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RESUMO

A nanotecnologia e as suas aplicagdes em terap€utica oncologica tém despertado
o interesse da comunidade cientifica. O cancro ¢ um dos problemas globais mais dificeis
e complexos de abordar, com taxas de mortalidade elevadas, e para o qual a pratica
clinica atual se revela insuficiente. Apesar do elevado nimero de opgdes terapéuticas, o
problema reside na falta de especificidade e inerente toxicidade sistémica a que os
doentes estdo sujeitos, o que se traduz em taxas de sucesso variaveis e pode implicar
elevados niveis de desgaste fisico e emocional.

Com a evolucdo da nanotecnologia inicia-se uma nova era de veiculacdo de
farmacos, que utiliza as caracteristicas favoraveis e unicas das nanoparticulas para
melhorar a terapéutica oncologica. No entanto, enfrentam também multiplos desafios e
constante ceticismo sobre o seu verdadeiro valor terapéutico.

O objetivo desta revisdo de literatura ¢ dar a conhecer os conceitos de
nanotecnologia e nanomedicina, quais as principais nanoplataformas e respetivas
vantagens, os beneficios desta abordagem, os progressos obtidos na pratica clinica e

quais os principais obstaculos que a vertente “nano” enfrenta.

Palavras-chave: Nanotecnologia | Nanomedicina | Cancro | Terapéutica oncoldgica






ABSTRACT

Nanotechnology and its applications in cancer therapy, has sparked the interest
of the scientific community. Cancer remains one of the most difficult and complex
global problems to tackle, with high mortality rates, and the current clinical practice is
inadequate. Despite the large number of therapeutic options, the problem lies on the
lack of specificity and inherent systemic toxicity of current drugs, which translates into
variable success rates and may involve high levels of physical and emotional exhaustion
for patients.

With the evolution of nanotechnology, a new era of drug delivery begins, using
the unique and favorable characteristics of nanoparticles to improve cancer therapy.
However, they also face numerous challenges and constant skepticism about their true
therapeutic value.

The goal of this literature review is to introduce the concepts of nanotechnology
and nanomedicine, what are the main nanoplatforms and its advantages, the benefits of
this approach, the advances obtained in clinical practice and the main obstacles faced by

the “nano” dimension.

Keywords: Nanotechnology | Nanomedicine | Cancer | Cancer therapy
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Introducdo

1. INTRODUCAO

O cancro ¢ uma das principais causas de morte a nivel mundial. De acordo com
a OMS, no ano de 2012, cerca de 8,2 milhdes de individuos faleceram vitimas de
cancro. Dentro de uma década ¢ expectavel que a incidéncia de novos casos suba de 14
milhdes em 2012 para cerca de 20 milhdes (Wild, Stewart, & Wild, 2014; IARC, 2016).

Cancro ¢ um termo genérico utilizado para designar um vasto grupo de doencgas
que podem afetar qualquer parte do corpo. Trata-se de uma de uma doenga multifatorial
caracterizada por um “crescimento descontrolado, excessivo e indefinido das células
afetadas, cuja proliferacdo ndo pode ser adequadamente controlada pelos mecanismos
reguladores que operam nos tecidos normais” (Mota Pinto, 2013, p.293).
Habitualmente, o nimero de células de um determinado tecido ¢ devidamente regulado
por processos celulares que levam a morte celular programa por apoptose das células
envelhecidas. Essas células serdo substituidas por novas — células estaminais — que
sofrem processos de divisao e diferenciacdo de modo a se tornarem células funcionais.
A manutencdo do equilibrio entre a divisdo celular e a apoptose ¢ algo delicado. Em
situacdes cancerigenas verifica-se a produgdo de um numero excessivo de células,
associada a uma divisdo celular descontrolada e a uma diminui¢do da eliminagdo por
apoptose. As células neopldsicas escapam aos mecanismos de controlo e podem
rapidamente invadir tecidos contiguos e, eventualmente, metastisar outros Orgaos
(World Health Organization, 2002; Mota Pinto, 2013).

Adicionalmente, esta patologia implica também um elevado desgaste fisico,
psicologico e social, representando inimeros encargos para o doente, para a familia,

para a sociedade e para o Estado.
1.1. Epidemiologia e etiologia

Atualmente, sabe-se que a incidéncia do cancro pode variar com diversos
fatores. Condicdes geograficas, socioecondmicas, estilos de vida e at¢é mesmo fatores
genéticos, sdo apenas alguns dos exemplos.

Analisando as taxas de incidéncia e mortalidade e reconhecendo alguns dos
fatores de risco € possivel obter uma perspetiva da situagdo mundial. Na Figura 1
podemos visualizar as taxas de incidéncia e mortalidade dos tipos de cancro que mais

afetam a populacdo a nivel mundial.
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Nanotecnologia e sua aplicacdo em terapéutica oncologica

Incidéncia
I Mortalidade Homens Mulheres

Pulmao
Mama
Colorretal
Estomago
Figado
Prostata
Esofago
Utero
Pancreas

Leucemia

41 20 [¢] 20 41

Taxa de incidéncia e mortalidade por 100000 (padronizada por idade)

Figura 1: Taxa de incidéncia e mortalidade, a nivel mundial, em 2012, ambos os sexos, padronizadas por
idade (International Agency for Research on Cancer, 2018)!

Dados de 2012 indicam que cerca de 15% da totalidade de mortes a nivel
mundial foram causadas pelo cancro, sendo os mais mortais: pulmao (1,6 milhdes de
mortes), figado (740000 mortes), estdmago (720000 mortes), colorretal (690000
mortes) e mama (520000 mortes) (IARC, 2016).

Em Portugal temos assistido, a semelhanca do que ocorre no resto do mundo, a
um aumento regular da incidéncia do cancro (Figura 2). O aumento da esperanga média
de vida, aliado a multiplos fatores, incluindo as taxas de sucesso no tratamento ndo
apenas do cancro, mas também de outras patologias, tem permitido o aumento da

probabilidade de desenvolver novas neoplasias (Miranda & Portugal, 2016).

! - As taxas de incidéncia e mortalidade s3o padronizadas por idade de modo a uniformizar as diferentes
faixas etarias
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Figura 2: Previsdo da evolugdo da incidéncia de cancro em Portugal (Miranda & Portugal, 2016)

Hoje em dia ja existe diversa informagdo sobre a etiologia do cancro. A maioria
dos cancros ndo ¢ simplesmente uma sequela geneticamente determinada, mas sim um
conjunto de manifestagdes de comportamentos pessoais e culturais aliados a
suscetibilidade hereditéria individual (Mota Pinto, 2013).

A prevaléncia de determinadas caracteristicas fisioldgicas hereditarias, a
acumulacdo de mutacdes somaticas ndo corrigidas durante a vida e at¢ mesmo alguns
genes herdados podem favorecer o aparecimento desta patologia. Inimeros estudos tém
sido realizados sobre cancros hereditarios, sendo os genes herdados responsaveis por
cerca de 5% a 10% dos casos de cancro (Lu et al., 2014) . Nao obstante, a genética tem
demonstrado um papel crucial no controlo da patologia como, por exemplo, a
identificacdo de individuos e familiares em risco de desenvolvimento de neoplasias
malignas. Tal identificacdo permite a implementagao de estratégias de prevencao ou até
mesmo a identificagdo mais detalhada do tipo de cancro de modo a realizar um
tratamento mais especifico (World Health Organization, 2002).

Todo o processo de transformacdo de células normais em células tumorais €
constituido por multiplas fases e geralmente progride de uma lesao pré-cancerigena para
um tumor maligno. Tal como mencionado, estas alteracdes sdo o resultado da interacdo
entre a pré-disposicdo genética do proprio individuo e trés categorias de agentes
externos, incluindo: 1) carcinogénicos fisicos, tais como radiagdo ionizante e
ultravioleta; 2) carcinogénicos quimicos, como por exemplo, componentes do fumo do
tabaco e 3) carcinogénicos biologicos, tais como infe¢des provocadas por determinados

virus, bactérias ou parasitas (World Health Organization, 2002; Mota Pinto, 2013) .
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Nanotecnologia e sua aplicacdo em terapéutica oncologica

Existe também evidéncia que invariavelmente correlaciona a adocdo de
determinados estilos de vida e de comportamentos de risco ao aparecimento de diversas
malignidades. De acordo com a OMS (2016), cerca de 30 a 50% dos cancros podem ser
evitados se houver um maior controlo dos fatores de risco, tais como: tabagismo,
consumo de alcool, dieta pouco saudavel, com baixa ingestdo de frutas e vegetais,
obesidade ou excesso de peso, inatividade fisica, infecdo por VPH, infecdo pelo virus da
hepatite, entre outros. O tabaco ¢ o fator de risco com mais impacto, sendo responsavel
por cerca de 22% das mortes globais por cancro (Ezzati, Lopez, Rodgers, Vander, &
Murray, 2002; IARC, 2016).

Outro fator relacionado com o cancro ¢ a idade. Apesar de o cancro poder afetar
qualquer individuo, de qualquer idade, ha uma pré-disposi¢do, em individuos de faixas
etdrias mais avancadas para o aparecimento de neoplasias malignas (Figura 3). De
acordo com Netto (2002), o envelhecimento ¢ considerado um processo natural,
dindmico e progressivo. Verificam-se alteragdes morfologicas, fisiologicas, bioquimicas
e psicoldgicas que causam maior vulnerabilidade e que resultam numa maior incidéncia
de processos patologicos associados a perda progressiva da capacidade de adaptacdo do
individuo ao meio ambiente. A acumulagdo de risco de desenvolvimento de neoplasias
malignas ¢ combinada com a tendéncia de declinio do sistema imunitario e com a
diminuicdo de eficicia que os mecanismos de reparacdo celular apresentam nestas
faixas etarias mais avancadas (IARC, 2016; White et al., 2014; World Health
Organization, 2002).

Taxa de 2500
incidéncia por
100000 2000 A\
1500 -
=#=Homens
1000 — Mulheres

] L

0- 1- 5- 10- 15- 20- 25- 30- 35- 40- 45- 50- 55- 60- 65- 70- 75- 80- 85-

Grupos Etdrios

Figura 3: Taxa de incidéncia de cancro por grupo etario e sexo (2010) (Registo Oncoldgico Nacional,
2016)
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Introducdo

Atualmente, as terapias convencionais utilizadas para o tratamento do cancro
permanecem num impasse tecnologico. De um modo geral, as terapéuticas sdao as
mesmas de ha décadas atras ¢ consistem essencialmente na combinagdao de dissecao
cirtirgica, quimioterapia e radioterapia. Apesar dos avangos tecnoldgicos que se tém
verificado nestas técnicas, a pratica permanece longe do ideal, face a diversos
inconvenientes, tais como: distribuicdo sistémica ndo especifica de agentes tumorais,
concentragdes inadequadas de farmaco que atingem o tumor, citotoxicidade intoleravel,
capacidade limitada de monitorizar a resposta a intervengao terapéutica, possibilidade
de reincidéncia e desenvolvimento de células cancerigenas resistentes a terapia.
Adicionalmente, os métodos de diagndstico e progndstico sdo insuficientes face as
necessidades de previsdo da eficacia da terapéutica e dos possiveis resultados para o
doente (Misra, Acharya, & Sahoo, 2010; Parreira & Eugénio, 2011).

A nanotecnologia ¢ uma area que nos ultimos anos tem emergido como uma das
mais promissoras em diversas areas, incluindo a oncologia. Proporciona novas formas
de abordagem da doenga e interrelaciona areas de biologia, engenharia e medicina,
sendo expectavel que lidere avangos significativos na area da oncologia, nomeadamente

no tratamento oncolégico.
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Nanotecnologia e Nanomedicina

2. NANOTECNOLOGIA E NANOMEDICINA

2.1. Definicao

Nos ultimos anos, termos como nanotecnologia, nanomedicina e nanoparticula
(NP) tém sido alvo de inumeras e distintas defini¢des. Nao existe uma definicdo
universalmente aceite, o que ndo ¢ algo surpreendente, uma vez que se trata de uma area
recente e multidisciplinar, com a intervencdo de diferentes entidades e disciplinas
cientificas.

A Nanotecnologia ¢ a ciéncia que se debruca sobre a compreensao e o controlo
da matéria a dimensodes entre 1 a 100 nanometros, onde fendmenos unicos possibilitam
novas aplicagdes. Envolvendo diferentes técnicas de engenharia e tecnologia, a
nanotecnologia implica a cooperacdo de diferentes areas tais como imagiologia,
medi¢do, modelagdo e manipulagdo de nanomatéria. A investigagdo em Nanotecnologia
estd direcionada para a criagdo e exploracdo de materiais, dispositivos e sistemas
melhorados que explorem essas propriedades. Deste modo, trata-se de um ramo da
ciéncia transversal a diversos dominios cientificos — Materiais, Biotecnologia,
Eletronica, Computagdo - que engloba todas as tecnologias e processos que manipulam
ou exploram materiais a nanoescala, permitindo avancos significativos em areas que,
nao sendo novas, comec¢am a ser reinventadas (Fatal & Eugénio, 2010; Satalkar, Elger,
& Shaw, 2016). No entanto, os debates entre diferentes entidades reguladoras e
comunidades cientificas relativamente a nano nomenclatura, quais as dimensdes exatas
da nanoescala e do que se pode considerar um nanomaterial, permanecem nao
uniformizados. As defini¢des de nanoparticulas mais comummente utilizadas, apoiadas
por opinides de alguns grupos académicos, consideram que uma determinada particula,
para ser classificada como nanomaterial, tem de ter dimensdes compreendidas entre 1 e
100 nm. No entanto, esta defini¢do ndo € a mais cientificamente correta, uma vez que
ndo engloba adequadamente todos os nanomateriais. Para além das dimensdes, outras
caracteristicas, tais como propriedades fisico-quimicas e farmacodindmicas, causam
algumas incertezas e discordancias destes termos na comunidade cientifica (Duncan &

Gaspar, 2011; Satalkar et al., 2016).
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Nanotecnologia e sua aplica¢do em terapéutica oncoldgica

Tendo em conta o impacto que esta tecnologia poderd causar na qualidade de
vida de futuras geragdes, a saude e a biotecnologia sdo as dreas em que se concentram
as maiores expetativas sobre as potencialidades da nanotecnologia.

A nanomedicina pode ser definida como a aplica¢ao da nanotecnologia na area
da saude. A European Science Foundation (ESF) define-a como “a ciéncia e a
tecnologia de diagnosticar, tratar e prevenir doencgas e lesdes traumaticas, aliviar a dor,
bem como preservar ¢ melhorar a saude, utilizando ferramentas moleculares e
conhecimento molecular do corpo humano” (ESF, 2004, p.11). Esta definicdo permite
englobar trés principais areas da nanotecnologia que tém sido desenvolvidas para
aplicagdes na area da satde:

1. Diagnéstico, biossensores e ferramentas cirurgicas que sao utilizadas no exterior
do doente;

2. Agentes de imagem e tecnologias de monitorizacdo que podem ser utilizados
para diagnostico;

3. Tecnologias e biomateriais inovadores (com possibilidade de serem combinados
com terapia celular) que sdo utilizados para veiculacdo de f&rmacos, engenharia
de tecidos e para reparagdo tecidular. Algumas aplicagcdes requerem apenas
manipulagdes ex vivo, mas a maioria permite que a administragdo ao doente
possa ser efetuada utilizando diferentes vias de administragdo (exemplo: topica,

oral, parental, pulmonar, implante cirtrgico, etc.) (Duncan & Gaspar, 2011).

Adicionalmente, de acordo com o relatério “Nanomedicine: Drivers for
development and possible impacts” (CE, Joint Research Center, 2006) do centro de
pesquisa da Comissao Europeia (CE), a nanomedicina inclui também: (1)
nanoparticulas (NP) para aplicacdo médica com dimensdes que variem entre 1 e 1000
nm; (2) biochips, classificados como nanotecnologia caso incluam componentes
nanométricos; (3) polimeros terapéuticos.

A nanomedicina tem sofrido uma evolugdo exponencial ao longo da ultima
década, sendo que algumas destas nanoterapias ja sao hoje utilizadas e outras prometem
avangos significativos em aplica¢do clinica. Conforme mencionado atras, trata-se de
uma area que utiliza ferramentas da nanotecnologia para o diagnostico, prevencgdo e
tratamento da doenga, bem como para um melhor conhecimento e compreensdo acerca
dos processos fisiopatologicos da mesma. Engloba diversas areas e distintas aplicacdes:

nanomedicamentos (desenvolvidos, quer como sistemas de veiculagdo de farmacos,
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quer como medicamentos biologicamente ativos), nanoagentes de imagiologia e

diagnéstico (Duncan & Gaspar, 2011; Hafner, Lovri¢, Lakos, & Pepi¢, 2014).

2.2. Enquadramento historico

Descobertas de pioneiros como Michael Faraday que descreveu e caracterizou
solugdes coloidais de ouro, Ilya Metchnikov que estudou o sistema imunitario e
contribuiu para a compreensdo do sistema fagocitario e Paul Ehrlich que explorou os
conceitos de diagndstico celular especifico e terapéuticas direcionadas a células-alvo,
foram importantes pontos de partida para o desenvolvimento da nanotecnologia
(Duncan & Gaspar, 2011). Adicionalmente, no inicio do século XX, Paul Ehrlich
introduziu o conceito de “bala magica”, a qual eram adicionados determinados farmacos
e que eram direcionados especificamente a células afetadas pela doenca. A utilizacao
desta técnica com o agente antimicrobiano Salvarsan pode ser considerado como o
ponto de partida para a moderna vetorizagdo de farmacos (Krukemeyer, Krenn,
Huebner, Wagner, & Resch, 2015).

Ao longo do século XX, outros avancos importantes a nivel cientifico, tais como
o desenvolvimento de microscopia de alta resolugdo, uma melhor compreensao dos
mecanismos celulares (c€lulas, constituintes, processos intra e intercelulares), a
descricdo e compreensdo das estruturas de DNA e RNA aliados aos avangos nas areas
de bioquimica e biotecnologia, admitiram novas possibilidades de pensar nano. Permitiu
ndo apenas demonstrar mais precisamente as estruturas a nanoescala, mas também

posiciona-las e manipula-las de forma adequada (Krukemeyer et al., 2015).

A partir da segunda metade do século XX comegaram a surgir os primeiros
nanomedicamentos, sempre acompanhados de algum ceticismo por parte da
comunidade cientifica e da industria devido ao seu tamanho (“pequenas moléculas
curam doengas?”), aplicabilidade clinica e viabilidade economica (Duncan & Gaspar,
2011).

A promogao da investigagdo inter e multidisciplinar levou ao desenvolvimento
de nanomedicamentos como lipossomas (Bangham, Standish, & Watkins, 1965;

Bangham, 1993), dendrimeros (C. C. Lee, MacKay, Fréchet, & Szoka, 2005),
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nanoparticulas e nanocapsulas (Couvreur, Tulkens, Roland, Trouet, & Speiser, 1977)
e conjugados poliméricos (Langer & Folkman, 1976).

A evolucao das plataformas nanométricas passou pela modificagdo da superficie
das mesmas utilizando polimeros de polietilenoglicol (PEG). Isto permitiu a prevengao
da liga¢do inespecifica a componentes do sangue e, consequentemente, reduzir a
intervengdo das células do sistema fagocitico monocelular, permitindo aumentar o
tempo de semivida das mesmas (Kamaly, Xiao, Valencia, Radovic-Moreno, &
Farokhzad, 2012).

Em 1995 surge o DOXIL®, a primeira formulagio lipossomal de doxorrubicina
(DOX) aprovada pela US Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento do
sarcoma de Kaposi associado ao HIV. A encapsulacao da doxorrubicina em lipossomas
permitiu a alteracdo da farmacocinética e da biodistribuicao do farmaco, aumentando o
tempo de semivida, conduzindo a uma maior concentracdo de DOX, com uma
consequente melhoria da eficacia e uma redugdo da toxicidade (Kamaly et al., 2012;
Udhrain, Skubitz, & Northfelt, 2007).

Com o desenvolvimento tecnologico que se seguiu, surgiu a oportunidade de
aumentar a especificidade das NP através da conjugacdo com alguns ligandos de
afinidade, tais como anticorpos, fragmentos de anticorpos, péptidos, aptameros,
acucares e pequenas moléculas (Kamaly et al., 2012). Seguiu-se o aparecimento de
conjugados anticorpo-farmaco (Wilchek, Levy, Maron, Arnon, & Sela, 1975),
albumina-farmaco (Trouet, Masquelier, Baurain, & Deprez-De Campeneere, 1982) e
de blocos micelares copoliméricos (Yokoyama et al., 1990).

Deste modo, surgiu o Abraxane®, um conjugado nanoparticula-proteina, em que
nanoparticulas de paclitaxel (PTX) sdo acopladas a albumina sérica humana. Este
farmaco foi aprovado pela FDA em 2005 para tratamento do cancro da mama, pulmao e
pancreas. Outra nanoplataforma de 1* geragdo a ser desenvolvida foi o Genexol-PM®,
uma micela polimérica PEG-PLA, aprovada na Coreia em 2007 (Z. Li, Tan, Li, Shen, &
Wang, 2017). Mais recentemente, em 2013, foi aprovado um conjugado anticorpo-
formaco, transtuzumab emtansina, Kadcyla®, para pacientes com cancro da mama que
possuam o recetor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2) (Z. Li et
al., 2017).

Comecaram também a surgir nanoparticulas de 6xido de ferro com aplica¢des
clinicas para o tratamento da anemias e também como agentes de contraste para imagem

por ressonancia magnética (Anselmo & Mitragotri, 2016). Adicionalmente, particulas
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de ouro (artrite) e prata (agentes antimicrobianos) tém também demonstrado

aplicabilidade e interesse clinico crescente ao longo dos anos (Duncan & Gaspar, 2011).
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Figura 4: Cronograma da evolugdo da nanomedicina: Lipossomas, conjugados poliméricos e
dendrimeros sdo alguns dos exemplos dos primeiros nanomedicamentos que surgiram. O DOXIL® foi o
primeiro lipossoma utilizado no tratamento do cancro. Seguiram-se lipossomas ndo peguilados
(Myocet®), conjugados nanoparticula-proteina (Abraxane®), micelas poliméricas PEG-PLA (Genexol-
PM®), lipossomas de vincristina (Marqibo®), NP de éxido de ferro (NanoTherm®), conjugados anticorpo-
farmaco (Kadcyla®). Existem também novas nanotecnologias em fases de ensaios clinicos tais como: NP
poliméricas PEG-PLGA (BIND-014) e imunolipossomas anti-EGFR. Perspetivas futuras apontam para a
utilizagdo de NP em terapéutica fotodindmica (Z. Li et al., 2017).

2.3. Desenvolvimento de nanossistemas: Principios -chave

Durante uma fase inicial de pesquisa, cada novo nanomedicamento deve ser
cuidadosamente otimizado, tendo em consideragdo o uso clinico proposto, a via de
administracdo, dose e frequéncia de dosagem. Apesar da existéncia de inimeros e
diversos tipos de nanomedicamentos e da variabilidade dos métodos de produgdo,
podemos considerar a existéncia de checkpoints empiricos comuns e gerais que se

encontram resumidos na Figura 5.
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Figura 5: Metodologia de design, otimizagao e sele¢do de um candidato para desenvolvimento pré-
clinico (Adaptado de Duncan & Gaspar, 2011)

Para além da evidente necessidade de um nanomedicamento demonstrar
atividade funcional (farmacologica), qualquer novo produto, para ser considerado um
candidato clinico/ pré-clinico, deve igualmente demostrar um parecer favoravel nos
parametros de farmacocinética, seguranca e de especificagdo de produto (Duncan &

Gaspar, 2011).
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2.3.1. Capacidade de carga

A capacidade de carga de uma determinada nanoplataforma ¢ um dos parametros
primordiais do design de um nanomedicamento e, essencialmente, reflete a proporcao
de massa de um farmaco no conjunto do nanomedicamento.

Um nanossistema de transporte de um farmaco tem que ter uma capacidade de
carga suficientemente elevada para garantir a existéncia de efeito terapéutico. Para que
se verifique a adequabilidade da incorporagdo do componente bioativo numa
determinada nanoplataforma ¢ necessario garantir a sua compatibilidade com a matriz,
bem como conhecer detalhadamente as suas propriedades fisico-quimicas, estrutura,
poténcia e mecanismo de agdo (Duncan & Gaspar, 2011; Shen, Shihong, Wu, Youshen,

Liu, Yongchun, Wu, 2017).

2.3.2. Farmacocinética

Os nanomedicamentos sdo frequentemente concebidos de modo a melhorar a
biodisponibilidade, a facilitar a libertagdo controlada ou promover a vetorizagdo de um
farmaco e, portanto, ndo ¢ surpreendente que os nanomedicamentos mais efetivos
tenham surgido a partir de um design cuidado, com uma farmacocinética bem estudada.
Nao importa o quao promissora pode ser a resposta farmacologica; se a terapéutica nao
atingir o devido alvo, nunca se poderd considerar eficaz. Dai que estabelecer
precocemente o perfil farmacocinético desejado ¢ fundamental para o sucesso de
qualquer nanossistema (Duncan & Gaspar, 2011).

Consequentemente, ¢ necessario que todos os nanoprodutos tenham a
capacidade de ultrapassar barreiras bioldgicas que, ndo s6 protegem o organismo da
entrada de agentes infeciosos, mas que também compartimentam as complexas vias
biologicas e bioquimicas responsaveis pela manuten¢ao da homeostase normal do corpo
humano.

Dependendo da via de administragdo e de qual o alvo terapéutico, a
farmacocinética deve ser cuidadosamente ponderada: ao nivel de todos os o6rgdos do
corpo, ao nivel da biodistribui¢do num determinado tecido (por exemplo, o que seja
alvo da patologia), a nivel intracelular, considerando os processos de endocitose e
exocitose e/ou a nivel dos organelos celulares (Duncan & Gaspar, 2011; Moss &

Siccardi, 2014).
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A compreensdo e otimizagdo das taxas de absor¢do e incorporagdo celular
juntamente com a localizacdo da libertagdo do componente bioativo sdo, para grande
parte dos nanomedicamentos, a chave que determina o resultado clinico (Duncan &

Gaspar, 2011).

2.3.3. Destino Metabolico

Por vezes, a seguranga dos componentes e/ou dos metabolitos resultantes dos
processos, in vivo, de degradacao e metabolismo nao sdo tidos em consideragao.

Apesar de informagdo sobre os limites de exposi¢ao permitidos para inumeros
componentes inorganicos utilizados em NP (ouro, cddmio, prata, 6xido de ferro) estar
bem documentada, os potenciais riscos da utilizagdo a longo prazo de novos polimeros
na concec¢ao/revestimento de nanoparticulas ndo ¢ conhecido (Van Broekhuizen, Van
Veelen, Streekstra, Schulte, & Reijnders, 2012).

Adicionalmente, muitos destes polimeros e materiais utilizados nao sao
biodegradaveis e apesar de se recorrer a fragdes de polimeros de massa molecular baixa
para facilitar a excre¢do renal, existe um risco particular de acumulagdo nos lisossomas
ap6s administragdo cronica e/ou de doses elevadas. Mesmo quando excretado pelo rim,
a reabsor¢do tubular pode ser um problema para certos polimeros/nanomateriais
(Duncan & Gaspar, 2011).

De facto, o potencial de acumulagdo de materiais ndo biodegradaveis, ou pouco
biodegradaveis, nos lisossomas, responsaveis por disfuncdes lisossomais, tem sido
clinicamente relatado, bem como a possibilidade de certas proteinas PEGuiladas
causarem vacuolizacao celular (por vezes transitoria) e portanto, ilustra a necessidade de
uma cuidadosa analise dos efeitos da utilizacdo de alguns materiais ndo biodegradaveis
(Stern, Adiseshaiah, & Crist, 2012; Baumann, Tuerck, Prabhu, Dickmann, & Sims,
2014; Schiitz et al., 2016).

Deste modo, um nanomedicamento e o0s seus metabolitos devem ser
preferencialmente biodegradaveis caso sejam propostos para administracao prolongada
e/ou para utilizagdo em doses elevadas. Caso ndo sejam biodegradaveis, a excre¢do
renal e/ou hepatobiliar deve ser confirmada numa fase inicial de desenvolvimento de um

novo nanossistema.
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2.3.4. Seguranca

A toxicidade de um novo nanossistema, de todos os seus componentes ¢ dos
produtos de degradagdo deve ser considerada nas primeiras fases de desenvolvimento,
quando se seleciona a via de administracao.

Fatores como toxicidade geral, biocompatibilidade, ativacdo do sistema
complemento, imunotoxicologia, farmacocinética, toxicocinética e destino metabolico
tém sido estudados aquando do aparecimento de um novo nanomaterial.

No entanto, por vezes, o aparecimento de materiais novos, complexos e
inovadores, esta associado a declaragcdes de biocompatibilidade ou biodegradabilidade
infundadas, sem os devidos testes rigorosos que o comprovem. Exemplo disto ocorre
quando investigadores utilizam um curto espaco de tempo (por vezes de horas) para
testes farmacologicos, in vitro, sem consideragdo da farmacocinética clinica associada a
situacdes in vivo, onde a exposicdo ao nanomaterial pode ocorrer durante horas, dias ou
mesmo meses (Duncan & Gaspar, 2011).

Nao obstante, qualquer medicamento apresenta efeitos adversos € 0os nano nao
sdo excecdo. Trata-se de uma questdo de avaliar a situacdo risco-beneficio e adequar as
técnicas utilizadas para avaliar a seguranga destes novos nanomateriais. Alguns dos
exemplos sdo os testes de citotoxicidade in vitro, indicados para a avaliagdo da
adequabilidade do material e a microscopia (microscopia eletronica de transmissdo
(MET) e microscopia eletronica de varrimento (MEV)) que permite avaliar pequenas
variacoes celulares (Charurvedi & Dave, 2012; Wolfram et al., 2016).

Para cada nanomedicamento ¢ essencial escolher um portfolio de testes que
sejam adequados e otimizados: 1) o intervalo de tempo durante o qual decorrem ensaios
clinicos deve ter em consideracdo a farmacocinética do material (uma Unica leitura pode
dar origem a falsos positivos ou negativos); ii) utilizar linhagens de células semelhantes
as do ambiente ao qual o nanomaterial sera exposto; iii) utilizar técnicas analiticas que

garantam que o analito ndo interfere com os resultados (Duncan & Gaspar, 2011).

2.3.5. Estabilidade/Taxa de libertacio do farmaco

Uma estabilidade inadequada pode manifestar-se através de degradagdo

prematura e/ou dissociacdo dos ligandos ou camadas de revestimento associadas a um
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nanomaterial e pode suceder durante a formulag¢do, armazenamento ou durante a propria
administracdo (por exemplo, administragdo endovenosa, na passagem pelos tubos de
perfusdo). Fraca estabilidade pode falsamente promover seguranca e/ou eficacia e pode
também ter influéncia na libertagdo de farmaco. Dai que a estabilidade e a taxa de
libertagdo sejam dois pardmetros que devem ser bem estudados e caracterizados antes
de considerar um determinado nanomedicamento como possivel candidato a

desenvolvimento clinico (Duncan & Gaspar, 2011).

2.4. Tipos de nanoplataformas

O desenvolvimento de uma ampla gama de nanoplataformas com a capacidade
de modificar o seu tamanho, composi¢ao ¢ funcionalidade, forneceu recursos
significativos para a nanomedicina. Estas plataformas sdo genericamente classificadas
consoante os seus componentes ¢ material encapsulante e algumas destas estruturas
encontram-se representadas na Figura 6. Para a sua utilizagcdo na pratica clinica existe a
necessidade de identificar a aplicagdo especifica destas nanoestruturas, as suas
vantagens unicas ¢ um perfil de seguranga adequado. Adicionalmente, cada tecnologia
deve também ser passivel de reproduzir/produzir em larga escala e permitir a

caracterizacdo e validagdo de todos os seus componentes, mantendo um perfil custo-
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Figura 6:Diferentes tipos de nanoplataformas (Tinkle et al., 2014)
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2.4.1. Nanoparticulas lipidicas

Dentro das varias formula¢des nanolipidicas em constante desenvolvimento,
exemplos classicos como os lipossomas e as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)

continuam a ser reinventadas e a ter um foco especial em investigacgao.

Lipossomas

Um lipossoma ¢ uma vesicula coloidal esférica constituida por bicamadas
lipidicas concéntricas de fosfolipidos que rodeiam um compartimento aquoso, cujo
diametro varia, geralmente, entre 90 e 150 nm. Trata-se de nanoplataformas que
permitem o transporte de farmacos hidrofilicos no compartimento aquoso, hidrofobicos
na camada bilipidica, o transporte de biomoléculas (por exemplo, anticorpos) na sua
superficie e podem inclusive ser utilizados para diagndstico/terandstico (i.e., conjugacao
do agente terapéutico e do agente de imagem). Podemos visualizar uma representacao

esquematica na Figura 7. (Bardania, Tarvirdipour, & Dorkoosh, 2017; Ventola, 2017).
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Figura 7: Representagdo esquematica de diferentes tipos de sistemas de veiculagdo lipossomais.
(A) Convencional; (B) PEGuilado; (C) Ligandos; (D) Teranostico (Bardania et al., 2017)

Para além da sua biocompatibilidade, biodegradacdo, ndo imunogenicidade e

atoxicidade, os lipossomas apresentam caracteristicas que os tornam nanoplataformas
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aliciantes: (i) aumentam a eficicia e indice terapéutico de alguns farmacos; (ii)
aumentam a estabilidade do farmaco através da encapsulagdo; (iii) reduzem a toxicidade
do farmaco; (iv) utilizando ligandos e diferentes cadeias de lipidos, os lipossomas
podem também ser sensiveis a estimulos como o pH e a temperatura, permitindo uma
libertagdo controlada do seu contedo quando sujeitos a determinadas condicdes
ambientais especificas (Akbarzadeh, Rezaei-sadabady, Davaran, Joo, & Zarghami,
2013; Ventola, 2017).

No entanto, quando administrados via intravenosa, os lipossomas convencionais
apresentam um tempo de semivida curto e sdo facilmente eliminados pelo sistema
fagocitico mononuclear (SMF). Para o evitar, os lipossomas sdo frequentemente
revestidos por polimeros, tais como o PEG, que permitem aumentar o tempo de

circulacao do lipossoma (Barreto et al., 2011).

Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)

Apesar dos lipossomas terem sido as primeiras nanoplataformas lipidicas
desenvolvidas, desvantagens como prazo de validade curto, baixa eficicia de
encapsulacdo, eliminagdo rapida pelo SMF, custos elevados de produgdo e reagdes de
oxidagdo e hidrolise por parte da camada fosfolipidica, levaram ao desenvolvimento de
nanoparticulas lipidicas s6lidas (Akbarzadeh et al., 2013).

Trata-se de particulas com tamanho médio entre 40 e 1000 nm, morfologia
esférica e compostas por uma matriz lipidica sélida a temperatura ambiente e corporal.
Tém sido exploradas para utilizacdo em diferentes vias de administragdo, como cutanea,
oral, parentérica, ocular, pulmonar e retal. Sao essencialmente compostas por lipidos
solidos como triglicéridos altamente purificados, misturas complexas de glicéridos ou
ceras, estabilizados por tensioativos. Apresentam boa estabilidade fisica, protecdo dos
farmacos incorporados de processos de degradacdo, libertacdo controlada e sdo
biocompativeis e biodegradaveis. Apesar das vantagens comparativamente a outros
sistemas de transporte existentes, desvantagens tais como capacidade de carga limitada
e perda de firmaco durante a fase de armazenamento sdo fatores que levaram ao
desenvolvimento de outras nanoplataformas, que permitissem ultrapassar estas
limitagdes das NLS convencionais (Wilczewska, Niemirowicz, Markiewicz, & Car,

2012; Weber, Zimmer, & Pardeike, 2014).
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Deste modo, surgiram transportadores lipidicos estruturados (NLC -
Nanostructured lipid carriers) ¢ conjugados lipido farmaco (LDC - Lipid drug
conjugate). Os NLC sao formulados utilizando combinag¢des de lipidos solidos e
liquidos, que formam uma nanoestrutura com menor tendéncia a sofrer cristalizagdo, o
que permite aumentar a sua capacidade de carga e melhorar a estabilidade, reduzindo as
perdas de farmaco. Os LDC foram desenvolvidos para expandir a aplicabilidade de
nanoparticulas lipidicas a farmacos hidrofilicos, visto que as NLS e NLC tém baixa
capacidade de carga para farmacos desta natureza. O farmaco ¢ conjugado com uma
porcao lipidica (4cido gordo, diglicérido, fosfoglicérido), tornando-o num conjugado

lipidico insoluvel em agua. (Adhikari et al., 2017; Wilczewska et al., 2012).

2.4.2. Nanoparticulas poliméricas

As NP poliméricas sao uma das nanoplataformas mais amplamente utilizadas em
investigacdo nanomédica e, consequentemente, existe inimera informagao relacionada
com a sua eficdcia e seguranca. Utilizam polimeros biocompativeis e biodegradaveis,
com uma vasta variedade de formas; o seu tamanho pode variar entre 10 ¢ 1000 nm, e o
agente terapéutico pode ser adsorvido/conjugado na sua superficie ou
incorporado/encapsulado na sua matriz polimérica (Ventola, 2017).

As vantagens destes nanossistemas incluem 1) perfis de libertacdo de farmaco
controlados e sustentados que permitem alterar a sua biodistribuicdo, subsequente
eliminagdo e, consequentemente, aumentar a eficdcia da terapéutica; ii) reduzida
toxicidade e ocorréncia de efeitos adversos; iii) potencial de modificacdo e
funcionalizacdo das suas superficies com a conjugacdao de diferentes ligandos; iv)
passivel de ser utilizado em diferentes vias de administracdo incluindo oral, nasal,
parentérica, intra-ocular, entre outras (Jawahar & Meyyanathan, 2012; Ventola, 2017).

Os polimeros podem classificar-se como naturais — quitosano, alginato, gelatina
e acido hialurénico — ou sintéticos — polietilenoglicol (PEG), acido polilactico (PLA) e
poli (4cido latico-co-acido glicélico) (PLGA) (Kumar, Dilbaghi, Saharan, & Bhanjana,
2012).

Dependendo do seu processo de preparacdo, os polimeros podem formar
diferentes tipos de nanoformulagdes, entre eles, nanoesferas, nanocapsulas, conjugados
polimero-farmaco e micelas poliméricas (Figura §). As nanoesferas apresentam uma

matriz polimérica, nas quais as substancias ativas podem ser adsorvidas na sua
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superficie, encapsuladas ou dissolvidas na propria matriz. As nanocédpsulas sio
constituidas por uma cavidade polimérica e um nucleo onde, geralmente, as substancias
ativas sao dissolvidas, mas também existe a possibilidade de serem adsorvidas na sua

superficie (Parveen, Misra, & Sahoo, 2012).

: Nicleo aquose Nicleo oleoso
. . ¥
o _EL\'-U .
Micela polimeérica Nanocipsnlas MNanoesferas

Figura 8: Exemplos de Nanoparticulas Poliméricas (Barreto et al., 2011)

No entanto, devido ao seu pequeno tamanho e grande area de superficie, ha
tendéncia para agregacao de particulas durante o seu processo de formacao (Jawahar &
Meyyanathan, 2012), sendo necessario conceber novos métodos de fabrico com o
potencial de criar novas nanoparticulas com arquiteturas incomuns e que sejam mais

favoraveis. Um exemplo ¢ a tecnologia PRINT™

(particle replication in nonwetting
templates), utilizada mais habitualmente na industria eletronica, permite preparar
particulas nanométricas com qualquer forma e tamanho. Caso seja uma técnica custo-
efetiva, podera trazer novos paradigmas a produ¢do na industria farmacéutica,
responsavel por conceber novas e interessantes oportunidades para o controlo de
parametros como a cinética dos farmacos e veicula¢do dos mesmos (Duncan & Gaspar,

2011). Exemplos de nanoparticulas concebidas através desta técnica estdo representados

na Figura 9.

Figura 9: Exemplos de nanoparticulas produzidas através da técnica PRINT™

(Adaptado de Duncan & Gaspar, 2011)
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As micelas sdo nanoparticulas poliméricas resultantes da agregacdo de blocos
poliméricos anfipaticos, cuja reorientacdo forma um nucleo hidrofébico estabilizado por
uma face externa de cadeias poliméricas hidrofilicas (Parveen et al., 2012). Trata-se de
uma nanoplataforma altamente promissora que permite a incorporagdo de grandes
quantidades de fiarmaco no seu interior e aumenta a solubilidade de farmacos
hidrofobicos. Tem também outras vantagens como o tamanho pequeno (10-100 nm),
elevada estabilidade estrutural e a possibilidade de incorporar diferentes agentes
terapéuticos. No entanto, a dificuldade de sintese e o facto da tecnologia de
incorporagdo de agentes terapéuticos nas micelas ainda ndo estar bem desenvolvida
(existem varios métodos de incorporagao de fArmacos em micelas e, no entanto, nenhum
destes pode ser considerado padrao), torna a reprodutibilidade a escala industrial num

desafio (Yokoyama, 2011).

2.4.3. Dendrimeros

Os dendrimeros sdo também nanoestruturas macromoleculares poliméricas
compostas por multiplas unidades funcionais ramificadas que emergem radialmente a
partir de um nucleo central. Na estrutura de um dendrimero (Figura 10), em contraste
com a de um polimero linear, podemos definir 1) um nucleo central, passivel de
encapsular diferentes grupos quimicos e que exibe propriedades incomparaveis devido
ao nanoambiente rodeado de ramificagdes dendriticas; 1) ramos que divergem
radialmente a partir do ntcleo central, compostos por unidades repetidas (geragdes) e
que fornecem espaco flexivel capaz de encapsular pequenas moléculas; iii) uma camada
exterior multivalente de funcionalidade terminal, que contem vérios locais de ligacao a
farmacos e que interage com o ambiente externo, definido assim as propriedades
macroscopicas do dendrimero (Noriega-Luna et al., 2014; Wu, Ficker, Christensen,

Trohopoulos, & Moghimi, 2015).
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Figura 10: Representacdo esquematica de um dendrimero. As ramifica¢des dendriticas desde o nicleo
até a periferia sdo definidas como o nimero de geracdes (G1-G4). Pode ser alterado consoante a
necessidade de aumentar a capacidade de carga da nanoplataforma (Wu et al., 2015)

Caracteristicas como a biocompatibilidade, solubilidade em agua, bem como a
capacidade de controlo arquitetonico do dendrimero incluindo a forma, o tamanho, a
carga, as propriedades e composi¢do da camada exterior, e a estrutura molecular dos
dendrimeros, tornam-nos candidatos ideais para a veiculacdo de farmacos. (Wu et al.,
2015; Ventola, 2017).

Os dendrimeros tém sido testados para administracdo cutanea, intravenosa, oral,
retal e vaginal, sendo que os polimeros mais comumente utilizados na sua matriz sdo as
poliamidoaminas (PAMAMSs) (Ventola, 2017).

Apesar do otimismo relativamente aos dendrimeros, a transferéncia para ensaios
clinicos tem sido lenta devido a citotoxicidade de alguns polimeros utilizados na matriz
e nas ramificagdes, cujos mecanismos € interagdes nao sao totalmente conhecidos. Para
além disto, existe também a possibilidade de interagdo destas NP com componentes do
sangue, que podem afetar a estrutura, funcionalidade e viabilidade das células
sanguineas, bem como alterar parametros farmacocinéticos e de biodistribuicdo dos

dendrimeros (Wu et al., 2015)

2.4.4. Nanoparticulas proteicas

As proteinas sao uma classe de moléculas naturais que possuem funcionalidades

e potencialidades Unicas no campo das ciéncias biomédicas. S@o consideradas bons
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candidatos para a preparagdo de nanoparticulas devido a sua anfifilia, que permite uma
boa interagdo com o farmaco e também com solventes.

As nanoparticulas derivadas de proteinas naturais sao biodegradaveis,
metabolizaveis, ndo antigénicas e facilmente passiveis de modificagdes de superficie
para permitir a sua conjugac¢do com ligandos e farmacos. Sdo sintetizadas a partir de
diversas proteinas tais como albumina sérica e bovina, gelatina, gliadina e zeina
(Lohcharoenkal, Wang, Chen, & Rojanasakul, 2014).

Tal como outras nanoplataformas, as NP proteicas também apresentam
desvantagens, incluindo, dificuldade em controlar o tamanho da particula e de

demonstrar a uniformidade dos lotes produzidos (Feng, Zhang, Sun, & Jiang, 2016).

2.4.5. Nanoparticulas magnéticas: SPIONS

Um vasto nimero de materiais inorganicos, em particular, nanoparticulas
magnéticas tém sido utilizadas para aplicacdes imagioldgicas (Ressonincia magnética -
MRI) e intensamente investigadas como sistemas de veiculacdo e de libertagdo
controlada de farmacos. Trata-se de uma classe com potencial devido as suas
propriedades multifuncionais tais como, tamanho reduzido, uma area de superficie
grande e funcionalizével, baixas taxas de sedimentagdo e possivel manipulagdo com a
aplicacdo de um campo magnético (Cardoso et al., 2018).

Os materiais com propriedades magnéticas sdo geralmente estruturas com um
dominio multimagnético. Quando sdo reduzidos a nanoescala tornam-se numa estrutura
com um Unico dominio magnético e tornam-se superparamagnéticas. Esta caracteristica
torna as particulas rapidamente magnetizaveis perante a presenca de um campo
magnético exterior; no entanto, quando este ¢ retirado, as particulas ndo demonstram
qualquer atividade magnetizante residual (Guo et al., 2018).

Dentro desta classe destacam-se as NP superparamagnéticas de oxido de ferro
(SPIONS), pelo facto de apresentarem caracteristicas favordveis como a sua
biodegradabilidade, capacidade de serem modificadas por diferentes substancias,
facilidade de preparacdo, estabilidade e baixo custo. Os SPIONS sdo tipicamente
constituidos por um nucleo de particulas magnéticas (usualmente, Fe3O4), revestidos
por polimeros biocompativeis, que lhes confere um diametro de 20-150 nm. A escolha
de polimeros para revestimento ¢ essencial de modo a prevenir a agregacao, aumentar a

estabilidade, evitar o SMF e proporcionar uma superficie adequada para a conjugacao
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de ligandos que tenham uma elevada afinidade com as células-alvo (Duncan & Gaspar,
2011; Mohammed, Gomaa, Ragab, & Zhu, 2016; Guo et al., 2018).

A nivel terapéutico, a eficacia depende de outros parametros fisicos, incluindo
forga, gradiente e volume do campo magnético. O gradiente magnético ¢ criado por um
magneto (Ferro, por exemplo) fixado fora do corpo, sobre o local a atingir. O complexo
metalico com o farmaco ¢ injetado na corrente sanguinea sob forma de um ferrofluido
biocompativel e ¢ retido no local desejado devido a forga exercida pelo campo
magnético exterior. Em seguida, o farmaco ¢ libertado por vias enzimaticas ou por
altera¢des das condigdes fisioldgicas como pH, osmolidade ou temperatura e atinge as
c¢lulas-alvo (Mahmoudi, Sant, Wang, Laurent, & Sen, 2011).

Apesar do oxido de ferro ser relativamente menos toxico quando comparado
com outros nanomateriais semicondutores, permanecem preocupagdes relativamente a
toxicidade dos seus metabolitos. Deste modo, estudos sistematicos, in vivo, devem ser
efetuados para esclarecer os aspetos toxicoldgicos dos SPIONS, bem como a
determinagdo da sua estabilidade a longo prazo, antes que possam ser amplamente

utilizados na pratica clinica (Cardoso et al., 2018).

2.4.6. Nanoparticulas ceramicas

Atualmente, o desenvolvimento de novos nanomateriais ceramicos para
aplicagcdes biomédicas cresce rapidamente, particularmente, a aplicacdo destas no
controlo da libertacdo controlada de farmacos. As NP ceramicas baseciam-se em
materiais como a hidroxiapatite (HA), zirconio (ZnO>), silica (Si0O2), 6xido de titanio
(TiO2) e alumina (Al203), cujas propriedades fisico-quimicas foram modificadas e
melhoradas de modo a reduzir a toxicidade nos sistemas biologicos (Moreno-Vega,
Gomez-Quintero, Nufiez-Anita, Acosta-Torres, & Castafio, 2012).

Apresentam vantagens como uma elevada forca mecanica, elevada resisténcia a
alteragdes ambientais (incluindo pH e temperatura), elevada estabilidade, elevada
capacidade de carga e sdo passiveis de incorporar farmacos hidrofilicos e hidrofobicos.

Nanoparticulas baseadas em materiais de silica tém sido exploradas para
diversas aplicacdes em nanomedicina, nomeadamente em imunoensaios, como sistemas
de suporte de enzimas e anticorpos e também tém sido conjugadas com particulas de
ouro, Quantum Dots e fulerenos. O interesse advém do facto da silica mesoporosa poder

ser produzida com diferentes formas e tamanhos, apresentar uma grande area superficial
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e possuir poros ajustaveis (2-20 nm de poros cubicos ou de canais hexagonais), o que

permite a encapsulacdo de diversos farmacos (Figura 11) (Duncan & Gaspar, 2011).
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Figura 11: Multifuncionalidade das nanoparticulas de silica mesoporosa. Diferentes biomoléculas
terapéuticas podem ser carregadas nos poros ¢ a sua libertagdo pode ser controlada através de agentes que
respondam a determinados estimulos (pH, por exemplo). A sua superficie pode também ser modificada
com diferentes ligandos para aumentar a especificidade para um determinado local e para evitar o SMF
(Adaptado de Moreira, Dias, & Correia, 2016).

Tal como outras nanoplataformas, as NP ceramicas também apresentam as suas
desvantagens. A sua baixa biodegradabilidade pode levar a uma acumulagdo indesejada
e, consequentemente, a elevada toxicidade. Antes que estes nanossistemas sejam
considerados para producao em larga escala e aplicagdo clinica € necessario determinar
a sua eficicia, biodistribuicdo e seguranga, in vivo, bem como caracterizar a sua

biocompatibilidade, biodegradacao e excrecao, a longo prazo (Moreira et al., 2016).

2.4.7. Nanoparticulas metalicas

No campo de particulas inorganicas, as NP metalicas t€ém demonstrado a sua
relevancia, nomeadamente com as suas aplicacdes em areas biomédicas, como vetores
na veiculacdo de farmacos, agentes imagiologicos ou antimicrobianos. Dentro desta

classe destacam-se as nanoparticulas de ouro.
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As particulas de ouro sdo de facil sintese e as suas propriedades e superficie sdo
facilmente modificaveis. Isto permite obter NP com o tamanho e forma desejada e

conjugacao com diversas biomoléculas como farmacos, ligandos e genes (Singh et al.,

2018).
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Figura 12: Diferentes abordagens de particulas de ouro no diagnostico e tratamento do cancro. Na terapia
fototérmica (PTT), a luz € convertida em calor e promove a morte celular das células cancerigenas. Na
fotodindmica (PDT), um agente fotossensibilizante ¢ injetado nos tecidos, cuja energia forma espécies
reativas de oxigénio (ROS) que provocam a apoptose celular (Singh et al., 2018).

Estas NP sdo uma opcdo atrativa para explorar como ferramenta para
biossensores, imunoensaios, veiculacao de farmacos, imagiologia e terapia fototérmica e
fotodindmica, devido essencialmente as suas propriedades oOticas (Figura 12). Neste
caso, os eletrdes presentes nas particulas de ouro originam uma resposta a um estimulo
de radia¢do, fazendo com que estas absorvam e dispersem luz.

E importante ter em conta que as particulas sdo relativamente biocompativeis; no
entanto, a sua citotoxicidade, que ¢ dependente da forma, tamanho e propriedades de

superficie, necessita de uma avaliacdo mais detalhada (Singh et al., 2018).
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2.4.8. Quantum Dots

Os Quantum Dots (QD) s3o nanocristais semi-condutores (1-100nm), que
exibem propriedades oticas e elétricas favoraveis, incluindo elevada fotoluminescéncia
e fotoestabilidade e possuem aplicabilidade em &reas de imagiologia e terandstico
(Duncan & Gaspar, 2011; Pisanic II, Zhang, & Wang, 2015).

A sua composicdo pode ser seleneto de cadmio (CdSe) revestido com uma
camada de sulfeto de zinco (ZnS) ou sulfeto de cadmio de modo a melhorar o
rendimento quantico de fluorescéncia e proteger contra a foto-oxidagdo (minimiza a
citotoxicidade e melhora a fotoestabilidade) (Klostranec & Chan, 2006). Uma variedade
de revestimentos adicionais (por exemplo, PEG) tém sido utilizados para minimizar a
agregacdo, melhorar a biodistribuigdo/eliminagdo e para possibilitar a conjugacao de
outros ligandos (Duncan & Gaspar, 2011).

As propriedades dos QD incluem a sua capacidade de ajuste da cor da
fluorescéncia emitida através da variacao do seu tamanho, forma, composi¢ao, solvente
e estabilidade contra a fotodegradagdo, o que permite a detecdo simultidnea de diferentes
cores de QD utilizando uma tnica fonte de luz. Esta dete¢do de diferentes cores pode
ser util na marcagao de células/tecidos especificos, principalmente na detecao de células
tumorais. Devido a falta de bioluminescéncia, os tumores podem ser dificeis de localizar
e remover, especialmente no caso de tumores mais pequenos. Por isso, para uma
vetorizacdo mais especifica, podem ser utilizados QD associados a outras
nanoplataformas (por exemplo, polimeros), ndo s6 para direcionar a terapéutica a um
local especifico, mas também para obter uma melhor visualizagdo in vivo do local onde

o farmaco ird atuar (Ajitha, Akhina, Mathew, & Thomas, 2018)
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Figura 13: Imagens de fluorescéncia in vivo de ratinhos com tumores (linhagem de células C4-2 com
tumores de prostata humano com PSMA positivo), utilizando QD com trés modificagdes de superficie
diferentes: grupos de acido carboxilico (esquerda), PEG (meio) e conjugados PEG-PSMA Ab (direita).
Para cada modificag@o de superficie, uma imagem colorida (superior), dois espectros de fluorescéncia de
QD e pele de animal (meio) e uma imagem resolvida espectralmente (inferior). Nao foram detetados
sinais tumorais com os grupos carboxilicos, foram detetados sinais fracos com PEG e sinais intensos
foram detetados na vetorizagdo ativa PEG-PSMA Ab (Gao, Cui, Levenson, Chung, & Nie, 2004).

De notar que existem questdes de seguranca que podem levantar alguns
problemas, incluindo a toxicidade dos metais pesados utilizados. No entanto, o seu
sucesso baseia-se na identificacdo da janela na qual a dose seja alta o suficiente para
emitir sinais passiveis de dete¢do, sem demonstrar efeitos de toxicidade (Duncan &
Gaspar, 2011). Para além disto ¢ necessario estudar fatores como o tamanho, carga,
revestimento, funcionaliza¢do e maneira como estes influenciam a biodistribui¢do e a
toxicidade e qual o impacto da utilizagdo de QD a longo prazo (Maysinger, Lovric,

Eisenberg, & Savi¢, 2007).

2.4.9. Fulerenos e Nanotubos de Carbono

Os fulerenos s3ao moléculas de carbono alotrdpicas que apresentam uma

estrutura tridimensional, composta por 60 ou mais atomos de carbono (Figura 14).
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Figura 14: Exemplos de estruturas de fulerenos de diferentes tamanhos e morfologias (Ceo, C70 € Cs2),
consoante o nimero de carbonos (Adaptado de Anilkumar et al., 2011)

Apresentam propriedades fisicas e quimicas de interesse para aplicacdo em areas
de bioquimica e medicina, tais como, (i) a capacidade de atuarem como semicondutores
sobre determinadas condicdes, (ii) a formagdo de compostos com outras moléculas e
retencdo de determinadas substancias dentro da estrutura e  (iii) capacidade
antioxidante, incluindo a de absorver ou neutralizar radicais livres (Yadav & Kumar,
2008). Tém sido propostos como agentes bioativos como, por exemplo, inibidores das
proteases do virus da imunodeficiéncia humana (VIH), supressores de espécies reativas
de oxigénio para o tratamento de diversas doencas neuroldgicas (doenga de Parkinson e
doenca de Alzheimer), sistemas de veiculacdo de farmacos, agentes imagioldgicos e
como radioprotetores (Partha & Conyers, 2009; Chawla, Chawla, Maheshwari, A.
Saraf, & K. Saraf, 2010).

Debates em relacdo a toxicidade destas substancias t€ém surgido, agravados pelo
facto de existir uma variedade de estruturas, em termos do niumero de carbonos e pelas
diferentes modificagdes de superficie. Deste modo, torna-se problematico fazer
generalizagdes acerca da sua toxicidade e risco, sendo também dificil conceber uma
estratégia de controlo que possa ser aplicavel a todos os tipos de fulerenos (Aschberger
et al., 2010).

Os nanotubos de carbono siao produtos dos fulerenos e consistem em atomos
de carbono dispostos numa série de anéis de benzeno condensados numa estrutura
tubular. De acordo com o niimero de camadas podem ser classificados como nanotubos
de parede tUnica (Single Walled Carbon Nanotubes — SWCNT), cujo tamanho varia
entre 0,4 ¢ 2 nm, ou de parede multipla (Multiwalled Carbon Nanotubes — MWCNT),
que podem variar entre 2 e 100 nm. (Figura 15) (He et al., 2013).
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Figura 15: Diagrama representando SWCNT (a) e MWCNT (b) (He et al., 2013)

As suas propriedades eletroquimicas, geométricas, térmicas e
espectrofotométricas tém resultado na aplicacao destas nanoplataformas na veiculagao
de farmacos, na imagiologia , teranostico, veiculagdo de biomoléculas, terapia genética,
imunoterapia, entre outros (He et al., 2013).

Tal como nos fulerenos, a sua toxicidade pode representar um problema na
aplicabilidade destes sistemas, com estudos in vitro ¢ em animais a demonstrar
resultados controversos. Uma otimizagdo dos parametros fisico-quimicos para
minimizar a sua toxicidade seria favoravel antes que estes possam ser efetivamente

utilizados na prética clinica (Duncan & Gaspar, 2011; He et al., 2013).
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3. NANOMEDICINA NA DOENCA ONCOLOGICA

Apesar de inumeros e impressionantes avancos que t€m sido realizados a nivel
da compreensdo dos seus mecanismos moleculares, o cancro permanece uma das
doencgas mais complexas que afeta o ser humano. Hoje em dia, o cancro ¢ reconhecido
como uma doenga heterogénea, com mais de 100 tipos distintos reconhecidos e com
varios subtipos de tumores associados a determinados 6rgaos. A variabilidade genética
e fenotipica determina o crescimento, o grau de invasdo, o potencial metastatico e a
consequente resposta ou resisténcia ao tratamento, fazendo com que esta complexidade
patolégica acabe por explicar a diversidade de possibilidades clinicas aplicadas a
neoplasias histologicamente semelhantes (Hook et al., 2010).

Conforme mencionado anteriormente, a terap€utica atual est4 limitada a cirurgia,
radiacdo e quimioterapia, sendo que a escolha mais apropriada vai depender do tipo ¢ da
fase de desenvolvimento do tumor. No entanto, a pratica permanece longe do ideal e
sofre diversos inconvenientes incluindo: 1) efetividade limitada devido a distribuicdo
inespecifica de agentes tumorais, que acaba também por afetar células saudaveis,
contribuindo para a ocorréncia de efeitos adversos; ii) citotoxicidade intoleravel,
resultante do facto de que grande parte dos farmacos quimioterapéuticos sao pouco
soluveis ou hidrofobicos e necessitam de solventes na sua formulagdo que contribuem
para a elevada toxicidade; iii) a capacidade limitada de monitorizar a resposta
terapéutica; iv) possibilidade de reincidéncia devido a natureza da patologia e de
desenvolvimento de resisténcia a terapéutica (Hook et al., 2010; Moorthi, Manavalan, &
Kathiresan, 2011; Sebastian, 2017).

A heterogeneidade clinica exige diferentes formas de abordagem. Por exemplo,
no caso do cancro do ovario ou pancreas, que tém taxas de sobrevivéncia baixas e aos
quais esta associada uma fase avanc¢ada da doenca no momento do diagnoéstico, seria
importante desenvolver terapéuticas mais eficazes, com menos efeitos adversos e,
também, métodos que permitam a detecdo precoce destes tipos de cancro (Hook et al.,
2010).

Na tentativa de superar as desvantagens da terapéutica convencional surge a
nanomedicina com a promessa de desenvolver inovadores e eficazes sistemas de

veiculagdo de fArmacos, baseados em técnicas ja aplicadas na nanotecnologia. Este tem
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sido um tdpico extensamente discutido, debatido e investigado, cujo sucesso clinico esta

dependente de inumeros fatores, discutidos em seguida.

3.1. Caracteristicas fisiologicas e patologicas que condicionam a
terapéutica

Aquando do desenvolvimento de um nanomedicamento € necessario ter em
consideracdo que as células cancerigenas apresentam caracteristicas distintas das células
normais e ¢ imprescindivel que o processo, para que os farmacos atinjam o local
desejado nas condicdes desejadas, seja cuidadosamente estudado.

O transporte de um farmaco da circulagdo sistémica para as células cancerigenas
implica varios passos. Primeiramente, as nanoparticulas divergem para diferentes
regides do tumor através de vasos sanguineos. De seguida, tém que ultrapassar a parede
dos vasos e o espago intersticial, de modo a alcangarem as células-alvo. A
desorganizacdo da estrutura vascular do tumor origina vasos tortuosos ¢ um fluxo
sanguineo heterogéneo. Adicionalmente, a falta de funcionalidade dos vasos linfaticos e
a hiperpermeabilidade vascular dos tumores resulta num aumento da pressao do fluido
intersticial, que reduz o transporte, enquanto que a caracteristica densa matriz

extracelular dificulta a difusdo passiva (Jain & Stylianopoulos, 2010).

3.1.1. Vascularizacio sanguinea anormal e hipertensao intersticial

A morfologia vascular (comprimento e nimero de vasos, didmetro e disposi¢ao
geométrica) e o fluxo sanguineo afetam a movimentacdo de farmacos e outros
compostos através da vasculatura sanguinea (Jain & Stylianopoulos, 2010).

A rede vascular do tumor ¢é caracterizada por uma arquitetura altamente
irregular, com vasos dilatados e tortuosos, determinada por padrdes aleatérios de
ramificacdo e interconexao. Contrariamente a microvasculatura do tecido normal, que
possui uma ramificacdo regular e espacialmente organizada, a microvasculatura do
tumor ¢ desorganizada e ndo se rege pela hierarquia convencional dos vasos sanguineos
(Fukumura, Duda, Munn, & Jain, 2011; Nakamura, Mochida, Choyke, & Kobayashi,

2016). As arteriolas, capilares e vénulas ndo sdao identificados como tal, apresentando
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em vez disso, vasos sanguineos com um diametro superior ao esperado e uma estrutura
de parede anormal, cujas membranas podem ser excecionalmente finas ou grossas.
Adicionalmente, a sua estrutura irregular torna as paredes dos vasos porosas e
permeaveis em determinadas zonas. Também ¢ importante notar que a proliferacao das
células tumorais exerce stress (compressdo) nos vasos sanguineos, o que pode levar ao
colapso dos mesmos (Jain & Stylianopoulos, 2010; Nakamura et al., 2016).

Uma consequéncia fisiologica destas anormalidades vasculares ¢ a
heterogeneidade do fluxo sanguineo (Jain, 1988), resultando numa fraca e heterogénea
perfusdo no proprio tumor. A presenca de fracas zonas de perfusdo torna o
microambiente do tumor hostil (pressao parcial de oxigénio baixa, pH baixo e tecido
necrotico) que alimenta a progressio do mesmo e contribui para o aumento da
resisténcia aos farmacos (Jain & Stylianopoulos, 2010).

Para além do sistema sanguineo, o sistema linfatico também ¢ afetado. O normal
funcionamento da rede linfatica drena o excesso de liquido, de modo a manter um
balango adequado de fluido intersticial. Em tecidos tumorais, as células cancerigenas
exercem compressao sobre os vasos linfaticos, levando ao seu colapso e, portanto,
apenas se encontram vasos linfaticos funcionais nas periferias do tumor (Leu, Berk,
Lymboussaki, Alitalo, & Jain, 2000; Padera et al., 2004). Consequentemente, verifica-se
uma drenagem insuficiente de fluido combinada com o extravasamento de fluidos das
paredes dos vasos periféricos o que contribui para a hipertensdo intersticial que, por sua
vez, cria condi¢des intratumorais acidicas e hipoxicas. Este microambiente reduz a
eficacia da veiculagdo de farmacos ao tumor, contribuindo para a progressao do mesmo,

aparecimento de metastases e resisténcia a terapéutica (Nakamura et al., 2016).
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Figura 16: Barreiras que interferem com a veiculagdo de farmacos a células tumorais
(Nakamura et al., 2016)
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A combinacdo da hipertensdo intersticial com o insuficiente fluxo sanguineo
contribui para a formagdo de um microambiente irregular que impede uma veiculagdo

uniforme e eficaz de agentes terapéuticos nos tumores (Figura 16).

3.1.2. Stress induzido pelo crescimento tumoral e matriz extracelular

O crescimento tumoral esta associado a produgdo de forgas mecanicas
intratumorais devido a rapida e descontrolada proliferagdo celular numa area limitada.
Em determinados tipos de tumor, com um estroma menos consistente, a producdo
dessas forgas mecanicas induz compressao (stress) e aumenta a densidade das células
tumorais, dificultando a distribui¢do das nanoparticulas pelo tumor. Torna-se um
obstaculo a veiculagdo de farmacos e, consequentemente, contribui para a progressao do
tumor (Khawar, Kim, & Kuh, 2015; Nakamura et al., 2016).

Em tecidos normais, a composi¢do e estrutura da matriz extracelular ¢ unica,
dindmica e regula o crescimento celular, sendo que os seus componentes estruturais,
enzimas e fatores de crescimento sdo cruciais para a regulacdo da proliferacdo e
diferenciagao celular.

Em contraste, o estroma tumoral inclui uma matriz extracelular modificada
ligada a células do estroma multifacetadas incluindo fibroblastos, pericitos e células
endoteliais. A fibrose ¢ uma caracteristica associada a diversos tipos de cancro e
desenvolve-se devido a uma producdo excessiva ou ao turnover limitado da matriz
extracelular. Para além disto, as alteragdes bioldgicas e biofisicas da matriz extracelular
tumoral num microambiente hipoxico contribuem para a progressio do tumor e
aparecimento de metastases (Khawar et al., 2015; Nakamura et al., 2016).

No entanto, tém surgido estratégias com a potencialidade de alterar o
microambiente do tumor, incluindo a normalizac¢do vascular, recorrendo a terapias anti-
angiogénicas que diminuem o tamanho dos poros e reduzem a pressao intersticial, bem
como, a normalizacdo do estroma, de modo a aliviar o stress celular recorrendo, por
exemplo, a enzimas que degradem a matriz extracelular (Khawar et al., 2015). De certa
forma, podem ser consideradas como estratégias de preparacao do tumor para a rece¢ao
da nanoterapia, ultrapassando o problema da veiculagdo insuficiente de farmaco nos

locais desejados.
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3.1.3 Clearance através do Sistema Mononuclear Fagocitario (SMF)

A acumulagdo de NP nos tecidos tumorais requer que estas permanecam tempo
prolongado na circulagdo sanguinea e para que isso se verifique, € necessario evitar a
sua eliminacdo precoce pelo SMF.

O SMF ¢ um sistema organico constituido por vdrios tipos de células
fagocitarias, situadas em diferentes pontos do organismo, que possuem fungdes
generalizadas de defesa do organismo e que vao captar as nanoparticulas antes que estas
atinjam o local pretendido. O processo de captagdo inicia-se com a opsonizagio,
envolvendo a adsor¢do de proteinas plasmaticas na superficie das NP que,
posteriormente, se ligam a recetores especificos na superficie dos fagocitos, sdo
internalizadas e destruidas (Blanco, Shen, & Ferrari, 2015).

Surgiram assim, estratégias com o objetivo de limitar a depuragdo pelo SMF
através do revestimento das superficies das NP com determinadas moléculas como, por
exemplo, o PEG, nas quais unidades de etilenoglicol formam ligagdes com moléculas
de 4gua, resultando na formacdo de uma camada hidratada. Por sua vez, esta camada
hidratada vai permitir estabilizagdo estérica e impede ou dificulta a adsor¢do das
proteinas na superficie das NP, minimizando as interagdes com células do sistema
imunitario e a clearance pelo SMF (Blanco et al., 2015). Um exemplo do potencial de
transformagdo utilizando o processo de revestimento das NP foi a PEGuila¢do de
doxorrubicina lipossomal, que aumentou o tempo de circulacdo do farmaco de minutos

para horas (Hamilton et al., 2002).

3.2. Vetorizacio de farmacos

Um potencial e fundamental avango da nanotecnologia no tratamento do cancro
¢ a vetorizagdo de fdrmacos. A capacidade de diferenciar células cancerigenas e nao
cancerigenas e, seletivamente, erradicar as malignas € uma missdo central em todo o
processo que, por vezes, nao ¢ facil.

Dois processos fundamentais estdo envolvidos: vetorizagdo passiva e ativa, que
podem ser utilizados independentemente, ou ambas as abordagens podem ser

conciliadas.
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3.2.1. Vetorizagao passiva

Tal como previamente mencionado, a vasculatura de um tumor ¢ irregular
comparativamente a estrutura hierarquica de tecidos normais.

O epitélio poroso em combinagdo com a fraca capacidade de drenagem do
sistema linfatico tem as suas desvantagens, no entanto, permitem também que as
nanoparticulas usem essas mesmas caracteristicas para uma distribuicdo de farmaco
mais localizada. Este fendmeno, descrito por Matsumana ¢ Maeda em 1980, deu origem
ao conceito de Enhanced Permeability and Retention Effect (EPR) (Figura 17)
(Wakaskar, 2017).

Vagenlatvra sanmpinea do tumor

Difssio passiva atraves do efeito EPR

M
Vascolatvra normal
2 continua
Wasculatwra fenestrada do
tumor

Figura 17: Efeito EPR: A vasculatura da proximidade do tumor ¢ irregular, permitindo que os
nanotransportadores penetrem no tumor por difusdo passiva. H4 acumulagdo preferencial junto ao tumor
e, desta forma, evita-se distribui¢@o inespecifica do farmaco em tecidos saudaveis (Y. Lee & Thompson,
2018).

Diversos fatores importantes, como o tempo de circulagdao, a vetorizagdo e a
capacidade de superar barreiras fisiologicas, dependem muito da forma, tamanho e das
caracteristicas da superficie das NP.

Visto tratar-se de uma estratégia que assenta num transporte mediado por
difusdo, um tamanho apropriado ¢ essencial. Convencionalmente, uma nanoparticula
deve ter, pelo menos, 10 nm para evitar a filtragdo renal e também ¢é necessario ter em
conta que moléculas com um didmetro maior conseguem acumular no intersticio do
tumor, no entanto, esta serd mais localizada na superficie do mesmo. Geralmente, um
tamanho ideal sera entre 40 ¢ 200 nm que permite maior tempo de circulagdo, maior

acumulagdo dentro do tumor e menos filtragao renal (Wakaskar, 2017).
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A forma das nanoparticulas também afeta a resposta bioldgica. Por exemplo,
estudos indicam que a forma tem efeito na clearance pelo SMF, mais precisamente,
formas mais achatadas ou discoides t€ém menos tendéncia para serem captadas pelos
macrofagos, comparativamente a particulas esféricas. Consequentemente, este fator
prolonga o tempo de circulacdo na corrente sanguinea ¢ aumenta as possibilidades das
nanoparticulas alcancarem o alvo desejado. Para além disto, também se tem
demonstrado que a forma pode ter efeito na deposi¢ao tumoral e eficacia terapéutica, em
particular, a utilizagdo de formas achatadas, discoides, elipsoides, entre outras,
apresentam uma tendéncia de maior eficacia terapéutica (Toy, Peiris, Ghaghada, &
Karathanasis, 2014; Wakaskar, 2017). Por exemplo, a utilizacdo de nanobastdes de
trastuzumab exibiu uma inibicao do crescimento celular de células de cancro da mama
cinco vezes maior, em comparacdo com nanoesferas equivalentes, na mesma dose
terapéutica (Barua et al., 2013).

As caracteristicas da superficie também desempenham um papel importante da
internalizacao das nanoparticulas nas células. A sua superficie pode ser modificada pela
composicdo polimérica, garantindo assim a hidrofobia ou hidrofilia necessarias,
consoante as caracteristicas desejadas para uma melhora internalizagdo. Sabe-se
também que a modificagdo da superficie utilizando PEG protege dos nanossistemas da
opsonizagdo e subsequente remog¢ado pelo SMF (Wakaskar, 2017).

Apesar do claro potencial do efeito EPR na vetorizacdo de farmacos, os
resultados sdo modestos, t€ém limitagdes e dependem de inimeras varidveis inerentes as
proprias caracteristicas dos tumores. De facto, a heterogeneidade do efeito EPR causa
limitacdes significativas ao uso desta estratégia, ndo apenas entre diferentes tumores,
mas também num sd, visto que pode apresentar diferencas ao longo do epitélio dos
vasos (por exemplo, tamanho dos poros) e, consequentemente, uma vetorizagao distinta
ao longo de todo o tumor (Piktel et al., 2016). Mesmo que garantam uma prolongada
circulacdo na corrente sanguinea, o farmaco também pode extravasar em tecidos
normais a uma taxa mais lenta (Nakamura et al., 2016) e os fatores mencionados na
seccdo 3.1 causam algumas restricdes a esta estratégia. Deste modo, esfor¢os adicionais

necessitam de ser realizados para complementar a vetorizagdo passiva.
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3.2.2. Vetorizagao ativa

O desafio mais importante na vetorizagdo ativa ¢ definir o ligando de superficie
mais adequado para transportar seletivamente e com sucesso o0s sistemas de
nanoparticulas para os tecidos cancerigenos, evitando qualquer tipo de toxicidade no
processo. A base desta estratégia assenta na forte afinidade dos ligandos a superficie do
tumor, de modo a desencadear a endocitose por parte do recetor e, consequentemente,
distribuir os agentes terapéuticos nas regides alvo (Wakaskar, 2017).

Em principio, qualquer ligando que exiba ligacdo preferencial a células
cancerigenas ou que resulte na ativacdo seletiva perto da regido tumoral, pode ser
utilizado para vetorizagdo ativa. Uma adaptacdo da superficie das NP com um ou
multiplos ligandos pode facilitar a ligagdo a um biomarcador sobreexpresso em células
alvo e alguns exemplos especificos incluem anticorpos, fragmentos de anticorpos,
proteinas, péptidos, pequenas moléculas e aptdmeros (Figura 18) (Wakaskar, 2018).
Relativamente aos recetores dos tumores sobreexpressos, exemplos como, o recetor de
fator de crescimento epidérmico (EGFR), recetores de transferrina, somatostatina e
recetores de folato sdo bastante utilizados (Duncan & Gaspar, 2011).

Por exemplo, os recetores de folato sdo extensamente expressos em tecidos
tumorais (por vezes, at¢ 300 vezes mais do que em tecidos normais), tornando-o num
marcador tumoral altamente seletivo. A conjugag¢do de folato e PEG demonstrou
facilitar a distribuicdo de diversos farmacos através da sua interagdo com 0s recetores
presentes na superficie dos tumores e, por consequente, facilita também a entrada dos
agentes terapéuticos nas células tumorais. Um exemplo pratico desta aplicagdo trata-se
de uma emulsdo de paclitaxel-PLGA, cuja superficie foi conjugada com folato e,
consequentemente, demonstrou uma captacdo aumentada nas células tumorais em
comparagdo com nanoparticulas ndo modificadas (Pan & Feng, 2008).

Estas interacdes ligando-farmaco sao utilizadas para conferir mais especificidade
ao nanossistema, reduzir as interacdes ndo especificas e indesejadas, reduzir a
localiza¢do de farmaco em tecidos periféricos, melhorar o perfil de distribuicdo e, por
fim, aumentar a eficacia terapéutica (Wakaskar, 2018).

Os nanomedicamentos desenvolvidos para vetorizagao ativa, ndo so enfrentam
os mesmos desafios da vetorizagdo passiva, como também: (i) t€ém que demonstrar a

capacidade de evasdo de recetores alvo presentes em tecidos saudaveis; (ii)
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heterogeneidade de expressdo dos recetores das células tumorais; (iii) possibilidade da
interagdo com recetores que se encontram junto a vasculatura tumoral restringir a
permeabilidade; (iv) possibilidade da existéncia de saturacdo de recetores, com
consequente perda de eficacia terapéutica e (v) a expressao dos recetores pode variar de
acordo com o microambiente tumoral ¢ a fase da doenga. Deste modo, torna-se
essencial a realizagdo de estudos quantitativos de biodistribuigdo/farmacocinéticos que
identifiquem quais os sistemas que garantem a melhor hipdtese de sucesso terapéutico

(Duncan & Gaspar, 2011).
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Figura 18: Diferentes estratégias de vetorizacdo ativa, com a utilizagdo de anticorpos, aptdmeros e outros
ligandos (transferrina e folato) (Bazak et al., 2016)

Comegaram também a surgir técnicas de multivetorizagdo que geralmente
descrevem superficies de NP com um ou mais ligandos que reconhecem diferentes
recetores nas mesmas ou em diferentes células (Kamaly et al., 2012).

Um exemplo de multivetorizagdo foi demonstrado utilizando moléculas de
glucose e acido folico, como ligandos, com o objetivo de atingir células tumorais que
demonstrassem sobreexpressao de recetores de folato. Os resultados obtidos sugerem
que o aumento do reconhecimento e internalizacdo celular se deveu as interacdes
multivalentes das NP de ouro com a superficie celular da células tumorais (Figura 19)

(X. Li et al., 2011).
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Figura 19: Representacdo da interagdo de NP de ouro com ligandos multivalentes, que
permitem uma vetorizagao mais especifica dos farmacos (X. Li et al., 2011)

No entanto, ndo obstante a vetorizacdo multipla se tratar de uma estratégia
atrativa para incrementar a captagdo de NP pelas células cancerigenas, tem também
associado um elevado nivel de complexidade no que respeita ao desenvolvimento das
NP. Para que a vetorizagdo multipla se demonstre eficaz, todas as suas propriedades
fisico-quimicas tém de ser otimizadas. Tendo em conta as interagdes destas
propriedades e a dificuldade de alterar uma sem interferir com outra, introduzir
multiplos tipos de ligandos nas NP pode potencialmente complicar esta otimizagao.
Adicionalmente, quanto maior o nimero de componentes de uma NP, mais dificil se
torna a reprodutibilidade em larga escala, a aprovagdo regulamentar e a aplicacdo na
pratica clinica (Kamaly et al., 2012). Todavia, o beneficio destes sistemas de NP de

dupla ou multipla vetorizagdo deve continuar a ser explorado e investigado.

3.3. Perspetiva do mercado

O desenvolvimento da nanotecnologia veio alterar o paradigma convencional da
terapéutica oncologica. Trouxe diversas vantagens como a vetorizagdo a determinados
orgaos/células, permitindo a libertacdo da carga terapéutica no local desejado e a
reducdo da toxicidade ndo especifica. As modificacdes de superficie permitem
ultrapassar problemas de estabilidade e/ou solubilidade e também, determinadas
nanoestruturas apresentam propriedades Unicas que possibilitam a utilizagdo de técnicas

como o magnetismo e terapia fototérmica.
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Com as oportunidades surgem também os desafios. Comecando na miriade de
detalhes que implica a caracterizacdo completa de uma NP, passando pela qualidade,
seguranca ¢ capacidade de producao em larga escala, que tem de ser garantida,
consistentemente, em todos os lotes e terminando no processo de regulamentagdo e
aprovacdo. Apesar dos obstaculos, os nanomedicamentos tém surgido e sdo
reconhecidos como ferramentas terapéuticas eficazes. Na Tabela I podemos visualizar
exemplos de nanomedicamentos ja aprovados por diferentes agéncias reguladoras, bem

como alguns que se encontram em fase de ensaios clinicos.
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Aplicagdo de nanotecnologia na terapéutica oncologica: exemplos de nanomedicamentos

Tabela 1
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Aplicagio de nanotecnologia na terapéutica oncoldgica: exemplos de

nanomedicamentos aprovados por diferentes agéncias reguladoras e também em fase de ensaios clinicos

(Adaptado de Wang, Billone, & Mullett, 2013; Bobo, Robinson, Islam, Thurecht, & Corrie, 2016; Tran,

Tabela I (continuacgio)
DeGiovanni, Piel, & Rai, 2017)
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4. QUESTOES DE SEGURANCA, ETICAS E REGULAMENTARES

A aplicacdo da nanotecnologia a terapéutica oncologica esta associada a diversas
oportunidades, sendo que as propriedades Unicas das nanoparticulas as tornam um alvo
de investigacdo altamente desejado para que se consigam obter respostas mais eficazes
no tratamento, diagnostico e até mesmo na prevencao do cancro.

A nanomedicina j& ndo esta restringida a um conceito académico. Tal como
previamente mencionado, alguns destes nanomedicamentos ja estdo aprovados e tém
aplicabilidade clinica, enquanto outros se encontram em fases diversas de ensaios
clinicos. Deste modo, a nanomedicina tornou-se uma nova realidade para a industria
farmacéutica, sendo que os seus recursos na promog¢do de novos nanofirmacos tém
vindo a aumentar com o objetivo de obterem posi¢des de lideranca nesta area (Boisseau
& Loubaton, 2011). Trata-se de um mercado que vale bilides, sendo que, de acordo com
0 BBC Research Report: “Nanoparticles in Biotechnology, Drug Development and
Drug Delivery” (2014), em 2013, valia cerca de 25 bilides de dolares e € expetavel que
em 2019 esse valor atinga os 79,8 bilides. Por este motivo, envolve diversas questdes e
entidades que necessitam de ser cuidadosamente controladas.

De facto, a nanotecnologia oferece novas oportunidades para a medicina, no
entanto, visto tratar-se de um mercado ainda em expansdao e com muito espago para
crescer, o seu verdadeiro beneficio s6 podera ser aferido no futuro. Esta perspetiva mais
direcionada para o futuro torna a nanomedicina suscetivel ao aparecimento de questdes
por parte da comunidade cientifica e da sociedade em geral, acerca dos potenciais riscos
e beneficios (Boisseau & Loubaton, 2011). Portanto, torna-se essencial um cuidado
redobrado e sem especular prematuramente sobre eventuais beneficios, antes de haver
evidéncia cientifica e clinica. Por mais promissores que os novos nanomedicamentos
aparentem ser, devem também ser feitas as consideragdes apropriadas em termos éticos
e de seguranca, que devem ser cuidadosamente refletidas no contexto de uma aprovagao

regulamentar rigorosa.
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Seguranca

Quando surgem questdes de seguranca relativamente a nanotecnologia
imediatamente se pensa na toxicidade destas novas NP e quais os efeitos da sua
utiliza¢do na pratica clinica.

Muitos dos primeiros nanomedicamentos aprovados surgiram com o objetivo de
reduzir a toxicidade inerente aos proprios farmacos, como por exemplo, o Doxil®, cuja
principal vantagem em relacdo a doxorrubicina livre era a reducao da toxicidade. No
entanto, as davidas e questdes relativamente a toxicidade inerente aos proprios
nanomateriais comegaram a surgir, ¢ de facto, determinadas categorias de NP
frequentemente reportam efeitos citotoxicos (Wolfram et al., 2016).

As mesmas propriedades que tornam as NP tdo atrativas para o seu avango na
nanomedicina podem também ser a causa da toxicidade ndo desejada com as células:
tamanho, forma, natureza quimica, bem como, métodos de producdo, armazenamento,
estabilidade e agregacdo podem ter efeitos negativos na seguranca do produto final.
Surge assim um novo conceito de nanotoxicologia, definida como a ciéncia que estuda
os efeitos toxicologicos das nanoestruturas € nanoequipamentos em organismos vivos e
seu impacto no meio ambiente (Oberdorster, Oberdorster, & Oberdorster, 2005; Sufian,
Khattak, Yousaf, & Rana, 2017).

Em virtude do crescimento exponencial desta area, a informagdo que existe
acerca da toxicidade das NP ndo ¢ robusta. Pouco se sabe relativamente aos efeitos
toxicos no ser humano e, até ao momento, os ensaios toxicoldgicos tradicionais ainda
ndo estdo bem adaptados aos nanomateriais. Adicionalmente, o impacto ambiental
também ndo esta devidamente caracterizado e existem diversas variaveis a ter em conta
(por exemplo, as nanoparticulas apresentam baixos limites de detecdo e concentracdes
ambientais desconhecidas), tornando dificil retirar qualquer conclusdo sobre os efeitos
ecologicos e a estabilidade ambiental de nanomateriais. Qualquer alteracdo na sua
estrutura quimica pode radicalmente alterar as suas propriedades, tornando-os em
materiais toxicos (Kabir, Kumar, Kim, Yip, & Sohn, 2018).

Tendo tudo isto em conta, para que se obtenha um desenvolvimento sustentavel
e seguro da nanotecnologia, tendo também em consideracdo o equilibro ambiental,
torna-se necessaria a ado¢do de algumas medidas. A propria CE ja reconheceu que ¢
necessario: (i) desenvolver metodologias para medigdes de rotina, (ii) desenvolver

equipamentos € métodos para determinacao do destino metabolico das NP e sua detegao
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no meio ambiente, bem como avaliacdo da exposi¢do, acompanhada de estudos
epidemioldgicos e (iii) compreender a toxicidade e ecotoxicidade das NP (Wagner et al.,
2006). Para que passe da teoria a pratica ¢ necessaria a colaboracdo de agéncias
reguladoras, investigadores e industria de modo a formular procedimentos de avaliagao

do risco e perceber se determinada nanotecnologia tem um risco-beneficio favoravel.

Etica

A nanotecnologia como uma tecnologia que permite avangos significativos no
futuro da medicina, levanta questdes como a sensibilidade da informacgao genética, a
lacuna que existe entre diagndstico e terapéutica, o acesso a recursos de cuidados de
saude e tensoes entre medicina holistica e funcional. Para além disto, € previsivel que a
nanotecnologia acrescente novas possibilidades a relagdio humano-méquina tais como
implantes ou chips que, eventualmente, irdo levantar novas questdes éticas direcionadas
a nanomedicina (Boisseau & Loubaton, 2011).

Ao mesmo tempo, novos nanomedicamentos t€m que ser avaliados tendo em
conta vertentes éticas, legais e sociais. De acordo com Boisseau & Loubaton (2011),
deve ser efetuada uma cuidadosa andlise que reflita os seguintes principios éticos: (i)

ndo instrumentalizacdo: ndo considerar seres humanos como um meio, mas sim como

um fim préprio; (ii) privacidade: respeitar o individuo e ndo invadir o direito que tem a

sua propria privacidade; (iii) equidade e ndo discriminagdo: todos devem ter acesso aos

beneficios em causa e a igualdade de tratamento, a menos que existam razdes plausiveis
que justifiquem a diferenca. Este ¢ um tdpico especialmente sensivel devido a
iniquidade com que somos confrontados entre paises desenvolvidos e ndo
desenvolvidos. O mercado da nanotecnologia expande-se essencialmente em paises
desenvolvidos e cria uma lacuna no acesso a estes beneficios a todos aqueles que nao

consigam pagar pela inovagdo (Graur et al., 2011); (iv) consentimento informado: os

doentes ndo devem estar expostos a um tratamento ou investigacdo sem o seu livre e
consentimento informado sobre os procedimentos que vao ser efetuados, os beneficios e
riscos a que podem ser expostos (Graur et al., 2011) e (v) precaucdo: principio ético que
implica o dever moral de uma continua avaliagdo do risco de exposi¢do as novas
nanotecnologias, visto que o impacto a longo prazo ndo ¢ totalmente previsivel.

As futuras inovac¢des em nanomedicina devem ser analisadas do ponto de vista

ético, politico e social. O mais importante para uma analise proativa das novas
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nanotecnologias ¢ garantir que as autoridades competentes descubram e debatam, desde
a fase em que a nanomedicina ndo passa de um projeto, as questdes éticas que podem
surgir. Também ¢€ necessario ter em conta que a competitividade econdomica pode entrar
em conflito com a dignidade humana e que a liberdade irrestrita de alguns pode colocar
em risco a saude e seguranca de outros. Torna-se assim essencial alcangar o equilibrio
entre os valores legitimos da nossa sociedade. SO assim se garante a aceitacdo ética e

social das tecnologias nanomédicas por parte da populagdo (Boisseau & Loubaton,

2011; Graur et al., 2011).

Regulamentacio

Ao longo dos anos, diversos nanomedicamentos para a terapéutica oncologica
tém sido aprovados por diferentes agéncias reguladoras de salide que garantem
procedimentos legais obrigatorios de modo a assegurar que a sociedade tenha acesso a
medicamentos e dispositivos médicos seguros e eficazes. No entanto, a Agéncia
Europeia do Medicamento (EMA), a FDA e outros orgdos reguladores ainda nao
implementaram diretrizes especificas para os nanomedicamentos. Na auséncia de
evidéncias e orientagdes, as decisdes regulatorias sobre determinadas nanoterapias sdo
baseadas na avaliacdo individual, caso a caso, de beneficios e riscos. Uma
regulamentacao eficaz exige um alto nivel de qualificagdo em tecnologias inovadoras e
trata-se de um processo demorado que pode resultar em atrasos na aprovacao de
determinados nanomedicamentos (Duncan & Gaspar, 2011; Wicki, Witzigmann,
Balasubramanian, & Huwyler, 2015). Por exemplo, a FDA colabora com o
Nanotechnology Characterisation Laboratory (NCL) para facilitar a revisdo
regulamentar e a caracterizagdo mais detalhada dos nanomedicamentos (Wicki et al.,
2015). No ambito do projeto Horizon 2020, a European Technology Platform on
Nanomedicine (ETPN) criou o European Nanomedicine Characterisation Laboratory
(EUNCL), cujo objetivo ¢ criar um conjunto de testes transdisciplinares que abranja
diversos ensaios de caracterizacdo pré-clinica (bioldgicos, fisicos, quimicos e in vivo),
permitindo que os investigadores obtenham uma compreensao plena da biodistribuicao,
metabolismo, farmacocinética, perfis de seguranga e efeitos imunoldgicos das suas
nanoformulac¢des (European Union’s Horizon 2020, 2017).

As questdes regulamentares ndo sdo apenas relevantes para todo o processo de

aprovacao e ensaios clinicos, mas também para o desenvolvimento de tecnologia de
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ponta, de modo a obter uma caracterizagdo mais correta dos nanomedicamentos e
monitorizar a sua qualidade. Em particular, ha a necessidade urgente de criar diretrizes
claras para a caracterizagao e controlo de qualidade de possiveis nano-similares, ou seja,
derivados genéricos de nanomedicamentos ja aprovados (Wicki et al., 2015).
Concluindo, a aprovacdo regulamentar da terap€utica nanomédica permanece
um desafio. Com o aparecimento de nanotransportadores mais desenvolvidos e com
multifuncionalidades ¢ expectavel que a aprovagao dos nanomedicamentos se torne um
processo ainda mais complexo. Sera fundamental que as agéncias reguladoras refinem e
padronizem os requisitos para a aprovagdo de nanomedicamentos, a fim de fornecer aos

pacientes acesso oportuno a tratamentos inovadores (Wicki et al., 2015).
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5. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Nao ha davida que a evolugdo da nanotecnologia implica avangos significativos
na area da medicina, nomeadamente na terapéutica oncoldgica. As opgoes de design e
funcdo de nanoestruturas sdo variadas, sendo que a lista de potenciais aplicagdes
médicas continua a crescer, revelando-se como estratégias alternativas e eficazes as
terapéuticas convencionais. A sua aplicacdo em areas onde a terapéutica oncoldgica
convencional falha e onde estes nanossistemas se demonstram vantajosos prova o
verdadeiro sucesso desta abordagem. Sdo diversas as vantagens que tornam as
nanoplataformas atrativas, incluindo as suas reduzidas dimensdes, que possibilita a
veiculagdo mais especifica dos farmacos e a sua subsequente acumulagdo nos tecidos
tumorais. A evolugdo da terapéutica oncoldgica associada a nanotecnologia nem esta
tanto relacionada com o aparecimento de farmacos inovadores, mas sim com a
exploragdo de novas estratégias de veiculacdo de fadrmacos ja conhecidos e bem
caracterizados que garantam algumas das potencialidades ja& mencionadas ao longo
deste trabalho.

H4 uma clara tendéncia do desenvolvimento de nanomedicamentos que
dependem de processos de vetorizacdo ativa. Por exemplo, a utilizacdo de ligandos de
afinidade garante uma maior acumulagdo de farmaco junto ao local alvo e,
consequentemente, aumenta a eficicia terapéutica e reduz a toxicidade inespecifica.
Certamente, o futuro da vetorizagdo ativa passara pela utilizagdo de multiplos ligandos
especificos para diferentes alvos. E também expectivel que com esta evolugdo, a
utilizacdo de materiais mais complexos, com diferentes componentes e fungdes (por
exemplo, nanoparticulas de silica, metalicas, nanocristais) comecem a marcar a sua
posicao no mercado. A multifuncionalidade ¢ um topico a ter em conta, nomeadamente,
com o aparecimento de nanoformulagdes que tenham capacidade terapéutica e de
diagnostico. Este ¢ um conceito recente, conhecido como terandstico, que emprega
modalidades de imagem como MRI, imagem o6tica (fluorescéncia) e modalidades
terapé€uticas que envolvem, por exemplo, terapias fototérmicas ou libertagcdo controlada
de farmacos (Bobo et al., 2016). Dentro desta multifuncionalidade, também sera
interessante explorar nanomateriais com propriedades de libertagdo controlada
combinados com agentes de contraste que permitam uma visualizagdo e controlo do

tratamento através de processos imagioldgicos.
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Dito isto, sem duvida que se trata de uma area bastante promissora, que tem
vindo a revelar o seu potencial na aplicagdo a terapéutica oncologica. No entanto, €
importante relembrar que, tal como qualquer outro tratamento, tem desafios a superar.
Problemas complexos requerem solugdes complexas e uma abordagem multidisciplinar
aparenta ser a melhor op¢do. A tendéncia ¢ a de colaboragdo entre comunidade
cientifica, profissionais de saude, industria farmacéutica e agéncias reguladoras, que
certamente ira contribuir para a inauguracdo da proxima era de nanomedicina no

tratamento do cancro.
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