s potenciais riscos das aplicagdes que envolvem
nanomateriais, que tal como a avaliagdo farmacologica, limitou a introducdo em contexto
clinico de varias nanoformulagdes propostas (Stylianopoulos & Jain, 2015) (Jain et al., 2014)

(M. Muthu & Feng, 2010).

Comparativamente com particulas de maiores dimensdes ¢ idénticas propriedades
fisicas e quimicas, o facto de terem uma maior area de superficie dota os nanomateriais de
uma maior efectividade. Nao obstante o progresso recente, no ambito da nanotecnologia
oferecer potenciais beneficios em varias areas, inclusivamente em sistemas de distribui¢do de
farmacos, a avaliacdo da seguranca e o controlo de qualidade de nanomateriais assumem-se
como parametros criticos a ter em conta no que a saude humana e a propria proteccao
ambiental dizem respeito (Stylianopoulos & Jain, 2015) (Jain et al., 2014) (M. Muthu & Feng,
2010).

A inalagdo de nanoplataformas, por exemplo, pode resultar numa ampla disseminac¢ao
e deposicdo do nanomaterial envolvido, mediado por difusdo, ao longo de todo o tracto
respiratorio. Tratando-se de particulas de reduzidas dimensdes, estas podem entrar na
circulagdo sistémica e alcancar facilmente 6rgdos de critica sensibilidade, como sdo os casos
do cérebro, do coragdo, do baco ou ainda dos nodos linfaticos, carecendo, para ja, de
evidéncia cientifica acerca das potenciais consequéncias para o organismo deste tipo de

ocorréncia. (Stylianopoulos & Jain, 2015) (Jain et al., 2014) (M. Muthu & Feng, 2010) .
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Um outro exemplo, estudos recentes apontam os nanotubos de carbono como causa de
inflamacdo e de fibrose no caso de alcancarem os pulmdes. Num estudo onde foi utilizado o
rato como modelo animal, foram administradas formas de nanotubos de carbono com
diferentes graus de pureza. Apds examinagdo histopatologica dos pulmdes dos modelos
utilizados ao vigésimo primeiro dia do estudo, constataram-se diferentes contagens celulares,
diferentes valores de actividade enzimatica, nomeadamente da desidrogenase do lactato,

assim como um aumento do ntimero de neutrofilos no sangue (Jain et al., 2014).

A divulgacdo e andlise destes resultados enfatiza a necessidade de uma investigacao
cientifica sistematica apostada na utilizagdo de modelos toxicologicos, in vitro e in vivo, de
modo a facultar uma extensa e detalhada investigagdo acerca das interac¢des entre
nanomateriais e sistemas vivos, com o propoésito de permitir a avaliacdo tanto da eficécia,
como da toxicidade dos nanomateriais estudados. Ao pretender o desenvolvimento com
seguranga de uma medicina com recurso a nanotecnologia, revela-se necessario identificar e
ponderar os provaveis efeitos adversos associados as nanoplataformas. Nesse sentido, importa
ndo s6 a obtengdo de evidéncia cientifica, como o tratamento e compilacdo de dados que esta
gera acerca das relagdes entre a estrutura, a dimensdo, a efectividade e a toxicidade de
nanoplataformas (Jain et al., 2014). Ao garantir a sua seguranga e a sua eficécia, a inclusao de
nanomateriais em intervengdes terapé€uticas serd potenciada. Desta forma, o destino das
formulagdes oriundas da nanomedicina estd absolutamente dependente da biocompatibilidade
e da imunocompatibilidade dos nanomateriais, devendo ser, para as entidades reguladoras,
uma prioridade vital a inexisténcia de toxicidade associada a sua aplicacdo de uma forma

geral (Jain et al., 2014).

2.5. NANOTHERANOSTIC

Em sumula, e de forma a fazer face a rapida proliferagdo de patologias severas, como
¢ o caso das doengas oncoldgicas, infecciosas, cardiacas e auto-imunes, assume-se como
uma prioridade essencial a aposta na elaboracdo de melhores estratégias terapéuticas e de
diagnodstico, com o proposito de facultar a deteccdo e o tratamento da patologia,
especialmente quando esta ainda se encontra numa fase precoce. Tendo essa prioridade
como absoluta, avancos significativos nas areas da nanotecnologia e das ciéncias biomédicas

permitiram a convergéncia destas duas disciplinas, o que resultou numa abordagem mais
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complexa na constru¢do de nanoplataformas dotando-as de multifuncionalidade, ou seja,
combinando a seleccdo do alvo e a terapéutica localizada com o diagndstico. Desta forma, o
progresso cientifico conduziu a fusdo da terapéutica com o diagnodstico numa mesma
entidade, caminhando assim ao encontro da premissa de theranostic (Kojima et al., 2015)

(Fan, Fu, Yu, & Ray, 2014) (M. S. Muthu et al., 2014).

O aparecimento de nanoplataformas theranostic, frequentemente apelidadas no seio
da comunidade cientifica de particulas theranostic, ou nanotheranostic, assume-se como
uma alternativa a administracdo individualizada de agentes de contraste e diagndstico, e a de
agentes com actividade farmacoldgica, ao permitir uma distribui¢do unica ¢ harmoniosa de

ambos (Kojima et al., 2015) (Fan et al., 2014) (M. S. Muthu et al., 2014).

As técnicas de imagiologia acessiveis na actualidade, permitem a execucdo de
estudos longitudinais, ao longo de um determinado periodo de tempo, que visam a
monitorizagdo de alteracdes no tecido alvo promovidas pela estratégia terapéutica aplicada,
possibilitando a recolha e o processamento de dados precisos e detalhados relativos a
progressdo da patologia, assim como uma avaliacdo da intervencdo realizada numa fase

precoce (Kojima et al., 2015) (Fan et al., 2014) (M. S. Muthu et al., 2014).

Uma importante vantagem das formulagcdes nanotheranostic sobre as da
nanoterapéutica reside no facto da possibilidade de monitorizar as primeiras, no que a sua
biodistribui¢do, e a sua acumulagdo no alvo terapéutico diz respeito. Esta vantagem aplica-se
tanto em contexto pré-clinico como clinicamente, j4 que podem ser igualmente aplicaveis em

modelos animais como em humanos (Rizzo et al., 2013) (Mura & Couvreur, 2012).
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Figura 12 - Em (a) esta representada, de forma esquematica, um exemplo de uma formulagéo theranostic. Esta é
entdo constituida internamente por um nanoveiculo, neste caso um SPION, e a sua superficie polivalente pode
ser composta por um revestimento polimérico, o qual sdo incorpora o farmaco, o ligando, o agente de contraste,
e um agente promotor da captagdo celular. Em (b) encontra-se esquematizado o processo de distribuicdo
selectiva da formulag@o theranostic para um alvo tumoral através de diferentes processos. Em (I) a distribuigio é
mediada passivamente pelo Efeito de Permeabilidade e Retengdo aumentado. Em (II) a distribuicao selectiva da
formulagdo ¢ mediada activamente para o alvo tumoral pela incorporagdo de um ligando especifico. Em (III) o
processo de distribuigdo selectiva acontece na sequéncia da aplicagdo de um estimulo externo, neste caso

concreto, resulta da aplicagdo de um campo magnético. Fonte: (Singh & Sahoo, 2014)

A abordagem em nanotheranostic, combinando de forma racional a imagiologia nao
invasiva a distribuicdo selectiva de farmacos a um alvo terapéutico, prevé uma pré-selec¢ao
dos pacientes, conforme representado pelo esquema da Figura 13. Numa primeira etapa do
processo de seleccdo, apenas os individuos que demonstram niveis médios, ou elevados, de
acumulacdo no alvo terapéutico podem ser seleccionados para o tratamento com a
nanoformulagdo em questdo, enquanto que pacientes que demonstrem niveis baixos, ou
inexistentes de acumulagdo no alvo terap€utico podem ser direccionados para outros
tratamentos. Numa segunda etapa, utilizam-se técnicas de imagiologia ndo invasiva para
monitorizar a eficdcia terapéutica, identificando os pacientes que respondem melhor a
intervengdo terapéutica (Rizzo et al., 2013) (Mura & Couvreur, 2012). Embora represente do

ponto de vista econdmico e¢ do volume de trabalho, um maior investimento, este tipo de
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abordagem em theranostic facilita a realizacdo de ensaios clinicos em que as patologias se
encontram em fase precoce e envolvem a utilizacdo da nanoterapéutica (Rizzo et al.,

2013)(Mura & Couvreur, 2012).
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®
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Figura 13 - Diagrama esquematico demonstrativo do processo de selecgdo de individuos para ensaios clinicos

preconizado pela abordagem theranostic. Fonte: (Rizzo et al., 2013)

Este tipo de estratégia pode ter um contributo extremamente util, ao assegurar que
apenas os individuos que respondem positivamente a terapéutica terdo possibilidade de
participar no ensaio clinico, e nas eventuais analises relativas a eficacia terapéutica. Por outro
lado, a informacao gerada pela imagiologia permite a exclusao de individuos onde se verifica
a acumulacdo de farmaco fora do alvo terapéutico, como por exemplo em casos de co-
morbilidades associadas, reduzindo assim o risco de ocorréncia e, ou intensidade de

potenciais efeitos adversos (Rizzo et al., 2013) (Mura & Couvreur, 2012).

Ao combinar de forma eficiente e harmoniosa um agente de contraste com um agente
farmacologicamente activo numa unica formulagdo, dotando a nanoparticula theranostic de
um extenso grau de versatilidade, gera-se uma entidade capaz de oferecer um importante
contributo no desenvolvimento e optimizacao de intervengdes e protocolos terapéuticos de
caracter individualizado, colocando a pratica de uma medicina personalizada no horizonte

(M. S. Muthu et al., 2014) (Mura & Couvreur, 2012).
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Na sua grande generalidade, as aplicagdes nanotheranostic investigadas tém
apresentado resultados interessantes e promissores em estudos in vitro, sendo ainda necessario
ultrapassar algumas barreiras para que a sua aplicag@o In Vivo em contexto clinico possa ser
uma realidade. O crescente numero de artigos publicados no PubMed ao longo da tultima
década e no ambito de theranostic, sendo ja mais de 400, vem reforgar o interesse que esta
area inovadora vem suscitando na comunidade cientifica, sendo que a maioria das publicagdes
refere a preparacdo e a caracterizagdo das propriedades fisicas e quimicas das formulagdes
theranostic. Ocasionalmente, sdo acompanhadas por estudos in vitro, verificando-se na
grande generalidade a auséncia da prova de conceito in vivo. Por outro lado, em varios
estudos in vivo, a investigagdo da combinag¢do das funcionalidades terapéutica e de
diagnoéstico tém sido preteridas por estudos onde estas funcionalidades sdo investigadas
separadamente, o que ndo s6 impossibilita a extrapolacdo dos resultados obtidos como impede
que estes possam ser considerados sistemas theranostic reais (Mura & Couvreur, 2012).
Apesar do aumento progressivo que se tem registado ao longo dos ultimos anos, actualmente,
as publicagdes que remetem para a aplicagao in vivo das formulagdes theranostic representam
cerca de 15% dos artigos publicados neste ambito. Atendendo a esta circunstancia, fica por
demais evidente a necessidade de um aumento significativo da investiga¢do in vivo para que a
dimensao pré-clinica dos estudos possa ser ultrapassada e a aplicacao clinica do conceito de
theranostic se possa tornar realidade ao introduzir as formulagdes nanotheranostic em ensaios

clinicos (Mura & Couvreur, 2012).
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Ao serem concebidas para a investigacdo ndo invasiva de patologiasdurante o decurso
do seu tratamento, as formulagdes theranostic afirmam-se como um instrumento da
personalizacdo da préatica clinica repercutindo as caracteristicas especificas de uma patologia
em cada paciente. Ao monitorizarem a acumulacdo de firmaco no alvo terapéutico,
proporcionam a realizagdo de uma triagem com o propdsito de seleccionar apenas os
individuos que apresentam uma maior probabilidade de responderem positivamente a uma
terapé€utica sendo, entdo, escolhidos os pacientes em que se verifica uma elevada acumulacao
da nanoformulagdo no alvo. Ao detectar a acumulagdo da nanoformulagdo em tecidos
saudaveis e, portanto, fora do alvo terap€utico, torna também possivel a avaliagdo do risco
associado ao desenvolvimento de efeitos adversos (Ryu et al., 2014) (Lim, Jang, Lee, Haam,

& Huh, 2013).

O caracter ambivalente destas formulacdes, resultante da pela juncdo de um agente de
contraste em imagiologia ¢ de um agente com actividade farmacolégica numa mesma
entidade, permite a introdugdo de intervengdes terap€uticas ajustadas as necessidades de cada
individuo em contexto clinico. Desenvolvidas nos ultimos anos no sentido de caminhar para a
pratica de uma medicina personalizada e recorrendo, nomeadamente, a farmacogendmica e a
farmacoprotedmica, t€ém sido implementadas estratégias que permitem a individualizagdo da
terapéutica. Estas estratégias em voga, alicercadas no contributo dado pelos perfis genético e
molecular de cada individuo, procuram identificar os biomarcadores passiveis de afectar a
evolucdo da patologia, e ainda a resposta do individuo ao tratamento (Mura & Couvreur,

2012).

Ao permitir o acompanhamento da intervengao terapéutica em tempo real prevendo, e
avaliando, a sua efectividade, a abordagem em theranostic permite também a fundamentagao
de eventuais insucessos deste modelo de distribui¢do de farmacos em determinadas patologias

(Dianzani et al., 2014) (Lim et al., 2013) (P. S. Kim, Djazayeri, & Zeineldin, 2011).

Com um maior destaque para as patologias do foro oncolégico, e sendo esse ainda
hoje o principal foco de investigagdo neste ambito, a aplicagdo de formulagdes theranostic é
igualmente equacionada para um conjunto de patologias particularmente severas, ¢ das quais
se destacam as doengas infecciosas, as doengas cardiovasculares, e as doengas ¢ auto-imunes.

(Ryuetal., 2014) (Lim et al., 2013) (Mura & Couvreur, 2012).
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3.1. THERANOSTIC NA DOENCA ONCOLOGICA

No final da década de 70 do passado século e devido ao elevado nimero de mortes
associado, surgiram as primeiras iniciativas de indole cientifica relativas a aplicacdo de
nanoplataformas  em  patologias  oncoldgicas, nomeadamente, utilizando o
polialquilcianoacrilato como veiculo. E desde entio que a nanotecnologia se associa a
investigacdo cientifica, com o objectivo de criar nanoplataformas capazes de promover a
distribuicdo de um fdrmaco a um tumor, com maior exactiddo, e numa concentragdo capaz de

desenvolver uma acg¢do terapéutica durante um longo periodo de tempo (Lim et al., 2013).

E precisamente na area oncoldgica, onde a combinagdo das varidveis terapéutica e
diagnostico gera maior expectativa no que ao desenvolvimento de protocolos assentes numa
medicina personalizada diz respeito. Apesar da auséncia da prova de conceito relativa a
eficacia de varias nanoformulacdes e do ainda largo percurso até a sua introdugdo em ensaios
clinicos, a implementacao de intervengdes com base no conceito de theranostics permitiriam
tanto o diagndstico, como o tratamento da patologia em fase precoce, prevendo a efectividade
da terapéutica assim como o desfecho do tratamento. Ao conseguir melhorar a gestdo da
doenca, serd possivel fazer face as diferencas entre individuos, e a propria heterogeneidade
que caracteriza este tipo de patologia (Ryu et al., 2014) (Mura & Couvreur, 2012) (Janib,
Moses, & MacKay, 2010).

A forte aposta na investigagdo deste tipo de formulacdo deve-se fundamentalmente as
caracteristicas das nanoplataformas, cujas dimensdes entre os 10-100 nm, sdo semelhantes as
das macromoléculas bioldgicas, nomeadamente, das proteinas e do DNA. As nanoplataformas
poderem ser produzidas industrialmente, garantindo os requisitos necessarios, como a
exactiddo da dimensdo, a forma, a carga na sua superficie, a sua estabilidade, ou outras
caracteristicas necessarias a sua aplicag¢@o in vivo. Como descrito anteriormente, de forma a
ampliar a sua funcionalidade, foram adicionalmente desenvolvidos um conjunto de processos
e de técnicas, com o propdsito de permitir uma selectividade activa na distribuicao de
farmacos, através de modificacdes da superficie do nanoveiculo ao introduzir moléculas

capazes de reconhecer o alvo terapéutico (Lim et al., 2013).

Para que se obtenha um tratamento anticancerigeno efectivo, torna-se imperativa uma

eficiente penetragdo do farmaco no alvo terapéutico. Nesse sentido, além de ponderar os
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aspectos fisiologicos dos tumores, importa também considerar a utilizagdo de
nanoplataformas que permitam uma melhor penetracdo do farmaco no tecido tumoral, e da
qual seja resultante uma melhoria do indice terapéutico. De forma suplementar, t€ém sido
descobertos inumeros biomarcadores expressos especificamente pelas células tumorais, que
ndo s6 aprofundaram o conhecimento nesta area, como resultaram no direccionamento
selectivo da terapéutica para o tumor (Maruyama, 2011) (Torchilin, 2011) (Fang, Nakamura,

& Maeda, 2011).

Do ponto de vista vascular, uma patologia oncoldgica ¢ tipicamente caracterizada por
uma fraca organizacdo, assim como uma baixa densidade de vasos sanguineos em redor de
um tumor, verificando-se também a compressdao tanto de vasos linfaticos, como de vasos
sanguineos por parte das células tumorais, causando uma corrente sanguinea irregular (Lim et

al., 2013) (Maruyama, 2011) (Torchilin, 2011).

Quando comparados com tecidos saudédveis, os tumores podem apresentar taxas
superiores de produg¢dao de marcadores e enzimas, que em conjunto conduzem a um aumento
da permeabilidade dos vasos tumorais devido a uma rapida vascularizacdo. Adicionalmente
uma pequena, ou mesmo inexistente, drenagem linfatica a nivel tumoral, possibilita a
acumulagdo, como a retengdo de nanoplataformas, que devido ao elevado EPR, conseguem
manter-se em circulacao por longos periodos de tempo. Este efeito ¢, por isso, um mediador
passivo da distribuicdo selectiva de farmacos a um alvo terapéutico (Lim et al., 2013)

(Maruyama, 2011) (Torchilin, 2011).

3.1.1. REVESTIMENTO DE FORMULACOES

Os lipossomas foram as primeiras nanoparticulas, com actividade terapéutica
demonstrada no contexto oncoldgico a serem aprovadas pela FDA. Tendo sido o primeiro
nanoveiculo utilizado na distribuicdo de quimioterapia, os primeiros estudos indicaram a
contribuicdo dos lipossomas para um aumento da eficiéncia terapéutica, de melhorias na
biodistribui¢do e dos parametros farmacocinéticos da doxorrubicina. A cardiotoxicidade ¢ um
efeito adverso frequentemente associado a utilizagdo deste farmaco, assumindo-se como um

factor limitante da dose que pode ser administrada. Contudo, e ao encapsular a doxorrubicina
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em lipossomas, observou-se nao s6, um aumento da acumulacdao deste firmaco em tumores,
um aumento da actividade anti-tumoral, mas também uma diminuicdo da cardiotoxicidade
associada a sua utilizacdo. Assim, a doxorrubicina encapsulada por lipossomas demonstrou
ser uma alternativa segura e eficiente na pratica clinica, sendo utilizada no cancro dos ovarios
e no cancro da mama (M. Wang & Thanou, 2010). A esta formulagdo adicionou-se ainda o
PEG, o qual aumenta a estabilidade coloidal e impede a captacdo do farmaco por parte do
sistema reticulo-endotelial, que se assume como uma importante barreira a circulagdo
sistémica de nanoplataformas. Surgindo assim o firmaco que hoje conhecemos por Doxil.
Além da possibilidade de ser adicionado a lipossomas, o PEG pode ser adicionado a
superficie de varias nanoplataformas, formando uma tipica camada protectora hidrofilica na
sua superficie que impede fenomenos de agregacao, e interacgdes com 0s vVarios componentes
sanguineos. Através da utilizagdo de PEG, registou-se também uma diminuicdo da captagdo
de nanoplataformas por macréfagos e aumentou-se o seu tempo de circulagdo (M. Wang &

Thanou, 2010).

A segunda nanoformulagdo aprovada pela FDA no ambito da terapéutica oncologica
foi um conjugado de albumina e paclitaxel. Com o proposito de ultrapassar a questdo da
insolubilidade do Taxol, e através da ligagdo do paclitaxel a nanoparticulas de albumina de
130 nm, surgiu o farmaco Abraxane. A albumina ¢ um veiculo enddgeno natural de moléculas
hidrofobicas, ligadas através de ligagdes ndo covalentes. Adicionalmente, a albumina liga-se
ainda a osteonectina, uma glicoproteina produzida ao nivel dos osteoblastos que promove a
mineralizagdo 0ssea, sendo também responsavel pela secrecdo de um acido proteico rico em
cisteina que esta presente em alguns tumores, como se verifica nos casos do cancro da mama,
do pulmdo e da prostata, razdo pela qual se a albumina se acumula em tumores (M. Wang &

Thanou, 2010).

Camadas de PEG sao adicionadas a qualquer nanoplataforma que tenha o propoésito de
ser administrada por via intravenosa para posterior acumulacdo em tumores.
Independentemente da nanoplataforma em questdo ser um lipossoma, um dendrimero ou uma
nanoparticula inorganica, a adicdo de PEG visa o aumento do tempo de circulagdo inibindo a
acumulagdo de opsoninas, proteinas que promovem a fagocitose, ¢ a sua posterior captagao

por parte de macrofagos (Min et al., 2015) (Joh et al., 2013) (Dos Santos et al., 2007).

Apesar de ndo existir qualquer legislagao acerca da organizac¢do ou do tipo de PEG a

ser utilizado na superficie de nanoplataformas, surgem tendéncias de utilizagdo deste
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composto oriundas da extensa investigacdo de lipossomas no contexto oncologico. Assim, €
possivel verificar que tanto a dimensdo, como a densidade do PEG na superficie de
nanoplataformas assumem especial preponderancia nos tempos de circula¢do, assim como na
acumula¢do das nanoplataformas em tumores. Refer-se que as camadas de PEG que envolvem
o nanoveiculo podem ainda interferir com ligandos, utilizados para dotar a formulagao de
selectividade para o alvo terapéutico, impedindo a sua interaccdo com o respectivo receptor

(Min et al., 2015) (Joh et al., 2013) (Dos Santos et al., 2007).

No caso particular dos lipossomas, o efeito da camada protectora de PEG depende da
dimensdo da sua cadeia e da densidade da sua superficie. Importa referir que apesar da adi¢ao
de PEG a um lipossoma melhorar a eficiéncia da distribui¢do até ao alvo tumoral, este método
pode comprometer tanto a ligagdo, como a captagdo por parte das células tumorais (M. Wang
& Thanou, 2010) (Vonarbourg, Passirani, Saulnier, & Benoit, 2006). Uma maior cobertura da
superficie dos lipossomas ¢ conseguida pela utilizagdo de PEG e conjugados lipidicos de
maiores densidades, existindo no caso dos lipossomas, um valor percentual molar maximo
que pode ser incorporado a formulagdo sem que a distribuicdo sistémica seja comprometida.

Caso a densidade do PEG nio seja suficientemente elevada, existe o risco de este se dissociar

(M. Wang & Thanou, 2010) (Dos Santos et al., 2007) (Otsuka, Nagasaki, & Kataoka, 2003).

Ao serem incorporados na superficie de lipossomas, as cadeias de PEG apresentam
uma dimensao Flory (Rf), uma medida de viscosidade que avalia o volume molecular que o
polimero assume em solugdo, e que ¢ aplicada em polimeros flexiveis e de cadeia linear.
Quanto maior a dimensdo da cadeia de PEG, maior serd o valor do seu Rf. No entanto, alguns
estudos indicam que a densidade de PEG na superficie do lipossoma assume maior
importancia que a dimensdo da cadeia polimérica (M. Wang & Thanou, 2010). Ao aumentar o
valor lipidico de PEG, consegue-se aumentar a densidade PEG na formulac¢do, diminuindo a
distancia entre cada molécula de PEG na superficie da nanoparticula. Quando o valor da
distancia entre moléculas € superior ao do Rf, as cadeias de PEG tendem a organizar-se
aleatoriamente em forma de espiral, com uma nuvem semelhante a um cogumelo, conforme
ilustrado na Figura 14. Quando o valor da distdncia entre moléculas ¢ inferior ao do Rf, a
pressdo lateral exercida pela sobrelotacao das nuvens de PEG em forma de cogumelo, forga a
extensdo dos polimeros afastando-os da superficie da nanoplataforma, verificando-se o
aparecimento de conformagdes que tendem para uma maior linearidade, assumindo

tipicamente, a nuvem de PEG, a forma de escova. A configuragdo de PEG em forma de
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escova permite um aumento do tempo de circulacao da nanoplataforma, j4 que causa maior
repulsdo proteica ao nivel da interac¢do com as proteinas plasmaticas (M. Wang & Thanou,

2010).

Rf

<> —
D D

D > Rf D <Rf
Mushroom Brush

Figura 14 -Representagdo das diferentes conformacdes de PEG. Em I) esta representada a organizagdo das
moléculas de PEG em forma de cogumelo, onde se verifica que a distancia entre moléculas é maior que o valor
de Rf. Em II), esta ilustrada a organizag@o das moléculas de PEG em escova, constatando-se que o valor de Rf é

superior a distancia entre moléculas. Fonte: (M. Wang & Thanou, 2010).

Um outro fendmeno a ter em considera¢do remete para a actividade de anticorpos anti-
PEG. Alguns estudos indicam que este efeito pode ocorrer entre 2 e 4 dias apds a primeira
administracao de lipossomas peguilados, € no qual ¢ acelerada a clearance plasmatica das
administracdes seguintes desta formulacdo. Nao existem ainda dados relativos a outras
nanoplataformas peguiladas que induzam a actividade de anticorpos anti-PEG, pelo que esta
variavel deve ser extensamente investigada no contexto pré-clinico do desenvolvimento de

nanoparticulas (M. Wang & Thanou, 2010) (X. Wang, Ishida, & Kiwada, 2007).

Contrastando com o caso dos lipossomas, as nanoparticulas inorgénicas, e ainda que
revestidas com uma camada biocompativel, tendem a originar estruturas com dimensdes
muito menores. S3o ainda desconhecidos os efeitos da incorporagdo de PEG, da sua
dimensao, e da sua densidade na cinética das varias nanoplataformas, bem como no que a

acumulacdo em tumores diz respeito. Apesar de se verificar um nimero consideravel de
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estudos relativos ao revestimento de lipossomas com PEG, o mesmo nao ¢ possivel afirmar
no que concerne as nanoparticulas inorganicas. Adicionalmente, o revestimento de
dendrimeros e de polimeros biocompativeis com PEG, afigura-se demasiado variavel para
serem observadas tendéncias na sua investigacao, ainda que na sua maioria, o PEG ¢ utilizado
como co-polimero no caso das nanoparticulas poliméricas, dando geralmente origem a uma

micela (M. Wang & Thanou, 2010) (Gupta & Gupta, 2005) (Otsuka et al., 2003).

3.1.2. DIRECCIONAMENTO SELECTIVO DE FORMULAGOES PARA O ALVO TUMORAL

ATRAVES DE LIGANDOS

Uma outra forma de promover um efectivo direccionamento da nanoformulagdo para o
alvo tumoral, passa pela incorporacdo de moléculas na superficie de nanoplataformas, que
justamente ao alterarem a sua superficie, fomentam o seu reconhecimento por parte das
células tumorais (Bertrand, Wu, Xu, Kamaly, & Farokhzad, 2014) (Lim et al., 2013)
(Shmeeda, Tzemach, Mak, & Gabizon, 2009).

Sem a incorporacdo destas unidades de reconhecimento, as nanoformulagdes estdo
exclusivamente dependentes do seu revestimento, como abordado anteriormente, a base de
polimeros como o PEG. O efeito de selectividade dos ligandos incorporados na superficie das
formulacdes depende ndo s6 da propria natureza do ligando, como de um conjunto de
variaveis que dependem de um enquadramento cooperativo, para realizarem um desempenho

mais favoravel (Bertrand et al., 2014) (Lim et al., 2013) (M. Wang & Thanou, 2010).

Um dos desafios a considerar no direccionamento selectivo para tumores, ¢ o facto de
células defeituosas terem frequentemente um elevado grau de semelhanca com as células
saudaveis vizinhas. De forma a ultrapassar este obstaculo, ¢ necessario que o design de
ligandos tenha em consideragdo a especificidade para receptores sobreexpressos em células
tumorais, e que apresentem taxas de expressao normais, ou minimas em células saudaveis.
Assim, ndo s6 devem os ligandos possuir elevada afinidade para o receptor, como devem
ainda induzir, de forma inata, a endocitose mediada pelo mesmo. Regra geral, os ligandos sdo
incorporados na por¢ao mais superficial da formulagdo, por cima da camada polimérica de
revestimento. Entre o grupo de estruturas com capacidade ja demonstrada na indugdo da
distribuicao selectiva de nanoformulagdes para células tumorais, encontram-se 0s anticorpos,

fragmentos de anticorpos, aptdmeros, polissacaridos como o 4cido hialurénico, proteinas,
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péptidos como a arginina, a glicina ou o aspartato, ¢ algumas moléculas de pequenas
dimensdes como se verifica no caso dos folatos (Bertrand et al., 2014) (Lim et al., 2013) (M.

Wang & Thanou, 2010).

Anticorpos com actividade contra o receptor da transferrina (TfR), contra o receptor
antigénio especifico da préstata (PSA) e ainda contra o HER-2, receptor sobreexpresso no
cancro da mama, sdo exemplos de referéncia de receptores alvo devido a sua sobreexpressao
nas células tumorais. Normalmente, ¢ possivel verificar interac¢des fortes entre estes

anticorpos e os seus receptores correspondentes, como se pode verificar em baixo na

Figura 15, onde se aplicou uma nanoformulagdo constituida por um SPION,
doxorrubicina e um anticorpo anti-Her, num ratinho portador de cancro da mama. (M. Wang

& Thanou, 2010) (Tang et al., 2005) (J. W. Park et al., 2001)

Figura 15 - Imagens de ressondncia magnética na sequéncia da aplicagdo de uma nanoformulagdo constituida por
Doxorrubicina, um SPION e um anticorpo anti-Her como ligando, a um ratinho portador de cancro da mama ao
longo do tempo. Em (a) observa-se a imagem do tumor no momento anterior a injec¢do da formulagéo, 1 hora
apos a injeccdo (b), 4 horas apos a injeccdo (c), ¢ 12 horas apés a injecgdo (d). R2, que representa a taxa do
tempo de relaxamento (T2), e que ¢ tanto maior quanto maior a interaccdo com particulas magnéticas,
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verificando-se por isso uma acumula¢do maxima da formulacdo 1 hora apés a injec¢do, em (b). Fonte:(Mura &
Couvreur, 2012)

Os fragmentos de anticorpos, denominados por fragmentos Fab por corresponderem
precisamente a regido varidvel do anticorpo que ¢ responsavel pela ligacdo ao antigénio,
também tém sido investigados como possiveis ligandos selectivos. As vantagens da sua
aplicacao devem-se as suas menores dimensdes e ao facto de ndo possuirem a regido do
anticorpo responsavel pela inducao de actividade bioldgica (Fc), como a imunogenicidade e a
antigenicidade, em caso de contacto com a superficie das formulacdes (Bertrand et al., 2014)

(M. Wang & Thanou, 2010) (Tang et al., 2005).

Tal como se constata nos casos dos anticorpos e¢ dos fragmentos de anticorpos,
também a utilizagdo de proteinas como ligandos selectivos se deve a sua elevada afinidade
para receptores alvo. No caso concreto do ligando natural do TR, a proteina transferrina, a
ligagdo ao seu receptor surge com elevada afinidade, assumindo-se como um factor
importante para que a formulagdo tenha a capacidade de ultrapassar as barreiras sistémicas e
alcancar o alvo tumoral. Entre os ligandos proteicos de maior relevancia, destaca-se também a
uroquinase (uPA), uma enzima que ao activar o plasminogénio e ao induzir a sua conversao
em plasmina permite uma diminui¢do da formacdo de trombos. Estudos realizados
demonstram a selectividade deste ligando proteico para receptores sobreexpressos nos cancros

do colon e da mama (Lim et al., 2013)(M. Wang & Thanou, 2010).

Os péptidos apresentam-se como versdes mais reduzidas dos anticorpos e dos ligandos
proteicos. Estruturas peptidicas como a Ul1l, que actua na regido de ligacdo da uroquinase,
tém sido utilizadas para dotar formulagdes de selectividade para células tumorais nos cancros
da mama e da prostata. Entre os ligandos de menores dimensdes, destaca-se o acido folico, o
qual tem uma afinidade para receptores especificos e sobreexpressos nas células tumorais no
cancro dos ovarios, e ainda a anisamida, um ligando com afinidade para os receptores sigma,
sobreexpressos nas células tumorais no cancro do pulmio (Lim et al., 2013) (M. Wang &

Thanou, 2010) (Paulos, 2004).

Consoante o tipo de ligando seleccionado para a indugdo de endocitose mediada por
receptor, e o tipo de interaccdo entre ligando e receptor, a taxa de internalizacdo celular da
formulagdo pode ser alvo de variagdo, podendo influenciar a acumulagdo da mesma no alvo

tumoral. Uma elevada taxa de internalizagdo celular, como se verifica no caso dos folatos, cria
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gradientes de difusdo mais elevados, promovendo uma difusdo mais rapida das formulagdes
ao longo da vasculatura tumoral e permitindo uma maior acumulacdo nas células do tumor

(Lim et al., 2013) (M. Wang & Thanou, 2010) (Paulos, 2004).

A incorporagao adequada do ligando na nanoformulagdo é um aspecto crucial a ter em
conta. Sendo a camada responsavel pela selectividade, a camada mais superficial da
formulagdo, a sua superficie interage em primeira instancia com membranas celulares. Assim,
o ligando deve possuir conformacdo adequada, elevada afinidade para o receptor
correspondente, e ser capaz de promover elevadas taxas de captacao celular (Lim et al., 2013)
(M. Wang & Thanou, 2010) (Paulos, 2004). De forma cooperativa com a camada de
revestimento, a incorporagdo do ligando deve ainda contribuir para que a formulagdo apenas
seja reconhecida pelo organismo ao nivel do alvo terapéutico. Neste sentido, assume especial
importancia a incorporagdo de cadeias de PEG, com valores de densidade adequados a uma
cobertura Optima da superficie da formulacdo, o que tal como abordado anteriormente,
implica a incorporacao de cadeias com nuvem em forma de escova, permitindo um aumento
de interacgdes entre os ligandos e os receptores correspondentes (Bertrand et al., 2014)
(Shmeeda et al., 2009). Normalmente, a incorporacao de ligandos em formulacdes ¢ feita
através de espacadores de PEG. O espagador de PEG, ¢ uma cadeia tinica deste polimero
utilizada para fazer a ligacdao entre a nanoplataforma e o ligando, dota a nanoplataforma de
maior flexibilidade e permite um aumento da interac¢do com receptores. Quando utilizado
este método, a variavel mais importante a considerar ¢ a dimensdo da cadeia do espagador,
caso seja demasiado curta o ligando ¢ tapado pela restante camada de PEG que constitui o
revestimento da formulagdo. Por outro lado, se a cadeia do espagador de PEG for demasiado
longa, esta vai tender a adoptar a conformacdo em forma de cogumelo, comprometendo a
exposi¢ao do ligando ao receptor, ja que também aqui, serd tapado pelas conformagdes em
escova da camada de revestimento. Assim, a cadeia do espagador deve ter a mesma dimensao
das cadeias em conformacao de escova que compdem o revestimento, de forma a evidenciar a

exposicdo do ligando, e ndo comprometendo a interaccdo com o receptor (Bertrand et al.,

2014) (M. Wang & Thanou, 2010).

Viarios estudos sugerem, de forma geral, uma relagdo de dependéncia entre a
efectividade terapéutica nos modelos de distribuigdo selectiva de farmacos que utilizam

nanoplataformas e a extensdo do processo de captacdo celular, sendo que a contribui¢do da
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acumulagdo no alvo terapéutico assume-se como um factor secundario para alcangar uma boa

efectividade terapéutica (Bertrand et al., 2014) (Shmeeda et al., 2009).

Podemos entdo constatar que tanto as formulagdes que recorrem a incorporacdo de
ligandos, como as que niao dependem da ac¢do destas unidades de caracter selectivo, estdo
sujeitas a um EPR aumentado até alcangarem as proximidades do alvo terapéutico, momento
em que o mecanismo de captacdo celular pelas células tumorais ¢ ampliado no caso das

formulagdes que recorrem a ligandos (Bertrand et al., 2014) (Shmeeda et al., 2009).

Outra varidvel sujeita a considerar ¢ a quantidade de ligandos a incorporar na
superficie da formulagdo, visto que afecta o efeito de selectividade. Se por um lado, uma
elevada densidade de ligandos pode traduzir-se num aumento da probabilidade da existéncia
de interacgdes entre as formulagdes e receptores, por outro lado, a presenga excessiva destas
unidades de selectividade pode comprometer a efectividade da formulagdo tornando-se numa

clara desvantagem (Bertrand et al., 2014) (M. Wang & Thanou, 2010) (Shmeeda et al., 2009).

Verifica-se também, e de forma comparativa, que as formulagdes que utilizam a
incorporacdo de ligandos demonstram uma acumulacdo mais rapida, e em concentragdes mais
elevadas no alvo tumoral que as formulagdes que ndo recorrem a incorporagdo destas
unidades de selectividade. Assim, constata-se que a incorporagdo de ligandos ndo aumenta a
acumula¢do de uma determinada formulagdo num tumor, mas demonstra uma maior eficacia,
j& que, amplia a taxa de captag¢do de formulagdes pelas células tumorais (Bertrand et al., 2014)

(M. Wang & Thanou, 2010) (Shmeeda et al., 2009).

Em alguns estudos onde se recorreu a incorporacdo de folatos como ligandos,
registou-se uma acumulagao mais rapida das formulagdes a nivel tumoral que em formulagdes
que ndo utilizam ligandos. Concluiu-se que este facto se deveu ao reconhecimento das
formulagdes por macrofagos associados ao tumor, nos quais ocorre uma sobreexpressao de
receptores correspondentes aos folatos, tornando os macrofagos especialmente sensiveis para
o elevado grau de exposi¢cdo dos folatos, verificado na conformacao em forma de escova do

PEG (Bertrand et al., 2014) (M. Wang & Thanou, 2010) (Shmeeda et al., 2009).
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3.1.3. POTENCIAIS SISTEMAS DE DISTRIBUICAO SELECTIVA DE FARMACOS EM

THERANOSTIC

Uma estratégia com grande potencial na distribuicdo selectiva de formulagdes, passa
pela orientagdo magnética da formulagdo até ao alvo terapéutico, e no qual existe controlo da
libertacdo de farmaco. Neste contexto, t€ém sido utilizadas nanoparticulas com propriedades
magnéticas que ao serem guiadas por um iman colocado externamente, possibilita a
distribuicdo de farmacos no alvo terapéutico desejado (Lim et al., 2013) (Janib et al., 2010).
Esta abordagem alcangou elevada localizagdo e retencdo de farmaco na regido alvo com
poucos efeitos secundarios em quimioterapia. Por exemplo, num estudo efectuado por Gang
et al., desenvolveram-se nanoplataformas constituidas por polimeros magnéticos e contendo
um farmaco com actividade anti-tumoral, a gencitabina, com o objectivo de criar um sistema
mais eficiente para a distribuicdo de farmacos em terapéutica oncologica. Nao s as
nanoplataformas demonstraram uma elevada efectividade terapéutica na distribui¢do de
farmacos através da “activacdo magnética” para tecidos tumorais, como demonstraram a
possibilidade de serem utilizadas como agentes de contraste em ressonancia magnética. Este
sistema poderia ser aplicado para a distribui¢do selectiva de firmacos com a possibilidade de

detecgdo simultanea de cancro (Lim et al., 2013) (Janib et al., 2010).

Num estudo levado a cabo por Haam et al., foram desenvolvidas nanoplataformas
constituidas por nanocristais magnéticos e farmacos anticancerigenos, encapsulados por um
co-polimero anfipatico. Esta formulacdo theranostic demonstrou ser muito sensivel a
detecgdo através de ressondncia magnética e apresentou resultados muito significativos na
inibigdo do crescimento tumoral. Num outro trabalho, Brody et al. investigou a ac¢do de uma
formulagdo theranostic, constituida por um hidrogel contendo nanoparticulas a base de
poliacrilamida contendo um agente de contraste para a tomografia de emissdo de positroes
(PET), com acgdo sobre o cancro do pulmio. Estes estudos revelaram o potencial da
estratégia preconizada por theranostic, podendo ser utilizada como um novo sistema de
distribuicdo de nanofarmacos que permite de forma concomitante o tratamento e o

diagnostico de varias tipos de patologias oncoldgicas (Lim et al., 2013).

Existem ainda um conjunto de sistemas em theranostic cujo design ainda se encontra
numa fase precoce do seu desenvolvimento, mas nos quais se depositam grandes expectativas
atendendo ao potencial impacto numa grande diversidade de patologias, incluindo as do foro

oncolégico. Entre as formulacdes theranostic em desenvolvimento, assumem especial

70



Aplicac6es De Theranostic

destaque os sistemas de distribui¢ao selectiva de farmacos activaveis. Nesta abordagem
especifica de theranostic, as formulagdes sdo monitorizadas em tempo real via ressonancia
magnética, ¢ quando esta demonstra acumulagdo maxima no alvo terapéutico, ¢ entdo
aplicado um estimulo fisico externo que activa a formulagdo, fazendo com que esta liberte a

terapéutica (C. S. Kim, Duncan, Creran, & Rotello, 2013) (Lim et al., 2013).

Ao considerar a aplicagdo destes sistemas emergentes de distribuicdo de
nanoformulacdes em medicina personalizada, torna-se necessario o desenvolvimento de
plataformas responsivas a estimulos, consagrando nanomateriais aptos a promoverem, in vivo,
alteracdes fisicas ou quimicas. Assim sendo, importa dotar este tipo de sistema com a
capacidade de responder de forma adequada a ténues alteragdes in vivo, de modo a possibilitar
a libertacdo controlada do farmaco, a recolha de informacgdo acerca do metabolismo, e
permitindo ainda a sua activacdo, que consiste na indugdo tanto do sinal como da terapéutica,
no momento adequado (C. S. Kim et al., 2013) (Lim et al., 2013). Entre os estimulos que
activam estes sistemas de distribuicao selectiva de farmacos encontram-se a activagao por
laser proximo do infravermelho, a activacdo através da inducgdo de calor por ultra-som ou por
radiagdo luminosa, nos casos em que se recorre a utilizacdo de agentes fotossensiveis. A
aplicacao deste tipo de estimulo, visa induzir a decomposi¢do da nanoplataforma com o
proposito de se libertar rapidamente a terapéutica ao nivel do alvo respectivo (C. S. Kim et al.,
2013) (Katagiri, Imai, & Koumoto, 2011) (Janib et al., 2010). Em particular, activa¢do de
sistemas selectivos de distribuicdo de fdrmacos anticancerigenos através da inducdo de calor
pode permitir uma destruigdo selectiva de células tumorais durante um curto periodo de
tempo. Assim, e caso estes métodos alcancem a pratica clinica, as abordagens actualmente
utilizadas, a remogdo cirlirgica e a quimioterapia cronica, seriam evitadas (C. S. Kim et al.,

2013) (Katagiri et al., 2011) (Janib et al., 2010).

Seguindo uma tendéncia recente, a investigagdo em theranostic tem direccionado
esforcos no desenvolvimento de formulagdes activaveis por pH, nas quais nanoparticulas
magnéticas, obtidas a partir de polimeros anfipaticos, incorporam farmacos com actividade
anticancerigena e soluveis em compostos organicos. Estas formula¢des ndo s6 demonstram
uma eficiente distribuicdo do farmaco para o alvo terapéutico, como evidenciaram a
capacidade de assinalar tumores para posterior obtencao de imagens, recorrendo a ressonancia
magnética (Lim et al., 2013) (Felber, Dufresne, & Leroux, 2012) (Makhlof, Tozuka, &

Takeuchi, 2009). Devido a envolvéncia do meio tumoral, o pH extracelular dos tumores, varia
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tipicamente entre 5-6, sendo mais acido que o pH do sangue e dos tecidos saudaveis, que
apresentam valores mais proximos da neutralidade (pH 7,4). Este facto deve-se
fundamentalmente a produ¢do de 4cido lactico por parte dos tumores, que posteriormente o
libertam no meio extracelular. Neste modelo responsivo de distribui¢ao de farmacos, os perfis
de libertagdo de farmaco podem ser encarados como uma funcao do valor de pH. Assim que
alcangado o alvo terapéutico, os perfis de libertacdo do fArmaco podem avaliar a eficicia do
tratamento através de uma monitorizagdo rigorosa, como podem, inclusivamente, ser
utilizados para estimar a quantidade e a duragdo da libertacdo do farmaco veiculado. Estas
formulagdes theranostic apresentam, por isso, o potencial para se constituirem como um
sistema bivalente, possuindo uma capacidade de diagndstico aliada a producdo de um efeito

terap€utico, a ser futuramente aplicado em contexto clinico (Lim et al., 2013) (Felber et al.,

2012) (Makhlof et al., 2009).

3.2. THERANOSTIC EM PATOLOGIAS NAO ONCOLOGICAS

3.2.1. THERANOSTIC NAS DOENCAS INFECCIOSAS

Apesar de grande parte da investigacdo cientifica no ambito de theranostic ser dirigida
ao contexto oncologico e atendendo a sua versatilidade, estas formulagdes assumem-se
também como potenciais solugdes terapéuticas em patologias infecciosas, assumindo especial
relevancia nos casos onde se verificam fendmenos de resisténcia a farmacos. O nexo de
causalidade inerente as doencgas infecciosas remete para a accao de agentes patogénicos, como
¢ o caso das bactérias, dos virus, dos fungos ou ainda dos protozoarios (Dai et al., 2012) (Rai

et al., 2010).

Actualmente o aumento de estirpes patogénicas resistentes a terapéutica constitui-se
como um dos principais desafios, tornando evidente a necessidade de se desenvolverem e, ou
optimizarem, protocolos de diagnostico que permitam uma identificagdo especifica e mais
célere do agente envolvido na infecgdo, permitindo uma melhor abordagem terapéutica numa
fase precoce do tratamento, e uma utilizacdo mais eficiente dos agentes antimicrobianos

disponiveis (Dai et al., 2012) (Rai et al., 2010).
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Os métodos actualmente utilizados em laboratorio que visam a identificacao
bacteriana, bem como a susceptibilidade antibacteriana, necessitam de um periodo de tempo
nunca inferior a 48 horas, ja que requerem o isolamento e o crescimento de microrganismos.
Ao depender do desfecho deste tipo de processo para se iniciar a terapéutica, especialmente
nos casos em que a doenga infecciosa € severa, este atraso ¢ um factor de extrema importancia
e que pode comprometer o sucesso de uma intervengdo terapé€utica, tornando urgente o
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico, mais rapidos e precisos (Dai et al., 2012)

(Rai et al., 2010).

Nos ultimos anos tém sido descritos métodos de diagnostico que visam uma rapida
identificagdo de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), um dos agentes
patogénicos de maior importancia no ambito das infecgdes nosocomiais. O teste de
diagnoéstico “Inc-MRSA” tem um elevado grau de especificidade para a deteccdo de MRSA
através da recolha de amostras em esfregacos nasais. A sua implementagdo na pratica clinica
foi considerada viavel, e este método de diagndstico demonstrou maior rapidez na obtengao
de resultados quando comparado com os métodos tradicionalmente utilizados. No entanto, a
sua implementacdo requer um investimento significativo em equipamento avancgado.
Contrastando com este caso, a implementacdo de métodos baseados numa abordagem
theranostic teriam a capacidade de obter resultados precisos, com maior rapidez, sendo faceis
de manusear, e sem custo acrescido (Huh & Kwon, 2011) (Rai et al., 2010) (Pissuwan, Cortie,

Valenzuela, & Cortie, 2010).

3.2.1.1. TERAPEUTICA FOTODINAMICA

O contexto especifico das doencas infecciosas parece ser o indicado para uma das
mais promissoras abordagens em theranostic, a Terapéutica Fotodinamica (PDT), na qual uma
formulagdo theranostics conjugada com um agente fotossensivel promove ac¢do terapéutica,
através da producao de espécies oxigenadas reactivas apods foto-activagdo, tendo esta
abordagem sido ja aplicada com sucesso na eliminacdo de agentes patogénicos (Dai et al.,
2012) (Huh & Kwon, 2011) (Rai et al., 2010) (Pissuwan et al., 2010). A producdo de espécies
oxigenadas reactivas apds foto-activacdo, como o superdxido ou o perdxido de hidrogénio,
tém multiplos alvos celulares. Zeina et al. comprovou a eliminag@o cutdnea de varias espécies

microbianas utilizando azul de metileno e luz visivel, constatando através de um grupo
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controlo constituido por queratindcitos (cé€lulas responsaveis pela sintese de queratina e de
maior prevaléncia na epiderme humana), que estas células resistiram ao tratamento nas
mesmas condi¢des, ndo tendo sido observados quaisquer fendémenos de toxicidade associados,
tanto inicialmente, como de forma tardia. Um outro estudo protagonizado por Dai et al.
demonstrou eficacia no tratamento de uma infec¢ao dérmica de MRSA num modelo animal.
O sistema PDT utilizado, incorporou a polietilenoamina como agente fotossensivel, e que foi
activado por luz vermelha, verificando-se uma aceleracdo do processo de cicatrizagdo das
feridas dérmicas em 8,6 dias, comparando com os modelos em que ndo se aplicou este

método (Rai et al., 2010).

Rai et al. aplicou a abordagem theranostic em condigdes in vitro na distribui¢ao
selectiva da ampicilina em agentes patogénicos resistentes, através de um sistema PDT
conjugado com dois agentes fotossensiveis. Procurando aproveitar o mecanismo de
resisténcia das bactérias em seu beneficio, os agentes fotossensiveis utilizados sdo activados
pela presenga de enzimas bacterianas especificas e responsaveis pela ruptura do anel B-
lactimico presente em alguns antibidticos como a ampicilina, as [-lactamases. Esta
formulag@o apresentou, quando em contacto com uma estirpe especifica de Staphylococcus
aureus e depois de iluminada, uma elevada intensidade de fluorescéncia, constatando-se
posteriormente uma taxa de eliminacao superior a da penicilina G para esta mesma estirpe.
Atendendo a actividade demonstrada por este tipo de formulacdo, a sua associacdo aos
antibiodticos tradicionalmente utilizados para a eliminacdo de agentes patogénicos com, ou
sem, mecanismos de resisténcia associados, pode vir a ser uma importante mais valia no
combate as resisténcias a agentes antimicrobianos. Visto a formulacdo estudada ter sido
desenvolvida também com o proposito de desempenhar uma fun¢do de diagnostico, a emissao
de fluorescéncia pode vir a ser um exemplo de identificagdo de agentes patogénicos

resistentes (Huh & Kwon, 2011) (Rai et al., 2010) (Pissuwan et al., 2010).

A abordagem da terapéutica fotodinamica tem sido aplicada com sucesso no
tratamento da Leishmaniose, uma patologia causada por protozoarios do género Leishmania e
que pode manifestar-se tanto a nivel cutdneo como a nivel visceral, podendo causar lesdes
ulceradas, danos ao nivel dos nervos e dos vasos sanguineos, sendo capaz de possibilitar uma
infec¢do secundaria. Akilov et al. aplicou de forma efectiva um sistema PDT em condigdes in

vitro utilizando um modelo animal, tendo sido, no entanto, necessaria uma aplicagdo
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sucessiva do tratamento para que se verificasse uma total eliminacao deste parasita (Rai et al.,

2010) (Akilov et al., 2006).

Também no tratamento de infec¢des fungicas e virais, a aplicacdo da abordagem PDT
tem sido bem sucedida. Smijs et al. utilizou com sucesso um sistema PDT na remogdo do
Trichophyton rubrum, um fungo dermatofito que se assume como a maior causa do pé de
atleta. Marotti et al. empregou um sistema PDT com recurso ao azul de metileno como agente
fotossensivel, demonstrando a sua eficdcia no tratamento de pacientes com infec¢des causadas

por herpes virus (Rai et al., 2010).

A incorporagdo especifica de agentes fotossensiveis em nanoparticulas de ouro tem
ampliado, no contexto da abordagem PDT, a capacidade de eliminagdo celular em agentes
patogénicos. Perni et al. utilizou um sistema PDT constituido por nanoparticulas de ouro com
revestimento polimérico, e azul de metileno como agente fotossensivel, tendo obtido uma taxa
de eliminagdo significativa de Staphylococcus aureus e Escherichia coli apés uma curta
exposicao a uma radiacao luminosa com um comprimento de onda de 660nm (Dai et al.,

2012) (Huh & Kwon, 2011) (Rai et al., 2010).

3.2.1.2. TERAPEUTICA FOTOTERMICA

Na sequéncia do éxito registado na aplicagdo da Terapéutica Fotodinamica (PDT),
surgiu de forma mais recente a Terapéutica Fototérmica (PTT). Esta abordagem theranostic
estd ainda numa fase precoce do seu desenvolvimento, verificando-se que a larga maioria dos
estudos publicados reflectem a obtencdo de resultados em condi¢des in vitro. Durante os
ultimos anos, diversos estudos tém sido realizados no contexto das doencas infecciosas com o
intuito de verificar o resultado da aplicagdo de calor localizado em tecido bioldgico e em
bactérias, as quais recorream maioritariamente a utilizagdo de nanoparticulas de ouro (Sosnik
& Carcaboso, 2014) (Rai et al., 2010). O interesse nas nanoparticulas de ouro devem-se as
suas propriedades Opticas resultantes da absor¢ao de ressonancia plasmonica. Ao absorverem
radia¢do luminosa, os electrdes das nanoparticulas de ouro tendem a acumular-se numa regiao
da nanoparticula, ao invés de estarem uniformemente distribuidos pela sua superficie (este
estado excitado é designado por plasmon). Assim, estas nanoparticulas tém sido construidas
com o propdsito de provocar uma deslocagdo da banda de absor¢do para um comprimento de

onda de gama proxima do infravermelho para consequente operacionalidade, actuando como
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agentes de contraste fototérmicos. Uma outra vantagem associada a indugdo de calor nestas
nanoparticulas, deve-se ao facto dos efeitos que causam a destruicdo celular estarem

confinados, numa escala nanométrica, em torno das nanoparticulas (Sosnik & Carcaboso,

2014) (Rai et al., 2010).

Uma das primeiras iniciativas no contexto da PTT, utilizou nanoparticulas de ouro
esféricas de 40nm na eliminagdo de Staphylococcus aureus, depois de activagdo através de
radia¢do pulsada. Este sistema theranostic recorreu a anticorpos contra a proteina A como
ligandos, existentes na parede celular das bactérias. Na sequéncia da exposi¢do a radiagdo e
com a alteracdo da temperatura, verificou-se a formagao de bolhas de cavitacdo em redor do
aglomerado de nanoparticulas, fendémeno que promoveu a eliminacao da bactéria. Huang et
al. promoveu a utilizagdo de nanoparticulas multifuncionais de 6xido de ferro e ouro para
incorporar superficialmente a vancomicina, farmaco capaz de se ligar selectivamente a
algumas bactérias. Apds sujeitar as formulagdes a uma radiacdo com luz préxima do
infravermelho durante 3 minutos, verificou-se um aumento na temperatura de 55°C que
causou a eliminacdo de varias estirpes bacterianas (Sosnik & Carcaboso, 2014) (Rai et al.,

2010).

No contexto da PTT, tém-se realizado abordagens semelhantes com outros
nanoveiculos, nomeadamente com nanotubos de carbono, que actuam como agentes de
contraste fototérmicos quando expostos a luz proxima do infravermelho, com o objectivo de
promover o diagndstico e o tratamento de infecgdes causadas por agentes patogénicos. Kim et
al. verificou a clevada afinidade na ligacdo a bactérias por parte dos nanotubos de carbono,
num estudo onde o agente patogénico seleccionado foi uma estirpe especifica de Escherichia
coli. Nao s6 demonstraram potencial para lesar bactérias de forma irreversivel, ao
promoverem uma redugdo significativa da viabilidade das bactérias na sequéncia de duas
exposi¢des, ambas com a duracdo de um nanosegundo, de radiagdo luminosa préoxima do
infravermelho e comprimentos de onda de 532nm e 1064nm, como podem ser utilizados
simultaneamente como agentes de contraste quando expostos a este tipo de radiacdo. Além do
potencial impacto no tratamento e diagndstico no ambito das patologias infecciosas, os
autores deste estudo evidenciaram ainda a potencial aplicacdo que este tipo de sistemas pode
vir a ter na purificacdo de dgua potavel, no processamento de produtos alimentares, ou ainda

na desinfec¢do de dispositivos médicos (Sosnik & Carcaboso, 2014) (Rai et al., 2010).
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Os sistemas theranostic activaveis por radiagdao luminosa revelam potencial para
superar os fendémenos de resisténcia a antibioticos podendo, por isso, vir a causar um impacto
dramatico no tratamento das doencas infecciosas. Com efeito, a abordagem PDT tem a
capacidade de diferenciar as células do agente patogénico das do organismo humano,
promovendo a especificidade e a efectividade da terapéutica, estando talhada para activacao
através dos proprios mecanismos de resisténcia bacterianos. A abordagem PTT enquadra-se
como um tratamento antimicrobiano selectivo dada a afinidade das nanoplataformas para a
ligagdo a bactérias alvo. Apesar das diferencas registadas entre estas abordagens theranostic,
verifica-se que ambas tém potencial para promover um diagnodstico rapido e preciso, o que as
torna num recurso especialmente valioso neste contexto clinico (Kojima et al., 2015) (Sosnik

& Carcaboso, 2014) (Rai et al., 2010).

3.2.2. THERANOSTIC NAS DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doengas do foro cardiovascular apresentam uma taxa de mortalidade associada
muito superior as homologas verificadas nas doengas infecciosas ou em qualquer tipo de
doencga oncologica, sendo responsaveis pelo maior nimero de mortes a nivel mundial. A sua
prevaléncia global e a sua taxa de mortalidade associada, evidenciam a necessidade de se
desenvolverem e optimizarem protocolos terapéuticos, constatando-se um enorme potencial
no ambito de theranostics para intervir neste tipo de patologia (Kojima et al., 2015) (Lu,

2014) (Rai et al., 2010).

Embora a progressdao da doenga possa acontecer de forma latente durante décadas,
verificando-se tipicamente um quadro de auséncia de sintomatologia, as formulagdes
theranostic teriam possibilidade de responder em conformidade tanto aos casos onde a
sintomatologia se verifique, como aos casos assintomaticos. A aplicacdo de uma abordagem
theranostic na sequéncia da divisio em subpopulagdes, consoante o risco cardiovascular,
assumir-se-ia como uma medida preponderante para a deteccdo de casos onde a
sintomatologia nao se verifique, ¢ onde a patologia se encontre numa fase ainda precoce

(Kojima et al., 2015) (Lu, 2014) (Rai et al., 2010).

A investigagdo cientifica no ambito de theranostic tem dedicado esfor¢os na procura

de potenciais solugdes terap€uticas para patologias como a aterosclerose ou a degeneracao
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macular (Kojima et al.,, 2015) (Lu, 2014) (Rai et al., 2010). A degeneragdo macular
relacionada com a idade (DMRI), exibe-se como a principal causa de perda de visdo em
individuos de idade avangada, nas populagdes dos paises mais desenvolvidos. A sua
degeneragdo ¢ frequentemente assintomatica numa fase precoce, sendo esta patologia
caracterizada de duas formas, a atrofica ou nao neo-vascular, a mais frequente e causada por
um envelhecimento dos tecidos da macula, e a exsudativa ou neo-vascular, onde a
proliferacdo de células endoteliais conduz a formagdo de vasos sanguineos coroidais
localizados atras da retina e que, em ultima instancia e devido a derrames ou hemorragias,
podem causar uma perda total da visdo (Rai et al., 2010) (Gryziewicz, 2005) (Schmidt-Erfurth
& Hasan, 2000). A terapéutica adoptada no tratamento da degeneracdo macular neovascular
recorre a utilizacdo de verteporfina. A utilizagdo de verteporfina, um farmaco fotossensivel,
que actua sobre o tecido alvo apds foto-activagdo e através da formagdo de espécies
oxigenadas reactivas, como o superoxido ou o perdéxido de hidrogénio, que ao acumular-se
preferencialmente nos neo-vasos coroidais provoca a sua oclusdo, e evita assim o
comprometimento da retina. A utilizagdo combinada da fluoresceina, agente de contraste em
angiografia, e de terapéutica foto sensivel, a verteporfina, em lipossomas foto-activaveis
contribuem para uma gestdo efectiva desta patologia em contexto clinico (Rai et al., 2010)

(Gryziewicz, 2005) (Schmidt-Erfurth & Hasan, 2000).

A arteriosclerose, a variante mais severa da aterosclerose, ¢ uma doenca inflamatoria
na qual se verifica o aparecimento de lesdes resultantes do espessamento e endurecimento das
paredes das artérias de médio e grande calibre. Esta perda de elasticidade estd associada a
formacdo de depositos na parede das artérias maioritariamente constituidos por lipidos,
fibrina, cdlcio e células de musculo liso que podem, com a progressdo da doenca, levar a
formacgdo de placas. Esta patologia pode perdurar durante décadas e surgir em qualquer faixa
etaria, sendo que quando ocorre na infancia, as lesdes iniciais sao provocadas exclusivamente
por macrofagos e linfocitos T. Caracterizando-se por ser uma patologia instavel, a formacao
de placas ¢ de dificil diagnostico por angiografia, sendo a ruptura de placas a causa de 75%
dos casos de sindrome coronario agudo e de 60% dos casos de estenose da artéria cardtida
(Schiener et al., 2014) (Rai et al., 2010). Na génese da arteriosclerose, os macrofagos tendem
a acumular-se nas placas e direccionam a resposta inflamatoria através da secre¢do de
citoquinas, que promovem o recrutamento de outras células imunitérias para o local da lesao.
Ao acumularem-se nas placas formadas no revestimento interno das artérias, os macrofagos

assumem-se como potenciais alvos para a ac¢do de formulagdes theranostic, permitindo nao
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s0 a deteccao como o tratamento destas lesoes. A evidéncia cientifica verificou a existéncia de
receptores de dextrano na superficie celular dos macréfagos, sendo este facto a premissa para
a aposta no desenvolvimento de nanoformulagdes revestidas com dextrano para promover a
distribuicdo selectiva de farmacos em macrofagos, visto que o revestimento com dextrano
induz a fagocitose das nanoplataformas. Estudos in vitro utilizando farmacos citotoxicos
incorporados por nanoplataformas de 6xido de ferro revestidas com dextrano e conjugadas
com um agente fotossensivel e um agente de fluorescéncia num sistema foto-activavel,
alcancaram efectivamente o alvo terapéutico, causando morte celular e assumindo-se como

um potencial futuro sistema theranostic (Schiener et al., 2014) (Rai et al., 2010).

3.2.3. THERANOSTIC NAS DOENGCAS AUTO-IMUNES

A artrite reumatoide ¢ uma patologia auto-imune sistémica que promove inflamacao
de articulagdes, podendo nos casos mais severos, levar a destrui¢do de tecido articular. A
resposta inflamatoria verificada na artrite reumatoide inclui a maioria dos agentes celulares
implicados na resposta inflamatoria que ocorre na arteriosclerose. A inflamacao da articulacao
¢ entdo causada pela activacdo de macréfagos que direccionam a resposta inflamatodria através
de citoquinas que recrutam outras células do sistema imunitario. Como resultado, existe um
aumento da angiogénese, onde se formam novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes,
acompanhada de hiperplasia ao longo da membrana sinovial, responsavel pela lubrificacao
das articulagdes através da secre¢do de liquido sinovial (Rai et al., 2010) (Gabriel et al., 2009)

(K. Park, 2009).

A utilizagao de sistemas terapéuticos fotodindmicos na reducdo da membrana sinovial
hiperplasica ¢ uma abordagem ndo invasiva para o tratamento da artrite reumatdide. A
selectividade de qualquer tratamento ¢ importante devido ao potencial para danificar tecido
saudavel. Estudos in vitro que utilizaram um nanoveiculo polimérico fotossensivel, o
feoforbideo, e um pro-farmaco activado na presenga da proteina trombina, cujo aumento €
regulado pelo tecido sinovial de pacientes com artrite reumatdide, conduziram a observacao
de fluorescéncia entre as articulagdes artriticas, que tinham niveis 4 vezes superiores aos
observados em articulagdes sem a patologia. A fluorescéncia obtida pela activagdo do pro-
farmaco na presenga de trombina foi posteriormente correlacionada com a classificagdo

clinica da doenca, o que podera vir a ser util no diagnéstico desta patologia. Este tipo de
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formulacdo pode ser uma ferramenta 1util para detectar os niveis de trombina ou a
agressividade da inflamagdo, permitindo ainda o tratamento da artrite numa fase precoce (Rai

et al., 2010) (Gabriel et al., 2009) (K. Park, 2009) .

A psoriase ¢ uma doenga auto-imune que afecta a pele, mucosas, unhas ¢ nos casos
mais severos articulagdes, manifestando-se através do aparecimento de lesdes descamativas e
bem delimitadas que podem aparecer em qualquer regido corporal, ocorrendo a formacao de
uma placa psoriatica, lesdes ovais simetricamente distribuidas, na grande maioria dos casos.
O diagnostico de fluorescéncia ¢ utilizado na pratica clinica para visualizar a placa psoriatica
e a extensdo das lesdes. Ao promover a administragao topica do acido S-aminolevulinico, este
¢ absorvido pelo tecido lesionado onde ¢ convertido em protoporfirina IX (PPIX), decorrente
da actividade metabolica. A fluorescéncia emitida pela PPIX ¢ tanto maior quanto menor a
espessura do estrato corneo, o que permite observar a heterogeneidade da lesdo. A utilizacao
da PPIX numa nanoformulagdo como agente fotossensivel, permitiria ndo s6 o diagndstico de
lesdes como poderia direccionar selectivamente a terapéutica. O design de uma futura
formulagdo theranostics fotossensivel para a psoriase, pode depender dos resultados da
investiga¢do da regulacdo enddgena que permite a conversao do acido 5-aminolevulinico para

PPIX (Pinto et al., 2014) (Carrascosa et al., 2011) (Rai et al., 2010).

Os agentes foto-activaveis prometem uma estratégia de terapéutica e diagnodstico com
o minimo de invasdo, assim como promover a sua monitoriza¢do durante o tratamento. Estes
agentes oferecem a possibilidade de refinar os agentes fotossintéticos disponiveis para o
direccionamento da terapéutica ou a utilizacdo de novas metodologias para diagnosticar
patologias. Atendendo ao desenvolvimento de theranostic ¢é expectavel que muitas
terap€uticas existentes sejam revistas num futuro proximo, tal como o seu diagndstico

(Kojima et al., 2015) (Sosnik & Carcaboso, 2014) (Rai et al, 2010).
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O conceito de medicina personalizada procura a individualizacdo da prética clinica,
adequando a terapéutica e o diagndstico as necessidades especificas de cada individuo. Ao
considerar a susceptibilidade do individuo para uma determinada patologia, assim como a
resposta a um determinado agente terapéutico, a medicina personalizada procura racionalizar
0s recursos disponiveis, direccionando-o0s exclusivamente para os individuos em que se

verifique uma utilizagéo

Ao invés de utilizar uma mesma opgdo terapéutica para a mesma populacdo, e
recorrendo a ferramentas oriundas da genética e da gendmica, a medicina personalizada
promove a divisdo em subpopulagbes com base em polimorfismos, e promove uma utilizacdo

da terapéutica orientada para o perfil genético do individuo.

Torna-se claro que apesar do esforco registado na promoc¢do da farmacogendmica,
deve tornar-se prioritario o processo de identificacdo de todas as variacbes ao nivel dos
nucle6tidos das quais resulte uma maior susceptibilidade para uma determinada patologia e
diferencas significativas na resposta a uma determinada terapéutica. Tal facto fomenta um
design de farmacos orientado para o perfil genético do individuo, sendo especialmente

relevante nas patologias de maior prevaléncia.

O crescente interesse na utilizagdo de biomarcadores pode constituir um recurso
valioso para a Industria Farmacéutica e para o processo de desenvolvimento de farmacos. Ao
assumirem-se como indicadores moleculares de uma propriedade biologica especifica, 0s
biomarcadores tém a capacidade de prever, medir, e avaliar a resposta a uma determinada
terapéutica assim como a ocorréncia de efeitos adversos. Assim sendo, O recurso aos
biomarcadores pode vir a traduzir-se na diminuicdo dos custos inerentes ao processo de
desenvolvimento de um farmaco, na diminuicdo do tempo de duracéo todo este processo, e
ainda no reaproveitamento de principios activos outrora descartados no decorrer do processo e

em que se verifique o seu beneficio para uma determinada subpopulag&o.

No ambito da medicina personalizada e gracas ao progresso tecnoldgico registado na
nanomedicina ao longo dos tempos, theranostic assume-se como uma abordagem com
potencial para revolucionar a pratica clinica, tal como € hoje conhecida. Ao fundir os

conceitos de terapéutica e diagnostico, theranostic incorpora um agente com actividade
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farmacologica e um agente com actividade terapéutica numa mesma entidade polivalente,
sendo especialmente relevante a capacidade de alcancar um determinado alvo terapéutico na
maximizacdo da efectividade terapéutica, na diminuicdo de efeitos secundéarios, na
possibilidade de diagnostico de patologias em fase precoce, e ainda na monitorizacdo de

tratamentos.

Tendo sido concebida com base na adopcéo de processos nao invasivos e derivados da
pratica actual em imagiologia médica, assim como a utilizacgio de nanomateriais
biocompativeis e bioestaveis, a abordagem theranostic tem, como prioritaria, a minimizacéo

de riscos decorrentes da sua aplicacdo para o paciente.

Ao promover a utilizacdo de nanoplataformas como veiculos de distribuicdo de
farmacos, a abordagem theranostic procura tomar partido das vantagens da utilizacdo destes
nanomateriais relativamente aos modelos tradicionais de distribuicdo de farmacos. Entre as
suas vantagens, destacam-se a capacidade para ultrapassarem com distingdo diversas barreiras
fisiologicas, reducdo da excregdo renal, promovendo um maior tempo de circulagdo, a
reducdo do volume de distribuicdo o que implica uma menor a acumulacdo em tecidos
saudaveis, e a capacidade de acumulacdo num determinado alvo terapéutico, ampliando a
concentracdo de farmaco no alvo e reduzindo a sua acumulacdo em tecidos saudaveis,
promovendo assim uma maior efectividade da terapéutica e uma diminuigéo significativa da
ocorréncia de efeitos adversos sistémicos. A utilizagdo de nanoveiculos em modelos de
distribuicéo selectiva de farmacos, como se verifica no caso das nanoformulagdes utilizadas
actualmente no tratamento de patologias oncoldgicas, ao promoverem uma maior efectividade
da terapéutica associada a uma menor incidéncia de efeitos secundarios, contribuem para um
melhor prognoéstico, assim como aumentam a tolerdncia e aceitacdo dos pacientes a

terapéutica.

A utilizagdo concomitante de nanoplataformas com os agentes de contraste utilizados
em imagiologia medica também se tem revelado vantajosa, j& que com a utilizacdo destes
nanoveiculos € obtida uma imagem com melhor resolucdo o que permite a deteccdo de
pequenas lesdes cuja deteccdo ndo seria possivel através da utilizacdo exclusiva dos agentes

de contraste mais tradicionais.

No contexto do nanodiagnostico, verifica-se ainda que a aplicagdo directa de
nanoveiculos como agentes de contraste promove uma razdo sinal-ruido mais elevada no

tecido alvo, comparativamente com a razdo obtida num tecido saudavel circundante.
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Entre as nanoplataformas utilizadas na veiculacdo de formulacGes, destacam-se as
nanoparticulas de ouro (GNPs), as nanoparticulas magnéticas (SPIONs) e os nanotubos de
carbono (CNTS), que atendendo as suas propriedades Opticas intrinsecas assumem especial
relevancia no processo de diagndstico de patologias, sendo adequadas para inclusdo em

sistemas de distribuicao selectiva de farmacos activaveis.

Entre os sistemas de distribuicdo selectiva de farmacos investigados em theranostic,
assumem especial relevancia os sistemas activaveis por estimulos externos. Sendo
considerados modalidades avancadas de distribuicdo de farmacos, estes permitem uma
utilizacdo mais efectiva da formulagdo, ampliando o seu efeito terapéutico no alvo
seleccionado e diminuindo a ocorréncia de efeitos secundarios, ja que a libertacdo da

terapéutica ocorre apenas nas proximidades do alvo terapéutico.

Atendendo a sua polivaléncia e grau de especificidade, a abordagem theranostic tem
sido investigada tendo em vista a sua aplicacdo numa vasta diversidade de patologias,
assumindo especial relevancia nas doencas com maior prevaléncia e maiores taxas de
mortalidade associadas, como se verifica no caso das patologias do foro oncolégico, das
infecciosas, das cardiovasculares e das auto-imunes. Verifica-se que as doencas oncoldgicas

tém merecido um maior detaque por parte da comunidade cientifica.

No entanto, a investigacdo cientifica de nanoformulacbes com propriedades de
diagnostico e de terapéutica ainda ndo é uma pratica recorrente, verificando-se ainda uma
elevada percentagem de estudos relativos a nanoformulacGes que investigam isoladamente as
propriedades de diagndstico e de terapéutica, encontrando-se muitos destes estudos ainda
longe da introducdo em ensaios clinicos. Assim sendo, apesar de se observar um crescimento
inequivoco ao nivel da investigacdo no contexto da nanomedicina ao longo da ultima década,
a abordagem theranostic encontra-se numa fase embrionaria do seu desenvolvimento, estando
a sua introducdo na pratica clinica ainda longe de ser uma realidade.N&o obstante de a sua
inclusdo na pratica médica estar ainda longe de ser uma realidade, é possivel constatar o
namero crescente de nanoformulagdes, quer no mercado, quer na introducdo em ensaios

clinicos.

Quando se verificar a introducdo desta abordagem na prética clinica em patologias de
elevada prevaléncia, com uma taxa de sucesso condizente com a expectativa que tem sido
criada em seu redor, a implementacdo de theranostic pode vir a conduzir a um aumento

substancial na esperanca média de vida, desconhecendo-se por esta altura o seu potencial
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impacto ético, econdémico e politico nas mais diversas sociedades, podendo inclusivamente vir

a levantar questdes relacionadas com a sustentabilidade social.
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