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RESUMO

O cancro ¢ uma patologia que afeta e mata uma percentagem cada vez maior da
populagdo mundial. A necessidade de recorrer a quimioterapia no tratamento da doenca
oncologica e a ineficacia manifestada por este tipo de terapéutica levou ao
desenvolvimento de estudos com o intuito de aumentar a eficicia dos agentes
quimioterapéuticos e diminuir os niveis de toxicidade associados aos mesmos.

Nesta revisdo explorar-se-4 a veiculacdo de farmacos através de micelas
poliméricas, realcando as principais caracteristicas e vantagens do transporte mediado
por estes nanotransportadores. Para tal, serdo analisadas as propriedades, a formagao e a
caracterizacdo das micelas, bem como as vantagens e desvantagens associadas as
mesmas. Para além disto, serdo também exploradas algumas das principais aplicagdes
dos nanotransportadores em estudo, como a utilizacdo simultanea de varios farmacos
(multi-drug therapy), as micelas sensiveis ao pH, as micelas sensiveis a temperatura e as
micelas destinadas simultaneamente a tratamento e diagnostico (theranostic),
analisando as propriedades e o modo de agdo de cada sistema e, apresentando alguns
dados relativos a testes in vitro e in vivo realizados no ambito da utilizacdo das micelas

no tratamento do cancro.

Palavras-Chave: Micelas | Veiculagao | Vetorizagao | Cancro



ABSTRACT

Cancer is a disease that affects and kills a growing share of the world population.
The need for chemotherapy in the treatment of oncological diseases and the inefficiency
exhibited by this type of therapy led to the development of studies in order to increase
the effectiveness of chemotherapeutic agents and reduce toxicity levels associated with
them.

In this review we will discuss drug delivery using polymeric micelles,
highlighting the main features and advantages of the transport mediated by these
nanocarriers. To this end, the properties, the formation and characterization of micelles
will be analysed as well as the advantages and disadvantages associated with them. In
addition, the main applications of the nanocarriers under study, such as the
simultaneous delivery of several drugs (multi-drug therapy), pH-sensitive micelles,
thermoresponsive micelles and micelles intended for both therapy and diagnostic
(theranostic) will also be presented, analysing the properties and means of action of
each system and examining in vitro and in vivo data from tests carried with micelles for

the treatment of cancer.

Keywords: Micelles | Drug Delivery | Targeting | Cancer
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17-AAG - 17-hidroximetil-17-demetoxigeldanamicina;
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GLOSSARIO

Molécula anfipatica: molécula que possui uma regido hidrofilica e uma regido

hidrofobica;

Concentracao micelar critica (CMC): concentracdo minima de emulgente a que se

comecam a formar micelas;

Contraiao: 130 associado aos compostos i6nicos no sentido de manter o equilibrio

elétrico;

Copolimero: polimero formado por diferentes mondmeros (unidades que constituem os

polimeros;

Eletrolito: substancia que contém, na sua composi¢do, ides livres sendo, por isso, um

bom condutor de corrente elétrica;

Concentracao inibitéria minima (ICso): concentragdo minima de firmaco necessaria

para inibir 50% de um processo bioldgico;

Temperatura critica de dissolucio minima (TCDm): temperatura critica abaixo da

qual os componentes de uma mistura sao misciveis em todas as proporcoes;

Temperatura critica de dissolucio maxima (TCDM): temperatura critica acima da

qual os componentes de uma mistura sao misciveis em todas as proporcoes;

Ponto de turvaciio: temperatura abaixo da qual um fluido apresenta um aspeto turvo,

devido a presenca de particulas em suspensao;

Protonacio: reacdo quimica da qual resulta uma ligacdo de um protdo a um atomo,

molécula ou ido;

Tensioativo: agente que diminui a tensdo superficial de contacto entre dois liquidos.






Introducao

1. INTRODUCAO

A nivel mundial, uma em cada sete mortes ocorre devido ao cancro, sendo esta
doenga responsavel por um maior nimero de mortes do que a SIDA (Sindrome de
Imunodeficiéncia Humana), a tuberculose e a malaria juntas, o que a torna a segunda
principal causa de morte, atrds das doengas cardiovasculares. Os dados mundiais mais
recentes remetem a 2012, fornecidos pela American Cancer Society (2015), e mostram
que nesse ano se verificaram 7 427 100 novos casos de cancro em homens e 6 663 000
em mulheres, o que perfaz um total de, aproximadamente, 14,1 milhoes de novos casos
de doenga oncoldgica. Os mesmos dados revelaram ainda que, no mesmo ano, 8,2
milhdes de pessoas morreram devido ao cancro. As previsdes apontam para que em
2030, o numero de novos casos de cancro cresca para os 21 milhdes e que o numero de
mortes causadas por esta doenca dispare para os 13 milhdes, duplicando, assim, as
estatisticas actuais (American Cancer Society, 2015).

Atualmente, a medicina e as ciéncias farmacéuticas continuam a enfrentar um
obstaculo comum no combate a algumas patologias de gravidade elevada, em particular
do cancro: a efic4cia das terapéuticas. Como refere a American Cancer Society (2016),
apesar de ja existirem varias alternativas, que se complementam, para o tratamento do
cancro, como a radioterapia ou a terapia hormonal, a quimioterapia continua a ter um
papel fundamental na teraputica da doenca oncoldgica. Alguns dos principais
problemas associados aos medicamentos antineoplasicos sdo a falta de seletividade para
os tecidos alvo, a degradagdo precoce dos agentes quimioterapéuticos, a sua baixa
solubilidade em meios aquosos, os efeitos adversos, devido a elevada toxicidade destes
agentes, e a baixa biodisponibilidade nos locais de acao (Gaucher et al., 2005; Torchilin,
2007).

Com vista a ultrapassar estes problemas, desenvolveram-se estudos, na area da
nanotecnologia, acerca de sistemas nanoméricos de veiculacio de farmacos (1-100 nm).
Alguns exemplos de nanotransportadores ja estudados sdo lipossomas, micelas
poliméricas, conjugados polimero-farmaco, farmacos nanocristalinos, dendrimeros,
nanotubos de carbono, entre outros (Bamrungsap et al., 2012).

Os nanotransportadores vém oferecer solugdes aos atuais problemas associados a
terapéutica  oncologica, diminuindo a toxicidade associada aos agentes
quimioterapéuticos, aumentando a sua solubilidade, estabilidade e concentracdo nos

locais alvo, reduzindo, assim, as desvantagens da sua utilizacdo. As caracteristicas que
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estes sistemas de veiculagdo possuem conferem-lhes a capacidade de incorporar
farmacos hidrofobicos no seu interior, aumentando a sua solubilidade em meios aquosos
e também a sua biodisponibilidade nos locais de a¢do, proporcionam maior estabilidade
aos agentes terap€uticos € a sua veiculagdo, ativa ou passiva, aos locais onde tém que
desenvolver a acdo terapéutica. Para além disto as propriedades inerentes aos
nanotransportadores vao ainda diminuir a toxicidade associada aos farmacos e impedir a
sua agregacao e deposicao (possiveis quando administrados na forma livre), reduzindo o
risco de embolismo (Aqil, Munagala, Jeyabalan, & Vadhanam, 2013; Gaucher et al.,
2005; Li & Huang, 2008; Torchilin, 2007). Outra das grandes vantagens dos
nanotransportadores no tratamento do cancro € a capacidade de incorporagdo simultanea
de multiplos farmacos no veiculo, permitindo que haja um sinergismo de efeitos
terapé€uticos proporcionado pelos diferentes farmacos incorporados (Shin, Alani, Rao,
Rockich, & Kwon, 2009; Thipparaboina, Chavan, Kumar, Modugula, & Shastri, 2015).

As vantagens associadas a terapéutica oncoldgica, por meio de agentes
quimioterapéuticos, conseguida pelos sistemas nanoméricos de veiculagdo de farmacos,
permite que haja uma redugdo das doses administradas e do nimero de tomas diérias, o
que funciona como incentivo a uma boa adesdo a terapéutica, e a longo termo levard a
uma reducdo dos custos do tratamento (Bamrungsap et al., 2012; Dikmen, Geng, &
Giiney, 2011).

Os diferentes tipos de nanotransportadores, referidos anteriormente, apresentam
caracteristicas particulares e vantagens e desvantagens entre eles. Devido a capacidade
que t€ém em armazenar e transportar elevadas doses de farmaco, a boa tolerabilidade
pelo organismo e a versatilidade que apresentam, as micelas poliméricas tornam-se num
dos nanotransportadores de maior interesse (Dikmen et al., 2011; Yokoyama, 2011).

As micelas sdo nanoparticulas constituidas por um ntcleo interno hidrofobico
estabilizado por uma face externa hidrofilica (Fig. 1), cuja formagdo ¢ resultante da
agregacdao de blocos poliméricos anfipaticos quando, num sistema, sdo atingidas
concentragdes de emulgente superiores a sua concentragdo micelar critica (CMC).
Quando em vez de blocos de copolimeros anfipdticos estivermos perante espécies
poliméricas com contraides associados, isto é, com uma extremidade carregada
positivamente e a outra carregada negativamente, vamos obter micelas idnicas,

representadas na figura 2. Em meios nao-polares formam-se micelas reversas, em que a

por¢do hidrofilica forma o niicleo da micela enquanto as caudas hidrofobicas constituem
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a face externa da mesma, como mostra a figura 3 (Attwood & Florence, 2012;

Mukerjee, 1978; Oerlemans et al., 2010).

% ~—— Hydrophilic Corona
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Figura 1: Micela polimérica (Gothwal, Khan, & Gupta, 2016)
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&% layer
\
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- Shelar surface
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Stern layer
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Figura 2: Micela ionica (Attwood & Florence,
2012)

Hydrocarbon
tail

Aqueous
phase

Figura 3: Micela reversa (Malik, Wani, &
Hashim, 2012)

A concentracdao de emulgente a qual se comegam a formar micelas denomina-se

concentragdo micelar critica (CMC). Esta concentracdo varia de emulgente para

emulgente e estd dependente de varios fatores e caracteristicas como: estrutura do grupo

hidrofébico — quanto maior for a cadeia hidrocarbonada, mais baixa vai ser a CMC;

natureza do grupo hidrofilico — compostos i6nicos tém, geralmente, CMC mais
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elevadas; natureza dos contraides — a presenca de contraides organicos no agente
tensioativo diminui a CMC; presenga de eletrolitos — quanto maior for a quantidade de
eletrélitos presentes na solugdo, menor vai ser a CMC; a temperatura — se em agentes
tensioativos i6nicos a temperatura nao manifesta grande influéncia na CMC, no caso
dos nao-idnicos 0 aumento da temperatura a niveis superiores ao ponto de turvagao vai
diminuir a CMC (Attwood & Florence, 2012; Mukerjee, 1978; Oerlemans et al., 2010).

As micelas conferem, ndo s6 uma maior solubilidade aos farmacos que
transportam, mas também uma série de outras vantagens que permitem aos mesmos
uma maior eficacia junto dos locais alvo, e que serdo analisadas mais a frente nesta
monografia. As vantagens inerentes as micelas sdo conseguidas gracas a sua estrutura,
que lhes confere propriedades tnicas no que a veiculagdo de farmacos diz respeito. Esta
estrutura permite as micelas incorporar compostos pouco soluveis em meios aquosos,
minimizando as interagdes entre 0os mesmos € o ambiente aquoso envolvente, o que ¢
essencial no caso dos medicamentos administrados por via oral, permitindo que os
mesmos sejam bem absorvidos, e no caso dos medicamentos hidrofobicos,
possibilitando a sua administragdo por via intravenosa (I.V.), sem recurso a
solubilizantes. Para além disto, quando se incorporam farmacos em micelas, o
complexo formado entre ambos possui uma massa molecular maior do que a exibida
pelas moléculas de farmaco livres, tornando-o, assim, mais resistentes a eliminagdo
hepatica e renal precoce, persistindo mais tempo na circulagdo sanguinea e chegando
em maiores quantidades aos locais alvo (Oerlemans et al., 2010; Thipparaboina et al.,
2015).

A versatilidade manifestada pelas micelas oferece-lhes uma vasta de gama de
utilizagdes capazes de minimizar os problemas associados a veicula¢do de fdrmacos e
de otimizar a mesma. Micelas sensiveis a estimulos e micelas com propriedades
terapéuticas e de diagnostico sdo apenas alguns dos exemplos das aplicagdes possiveis
destes sistemas, as quais serdo abordadas mais adiante nesta revisdo (Thipparaboina et

al., 2015).

12



Micelas Poliméricas: Sistemas de Veiculagdo de Farmacos

2. MICELAS POLIMERICAS: SISTEMAS DE VEICULACAO DE
FARMACOS

Como foi visto anteriormente, as micelas possuem caracteristicas Unicas no que
a veiculagdo de farmacos diz respeito. Gragas a sua estrutura singular, estes sistemas de
veiculagdo de farmacos apresentam capacidade de retencdao de grandes quantidades de
farmaco no seu interior, uma excelente distribuicdo no organismo, aptidao para uma
vetorizacdo dos farmacos e capacidade de minimizar as interagdes entre os farmacos
transportados € o meio envolvente, aumentando assim a sua estabilidade (Kataoka,
Harada, & Yu., 2001).

O sucesso da veiculagdo de farmacos com recurso a micelas esta dependente do
tamanho e das propriedades da estrutura das mesmas, pelo que se torna essencial uma
concegao correta destes dois parametros. No que diz respeito a dimensao das micelas,
estas apresentam-se num intervalo de tamanhos muito estreito (1-100 nm) e semelhante
ao de outros sistemas de veiculacdo, como virus e lipoproteinas. A dimensdo exibida
pelas micelas ¢ uma importante vantagem no que diz respeito a sua distribui¢do no
organismo e vai ter uma acentuada influéncia no efeito EPR (enhanced permeability
and retention), efeito que se caracteriza por um aumento da acumulagdo de particulas ao
nivel dos tecidos tumorais devido ao rdpido e continuo crescimento celular que se
verifica nesta zona e que estimula a formac¢do de novos vasos sanguineos de forma a
garantir o aporte sanguineo necessario ao crescimento celular. Relativamente a sua
estrutura, as micelas devem apresentar caracteristicas que as capacitem de reter o maior
nimero possivel de fArmacos e de os fazer interagir com os tecidos alvo nas condigdes

mais adequadas (Kataoka et al., 2001).

2.1. Micelizacio

Para compreendermos melhor a fung¢do das micelas enquanto sistemas de
veiculagdo de farmacos, € essencial olharmos para o seu processo de formagdo. A
micelizacdo ¢ um processo espontdneo que ocorre devido a tendéncia que as porgdes
hidrofobicas das moléculas anfipaticas tém em se separar da fase aquosa, quando
inseridas num meio aquoso, agregando-se umas as outras, visando reduzir a area de
contacto com o meio aquoso, € formando as estruturas a que chamamos micelas. Este

processo de agregacdo estd dependente de uma combinagdo de forcas intermoleculares,
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como: interagdes hidrofobicas e interagdes electroestaticas; em casos particulares, como
a presenca de metais ou moléculas com hidrogénios associados também as forgas
exercidas pela complexacdo de metais e pelas pontes de hidrogénio estdo envolvidas no
processo de micelizagdo. A estrutura e dimensao das micelas poliméricas formadas esté
diretamente dependente da estrutura dos polimeros que lhes dao origem. A figura 4
resume as propriedades e interacdes relevantes no processo de micelizacao (Kataoka et
al., 2001; Mukerjee, 1978).

Atendendo as fungdes que tanto a por¢ao hidrofébica como a hidrofilica dos
polimeros desempenham no processo de micelizagdo e de veiculagdo de farmacos, ¢
importante olhar para algumas propriedades a que estas devem atender. Relativamente
ao bloco hidrofilico ¢ importante que este possua certas propriedades, como: uma boa
solubilidade em meios aquosos, permitindo a solubilizagao dos farmacos incorporados
na micela; uma flexibilidade razoavel, permitindo o movimento das cadeias
hidrofobicas para que possam estabelecer interagdes, estabilizando, assim, as micelas;
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas adequadas ao meio onde estdo inseridas e ao
local de agdo onde os farmacos transportados tém que atuar. No que ao bloco
hidrofobico diz respeito, deve-se ter em aten¢ao a combinagao de forgas anteriormente
faladas, ndo so6 pela sua importancia no processo de micelizagdo, mas também pela
influéncia que este vai desempenhar na incorporagdo do farmaco, dada a ligagdao que vai
estabelecer com o mesmo. A estabilidade da micela ¢ essencialmente garantida pelas
interacdes estabelecidas pelo bloco hidrofobico. Assim, quanto maior for o
comprimento do bloco hidrofobico, menor sera a CMC e consequentemente, mais
estavel sera a micela formada porque a sua taxa de dissociacao vai ser mais baixa, o que
promove uma melhor retencdo de firmaco e, consequentemente, uma maior
concentracdo nos locais alvo (Kataoka et al., 2001; Kedar, Phutane, Shidhaye, &

Kadam, 2010).
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Figura 4: Propriedades/interacdes relevantes no processo de micelizagdo e na veiculacdo de farmacos
(Kataoka et al., 2001)

2.2.  Sintese de copolimeros anfipaticos

Apesar da micelizagdo ser o passo chave na obtengcdo de micelas para a
veiculagdo de farmacos, o processo de obtengdo das mesmas comega um pouco antes
com a sintese dos copolimeros anfipaticos desejados.

A sintese de copolimeros anfipaticos ¢ conseguida através da juncao de blocos
poliméricos hidrofilicos com blocos poliméricos hidrofobicos. Esta jungdo pode ser
feita de inimeras maneiras e com inumeros polimeros. Diferentes combinagdes entre as
porcdes hidrofilica e hidrofobica originam diferentes micelas, com propriedades
destintas e especificas. Assim, através da escolha dos polimeros certos, podemos obter
micelas com as propriedades mais adequadas ao tipo de veiculacio desejado. Para além
deste método, também ¢é possivel obter micelas com propriedades particulares, como
por exemplo a vetorizagdo de farmacos ou micelas sensiveis a estimulos, enxertando
grupos funcionais especificos ao bloco hidrofilico dos copolimeros ou utilizando
polimeros sensiveis a estimulos na sintese dos blocos poliméricos (Gaucher et al., 2005;

Kedar et al., 2010).
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2.3. Carregamento de farmacos

Apos a sintese de copolimeros anfipaticos, o processo de micelizacdo e o
aprisionamento de farmacos nas micelas ocorrem em simultdneo. A incorporagdo de
farmacos em micelas pode ocorrer por conjugagdo quimica ou por aprisionamento
fisico. Existem vdrias técnicas de carregamento de farmacos, sendo que os métodos
tipicamente usados sao o método de didlise, o método de evaporagao do solvente de
uma emulsdo 6leo em dgua e o método de dispersdo solida (Kedar et al., 2010).

Quando estamos perante uma mistura de copolimeros com farmaco num
solvente organico miscivel com a agua e a sujeitamos a uma didlise contra agua, a
evaporagdo, lenta, da fase organica vai induzir a formacao de micelas com o farmaco no
seu interior, correspondendo este ao método de carregamento através de didlise
(Gaucher et al., 2005).

Se adicionarmos a agua (previamente destilada) o fAirmaco juntamente com os
polimeros (previamente dissolvidos num solvente organico imiscivel em meio aquoso),
sob uma forte agita¢do, vai-se originar uma emulsdo 6leo em agua que apds rearranjo
polimérico, causado pela evaporacdo do solvente, vai originar micelas carregadas com
farmaco. Este ¢ o método de carregamento mediante emulsdo 6leo em agua (Kedar et
al., 2010).

O método de dispersao sdlida, consiste na obten¢do de micelas carregadas com
farmaco, partindo de uma solugdo de farmaco e polimeros num solvente organico, da
qual se faz evaporar o solvente. Apds a evaporagao do composto organico, forma-se
uma matriz solida de polimeros, onde as interagcdes farmaco polimero estdo favorecidas.
Esta, apds ser submetida a reidratacdo com um solvente aquoso, previamente aquecido,
vai originar micelas ja carregadas com farmaco (Gaucher et al., 2005; Kedar et al.,

2010).

2.4. Caracterizacao

Quando se fala em caracterizagdo de micelas poliméricas, fala-se de um
processo que consiste na determinagdo das propriedades das mesmas, com vista a
conhecer melhor o sistema de veiculagdo desenvolvido. Os aspetos com maior

relevancia sao a CMC, o tamanho da micela e dos seus polimeros, a sua estrutura e
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respetivas propriedades, a densidade das mesmas e o seu comportamento enquanto
veiculo (Kedar et al., 2010).

A avaliagdo da CMC ¢ essencial para o conhecimento das micelas originadas,
pois como foi visto anteriormente, a CMC ¢ um dos parametros que melhor define a
estabilidade destes sistemas. A monitorizagdo deste pardmetro pode ser feita através de
um método de solubilizacdo de agentes corantes, agentes estes que se vao acoplar aos
polimeros e que, quando ocorre o processo de micelizagdo, vao provocar uma alteragdo
na absorvancia, correspondendo a concentracdo a que ocorre esta alteragcdo a CMC
(Kedar et al., 2010; Sezgin, Yiiksel, & Baykara, 2006).

O tamanho das micelas formadas pode ser avaliado através de uma técnica de
difracdo de luz em que se faz passar as micelas por um feixe de raios laser, sendo que as
alteragOes provocadas neste feixe oferecem-nos dados acerca do tamanho e estrutura das
micelas. Outros métodos como cromatografia, eletroforese ou ressonancia magnética
nuclear sdo alternativas para a obtencao de informacao relativa ao tamanho, estrutura e
massa molecular dos polimeros e micelas (Kedar et al., 2010; Sezgin et al., 2006).

A analise microscopica ¢ outro dos métodos que nos permite avaliar o tamanho,
a morfologia e a estrutura das micelas poliméricas, podendo recorrer-se a varias técnicas
microscopicas, de entre as quais, a microscopia de forca atomica, a microscopia
eletronica de varrimento, a microscopia eletronica de transmissao ou a microscopia
confocal, sendo que esta ultima oferece imagens com melhor qualidade e em trés
dimensdes (Kedar et al., 2010).

As propriedades e alteragdes verificadas na superficie das micelas poliméricas
sao analisadas através da avaliagdo do potencial zeta, enquanto a estrutura nuclear e as
interacdes que nela ocorrem sdo avaliadas por meio de uma técnica de calorimetria
diferencial de varrimento. O teste a atividade do complemento (CH50) ¢ outro método
capaz de avaliar as caracteristicas da superficie das micelas, analisando a quantidade de
proteinas do complemento que estas adsorvem (Kedar et al., 2010; Sezgin et al., 2006).

Outro parametro que ¢ importante monitorizar ¢ o grau de polimerizagdo, de
dispersdo polimérica e de ramificagdo dos polimeros. Esta monitorizagdo pode ser feita
através da determinacdo da temperatura critica de dissolugdo minima (TCDm), que nos
vai permitir avaliar a influéncia da temperatura nos polimeros (Kedar et al., 2010).

Relativamente ao comportamento das micelas enquanto sistemas de veiculagao
podem ser realizados varios testes de modo a avaliar diferentes parametros. Os testes in

vitro procuram refletir o desempenho das micelas no organismo humano, por isso, testes
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relativos a libertagao de farmaco e a citotoxicidade podem ser realizados in vitro, sendo
que o primeiro parametro ¢ avaliado através da medicao das concentragdes de farmaco
libertado ao longo do tempo, perante condi¢des definidas e controladas, enquanto o
parametro da toxicidade celular ¢ medido com base no efeito que os compostos
quimicos desencadeiam nas fungdes basicas das células. Para avaliar a interacao
estabelecida entre as micelas poliméricas e os recetores de farmacos, pode recorrer-se a
uma citometria de fluxo (Kedar et al., 2010).

Todas as técnicas revistas anteriormente estdo clara e sucintamente explicadas
por Kedar et al. (2010) em “Advances in polymeric micelles for drug delivery and

tumor targeting”.

2.5. Vantagens e desvantagens

ApoOs a analise feita a estrutura das micelas poliméricas, enquanto sistema de
veiculagdo de farmacos, e aos processos de micelizagdo e carregamento, ¢ de relativa
importancia olhar para as vantagens e desvantagens associadas as micelas e a veiculagdo
por si proporcionada, uma vez que estes dados permitem uma analise diferenciadora
entre diferentes sistemas nanoméricos de veiculagao de farmacos.

Como principais vantagens da veiculacdo por meio de micelas temos:

Tamanho — as micelas poliméricas apresentam uma dimensao que varia entre os
10 nm e os 100 nm de didmetro. Este tamanho muito pequeno das micelas ¢ essencial
para garantir a estabilidade e a longevidade adequadas das mesmas na circulagdo
sanguinea. Por apresentarem uma dimensao inferior a que conduz a eliminagdo renal,
hepatica e pelo sistema fagocitico mononuclear (MPS), tém assegurada a longevidade
da sua circulacdo sanguinea (Dikmen et al., 2011; Oerlemans et al., 2010; Yokoyama,
2011).

Outra das vantagens associada a dimensao das micelas ¢ o facto da mesma
permitir uma esterilizacao facil e barata das mesmas, aquando do processo de producao
(Yokoyama, 2011).

Ainda relativamente as suas dimensdes, o didmetro das micelas permite-lhes um
extravasamento nas zonas cancerigenas, devido ao efeito EPR que se verifica ao nivel

na vasculatura tumoral (Oerlemans et al., 2010).
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Estabilidade estrutural — as micelas, gracas as interagdes estabelecidas pelos

polimeros hidrofobicos que constituem o seu nucleo, manifestam uma elevada
estabilidade estrutural. Esta estabilidade manifesta-se de duas maneiras: estabilidade
estatica — a CMC das micelas poliméricas ¢ bastante baixa, o que faz com que mesmo
em concentragdes baixas, os polimeros se mantenham agregados em micelas;
estabilidade dindmica — as micelas apresentam taxas de dissociagdo muito baixas, o que
¢ muito importante para o sucesso da veiculacdo de farmacos in vivo (Yokoyama,

2011).

Solubilizacdo de fArmacos hidrofébicos — a possibilidade de incorporar farmacos

hidrofébicos ¢ uma das principais vantagens das micelas enquanto sistemas de
veiculagdo. O aprisionamento deste tipo de fArmacos permite-lhes serem corretamente
absorvidos, caso sejam administrados por via oral, e serem administrados via I.V. sem a
necessidade de adjuvantes solubilizantes (Oerlemans et al., 2010; Yokoyama, 2011).
Esta ¢ uma propriedade bastante vantajosa, uma vez que muitos dos principais
farmacos que estdo a ser desenvolvidos para patologias mais graves, como € o caso do

cancro, sao hidrofobicos (Yokoyama, 2011).

Capacidade de incorporacao eclevada — as micelas sao dos sistemas de veiculagao

de fArmacos capazes de transportar maiores quantidades de farmaco no seu interior. Isto
¢ uma vantagem, ndo sO por permitir um maior aproveitamento do firmaco que ¢
administrado, vetorizando-o ao seu local alvo e assim necessitando de doses mais baixas
do mesmo, mas também por permitir a veiculagdo de multiplos farmacos em
simultaneo, o que, traz importantes vantagens a terapéutica, como, por exemplo, o
sinergismo de efeitos de diferentes farmacos (Thipparaboina et al., 2015; Yokoyama,

2011).

Capacidade de incorporacdo diversificada — tdo importante como a quantidade

de farmaco que as micelas poliméricas sdo capazes de carregar no seu interior, ¢ a
variedade de agentes terapéuticos que estas conseguem incorporar. Gragas a capacidade
que estes sistemas tém de carregar farmacos, quer por conjugacdo quimica, quer por
aprisionamento fisico, o leque de agentes terapéuticos que podem ser incorporados ¢é
bastante vasto, variando entre farmacos, genes ou até mesmo agentes de contraste. Este
vasto leque de agentes que podem ser incorporados confere as micelas outras fungdes

para além da veiculag¢do de farmacos (Thipparaboina et al., 2015; Yokoyama, 2011).
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Baixa toxicidade — a baixa toxicidade das micelas ¢ uma vantagem que torna a

veiculagdo de farmacos in vivo mais segura e toleravel. Os tensioativos poliméricos que
dao origem as micelas sdo conhecidos como sendo moléculas com baixa toxicidade
associada, fator bastante importante na minimizacdo de possiveis reagdes adversas

(Thipparaboina et al., 2015; Yokoyama, 2011).

Relativamente as desvantagens deste sistema de veiculagao polimérico, estao

evidenciadas as seguintes:

Dificuldade da sintese de polimeros — a sintese de polimeros anfipaticos com as

propriedades quimicas e estruturais desejadas requer estudos complexos e ¢ pouco

reprodutivel a escala industrial (Yokoyama, 2011).

Tecnologia de carga pouco desenvolvida — varios sdo os métodos disponiveis

para se proceder a incorporagdo de farmacos no interior de micelas poliméricas. No
entanto, ndo existe nenhum método padrao definido e que seja aplicavel a todas as

espécies de polimeros (Kedar et al., 2010; Yokoyama, 2011).

Extravasamento lento — ainda que o extravasamento das micelas da circulagao

sanguinea seja uma das principais vantagens deste sistema de veiculagdo, o facto deste
processo ocorrer de forma lenta torna-se uma desvantagem. A lentiddo do
extravasamento das micelas carregadas com o farmaco leva a que tenha que haver um
aumento da distribui¢do de farmaco ao local de acdo, funcionando este ultimo processo
como um fendmeno compensatorio, de forma a garantir o efeito terapéutico esperado

(Yokoyama, 2011).

Risco de toxicidade cronica — os farmacos incorporados em micelas sofrem uma
eliminacdo hepatica mais lenta do que os farmacos livres, uma vez que existe uma
maior dificuldade das enzimas metabdlicas em aceder ao composto terapéutico, o que

pode levar a uma acumulacdo de farmaco no organismo (Yokoyama, 2011).
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3. APLICACOES DAS MICELAS POLIMERICAS

Como acabamos de ver, as micelas poliméricas apresentam propriedades e
vantagens que as tornam num dos sistemas de veiculagdo de farmacos com maior
interesse. Para além das caracteristicas anteriormente analisadas, a versatilidade
manifestada por esta espécie de nanotransportadores funciona com um estimulo ao
estudo destes sistemas enquanto veiculos de farmacos. Esta versatilidade confere as
micelas poliméricas uma ampla gama de funcionalidades que podem constituir solugdes
para determinados problemas associados a veiculagdo de agentes terapéuticos ja
existentes ou, até, permitir a utilizagcdo de novos farmacos.

De entre a vasta gama de aplicagdes que as micelas poliméricas apresentam, esta
revisdo incide essencialmente sobre: terapéutica com multiplos farmacos — multi-drug
therapy (MDT); micelas sensiveis ao pH; micelas sensiveis a temperatura; ¢

theranostics.

3.1.  Multi-Drug Therapy

Muitas patologias graves e de abordagem sensivel manifestam dificuldades
terap€uticas relativamente ao efeito dos farmacos utilizados e a toxicidade causada
pelos mesmos. Um bom exemplo disso, conforme discutido anteriormente, € o cancro.
Os avancos na tecnologia e na medicina revelaram uma elevada complexidade e
heterogeneidade das células cancerigenas, que resulta na ineficacia do tratamento
quando se utilizam agentes terap€uticos isoladamente. Estas descobertas incentivaram
ao estudo de alternativas para o tratamento do cancro (Gadde, 2015; Shin et al., 2009).

A administragdo, simultanea ou sequencial, de dois ou mais fAirmacos diferentes,
com finalidades e mecanismos de agdo semelhantes ou distintos, ¢ denominada de
multi-drug therapy, e apresenta-se como uma possivel solugdo a falta de eficacia dos
tratamentos até agora explorados. Algumas das principais vantagens associadas a este
método terapéutico estdo sucintamente descritas na figura 5 (Thipparaboina et al.,
2015).

A multirresisténcia a farmacos ¢ um dos principais problemas relacionados com
a terapéutica do cancro, e consiste numa resisténcia inerente ou adquirida a varios
agentes terapéuticos, desencadeada por diversos mecanismos, de entre os quais a

diminui¢do da absor¢do de firmaco ou o aumento do seu efluxo. A superacdo deste
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problema ¢ uma das principais vantagens da multi-drug therapy, uma vez que € possivel
a administragdo combinada de medicamentos quimioterapéuticos com agentes que
combatem os mecanismos de resisténcia, como RNA de interferéncia (siRNA)
especificos para estes mecanismos, inibidores da bomba de efluxo ou proteinas pro-
apoptoticas (Gadde, 2015; Gillet & Gottesman, 2010; Thipparaboina et al., 2015).

Outra das grandes vantagens deste método terapéutico ¢ a possibilidade de
obtencdo de um sinergismo de efeitos dos diferentes farmacos combinados. Quando
administrados em combinagdo, os diferentes mecanismos de acdo de cada farmaco
complementam-se e obtém-se um efeito terapéutico final superior aquele que se obteria
utilizando os farmacos isoladamente. Assim, podemos concluir que a multi-drug
therapy desencadeia uma resposta mais eficaz, necessitando recorrer a doses mais
baixas de farmacos para obter efeitos semelhantes ou superiores aos verificados na
utilizagdo isolada dos agentes terapéuticos e consequentemente reduzindo a toxicidade

associada ao tratamento (Gadde, 2015; Shin et al., 2009; Thipparaboina et al., 2015).
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Advantages of
MDD system

Overcome MDR Reduction of
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\ accumulation of reduction in doses of
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Figura 5: Vantagens da multi-drug delivery (MDD) (Thipparaboina et al., 2015)
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Estudos in vitro comprovam as vantagens que a multi-drug therapy oferece ao
tratamento de doengas, em particular do cancro, evidenciando eficicia terapéutica. No
entanto, os estudos in vivo manifestaram problemas relacionados com a formulagdo e
administracao concomitante dos diferentes farmacos. Os principais obstaculos prendem-
se com o facto dos diferentes farmacos, quando administrados em combinagdo
apresentarem diferentes perfis farmacocinéticos e consequentes distribui¢des no
organismo distintas, bem como elevados niveis de toxicidade, uma vez que a maior
parte dos farmacos envolvidos no tratamento de patologias como o cancro sao pouco
soluveis em meios aquosos € requerem uma coadministragdo com excipientes
solubilizantes toxicos (Gadde, 2015; Shin et al., 2009).

Face as vantagens que a multi-drug therapy oferece e as limitagdes inerentes a
sua implementacao, tornou-se necessario estudar alternativas viaveis para se poder tirar
o melhor partido deste tipo de tratamento. Procurou-se, entdo, descobrir sistemas de
veiculagdo de farmacos com capacidade de solubilizar agentes quimioterapéuticos e de
controlar a distribui¢ao e libertacdo dos mesmos. Assim, surgem as micelas poliméricas,
sistemas, que como ja foi visto, sdo capazes de reter no seu interior grandes quantidades
e uma extensa variedade de farmacos, e também de incorporar dois ou mais farmacos
em simultdneo, permitindo uma distribuicdo simultanea ou sequencial dos agentes
incorporados. Para além das propriedades anteriormente referidas, as micelas
poliméricas sdo ainda sistemas muito seguros e pouco toxicos, com elevada capacidade
de solubilizagdo de farmacos, como cita Shin et al. (2009). A distribui¢do de
combinagdes de farmacos por meio de micelas permite, ndo s6é que haja uma
uniformizacdo dos perfis farmacocinéticos dos farmacos, através da capacidade que
estes sistemas de veiculagdo possuem de controlar a libertagdo dos mesmos e de os
vetorizar aos respetivos locais de acdo, mas também um melhor indice de solubilizagdo
dos farmacos, o que por conseguinte vai diminuir os niveis de toxicidade (Gadde, 2015;
Thipparaboina et al., 2015).

A figura 6 mostra uma série de vantagens proporcionadas pela utilizagcdo de
micelas poliméricas na multi-drug delivery (MDD), onde podemos verificar que a
utiliza¢do destes nanotransportadores proporciona, também, o aumento da concentragdo
dos farmacos nos seus locais de agdo e o sinergismo de efeitos dos diferentes agentes
terap€uticos, que resultam num aumento da eficacia do tratamento (Gadde, 2015;

Thipparaboina et al., 2015).
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Figura 6: Vantagens da utilizacdo de micelas poliméricas na MDD (Thipparaboina et al., 2015)

Um bom exemplo da eficicia das micelas poliméricas na MDD ¢ o estudo
desenvolvido por Katragadda, Teng, Rayaprolu, Chandran e Tan (2011) acerca da
veiculagdo combinada de 17-hidroximetil-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) com
paclitaxel (PTX), usando micelas poliméricas. A 17-AAG ¢ um antibidtico com ac¢do
inibidora da HSP90 (Heat Shock Protein 90), uma proteina mediadora da sobrevivéncia
das células tumorais, enquanto que o PTX ¢ um agente citotoxico, sendo que ambos os
farmacos s3o utilizados no tratamento do cancro nos ovarios. A agdo conjunta destes
dois farmacos resulta num sinergismo de efeitos, em que a 17-AAG vai aumentar a
sensibilidade das células tumorais a citotoxicidade do PTX, como comprovam os
estudos de Sain et al. (2006) e Sawai et al. (2008), evidenciando que o tratamento com a
combinacdo destes dois agentes ¢ mais eficaz que a terapéutica isolada dos mesmos.
Apesar do elevado potencial terapéutico que a combinagdo destes dois farmacos
apresenta, a sua administracdo conjunta manifesta problemas farmacocinéticos e de
toxicidade. Assim, Katragadda et al. (2011), procuraram avaliar a performance das
micelas poliméricas enquanto veiculos da combinacdo de 17-AAG com o PTX, sendo
as micelas em estudo resultantes de uma mistura de copolimeros de polietilenoglicol-
diesteril-fosfatidiletanolamina/tocoferol polietilenoglicol 1000 (PEG-DSPE/TPGS).
Este estudo revelou que as micelas de PEG-DSPE/TPGS sdo uma solugdo fiavel para a
administracao conjunta de 17-AAG e PTX, uma vez que a incorporacdo de ambos os
farmacos nestes sistemas de veiculagdo ndo provocou alteracdes na eficidcia dos

mesmos, diminuiu a toxicidade e alargou o tempo de semivida plasmatica dos agentes
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terapéuticos, gracas a libertacdo controlada proporcionada pelas micelas poliméricas,
como demonstram as Figuras 7 e 8 (Katragadda et al., 2011; Sain et al., 2006; Sawai et

al., 2008).
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Figura 7: Taxa de libertagdo de PTX e 17-AAG em soro fetal bovino (Katragadda et al., 2011)
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Outros exmplos de sucesso da terapéutica com multiplos farmacos com recurso a
micelas poliméricas sdo os estudos de Chitkara et al. (2012) e Emami et al. (2015), em
que o primeiro aprecia o efeito sinérgico resultante da associagdo da ciclopamina com o
gefitinib, no tratamento do cancro do pancreas, ¢ o segundo avalia o aumento da
citotoxicidade do PTX quando combinado com o a-succinato de tocoferol (Chitkara et

al., 2012; Emami et al., 2015).

3.2. Micelas sensiveis a estimulos

De entre todas as vantagens, anteriormente vistas, apresentadas pelas micelas na
veiculagdo de farmacos, uma das que representa maior relevancia para o sucesso
terapéutico ¢ a sua capacidade de vetorizar os agentes terapéuticos, de forma estavel,
aos seus locais acdo e aumentar a concentragdo dos mesmos nos tecidos alvo. Esta
vetorizagdo ¢ feita, principalmente, de um modo passivo, que como ja foi analisado
anteriormente, pode ser otimizada através modulacdo das caracteristicas fisicas e
quimicas das micelas poliméricas de modo a aumentar a sua acumulagdo nos locais
desejados e torna-las suscetiveis ao efeito EPR verificado nos tecidos tumorais. Para
além deste método, podem também ser utilizadas estratégias de vetorizacao ativa, como
a integracdo de grupos funcionais com afinidade para os locais desejados e a inser¢ao de
polimeros sensiveis a estimulos nos blocos de copolimeros que formam as micelas.

Apesar do sucesso das micelas na vetorizagdo de agentes terapéuticos, existem
alguns problemas associados a estes sistemas, de entre os quais a dificuldade em
conjugar a seletividade para os tecidos alvo com a libertacdo em quantidades adequadas,
nestes mesmos locais, e ainda as baixas concentragdes intracelulares que se verificam
aquando da veiculagdo de farmacos por meio destes nanotransportadores. Como
resposta a estas desvantagens e numa tentativa de otimizar a veiculagdo micelar de
farmacos, desenvolveu-se um pouco mais o estudo desta espécie de nanotransportadores
com vista a obter um sistema capaz de vetorizar os agentes terapéuticos até aos tecidos
alvo, inclusivamente até¢ ao meio intracelular, e de proceder a uma libertagdo completa e
controlada dos mesmos, de forma a maximizar o efeito terapéutico dos farmacos e a
minimizar os efeitos secunddarios relacionados com a toxicidade sistémica.

As micelas sensiveis as estimulos sdo resultado do desenvolvimento das micelas
enquanto sistemas de veiculacdo de farmacos e apresentam propriedades capazes de

colmatar as lacunas anteriormente relatadas. Estes nanotransportadores possuem
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caracteristicas que lhes permite veicular os farmacos incorporados de uma forma
bastante estavel até aos tecidos alvo e libertar os agentes terapéuticos de uma forma
controlada e em quantidades apropriadas, mediante estimulos internos e/ou externos.
Varios sao os estimulos que podem induzir as micelas a libertagdo dos farmacos, de
entre os quais destacamos o pH, a temperatura, a luminosidade, a atividade enzimatica
especifica e os ultrassons, sendo os mais habitualmente utilizados o pH e a temperatura.
De forma a garantir o sucesso destes sistemas de veiculagdo ¢ essencial conhecer as
propriedades fisicas e quimicas exibidas pelos tecidos alvo, em particular aquelas que os
distinguem dos tecidos saudaveis, de maneira a desenvolver micelas sensiveis a
estimulos somente exibidos nos locais de interesse, evitando a libertacdo de agentes
terapéuticos em locais que ndo os desejados, garantindo a seletividade para o local de

acao (Nakayama, Akimoto, & Okano, 2014; Yan & Li, 2016).

3.2.1. Micelas sensiveis ao pH

De todos os estimulos passiveis de ser utilizados para sensibilizar as micelas
veiculadoras de farmacos e induzir a libertagcdo dos mesmos, o pH ¢ um dos que
apresenta maior interesse de estudo e ¢ dos mais utilizados, particularmente no
tratamento do cancro. Os tecidos tumorais apresentam um pH ligeiramente mais &cido
(pH = 7,06), quando comparados com o pH de tecidos saudaveis (pH = 7,4), devido ao
efeito Warburg.

Este efeito baseia-se no facto das células cancerigenas terem necessidade de
proceder a uma glicélise anaerdbica, devido ao escasso aporte sanguineo de nutrientes e
oxigénio, levando, na sequéncia deste processo, a produgdao de acido lactico que vai
induzir uma diminui¢do do pH ao nivel destes tecidos. Estas diferencas verificadas entre
a acidez dos tecidos normais e dos tecidos cancerigenos e a singularidade do valor de
pH caracteristico dos microambientes tumorais possibilita a utilizacdo de micelas
sensiveis ao pH no tratamento do cancro no sentido de otimizar a terapéutica (Heiden,
Cantley, & Thompson, 2009; Yan & Li, 2016).

As micelas sensiveis ao pH tém um funcionamento dependente das variagdes e
dos valores particulares do pH verificados nos diferentes tecidos do organismo. Estes
sistemas compreendem, portanto, dois tipos de veiculacdo: a ativa, proporcionada pela
sua sensibilidade ao pH; e a passiva, uma vez que a acumulagcdo das micelas ao nivel

dos tecidos tumorais ¢ uma caracteristica inerente destes vetores, devido ao efeito EPR.
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Este tipo de nanotransportadores garante um transporte estdvel dos farmacos
carregados, na corrente sanguinea, até serem sujeitos a uma alteracdo nos niveis de
acidez (caracteristica do local alvo) que lhes vai causar alteragdes estruturais e,
consequentemente, provocar a libertagdo dos agentes terapéuticos, sendo este o
principio base da atividade das micelas sensiveis ao pH. As propriedades inerentes a
este tipo de micelas permitem que as mesmas libertem os farmacos apenas nos tecidos
alvo, maximizando a eficacia dos agentes terapéuticos e reduzindo a toxicidade
associada aos mesmos. Com base nesta metodologia, torna-se essencial o estudo prévio
da acidez caracteristica dos tecidos alvo, de modo a que seja possivel proceder-se a
formulagdo de micelas sensiveis a um valor de pH adequado ao tratamento
requerido(Nakayama et al., 2014).

Relativamente as micelas utilizadas como agentes de veiculagdo de farmacos
sensiveis ao pH e a sua estrutura, temos duas estratégias possiveis de formagao das
mesmas: a utilizacdo de grupos ionizaveis sensiveis ao pH e o recurso a espécies
possuidoras de ligagdes quimicas suscetiveis ao pH, na formagdo dos blocos de
copolimeros que originam as micelas (Nakayama et al., 2014; Yan & Li, 2016).

Se se utilizarem grupos protonaveis sensiveis ao pH nos blocos de copolimeros
que constituem a estrutura das micelas, estas, quando submetidas ao grau de acidez
estipulado vao sofrer a protonacdo dos referidos grupos, gerando uma repulsdo
polimérica, causada pelas cargas geradas, que leva a destabilizagdo e desintegragdo das
micelas e consequente libertagdo do farmaco (Nakayama et al., 2014).

Quando, nos blocos de copolimeros que originam as micelas sdo utilizados
compostos cujas ligagcdes quimicas sdo clivaveis a determinado nivel de acidez, os
sistemas de veiculagdo formados, quando expostos a um pH predefinido e caracteristico
do local alvo, vao sofrer a clivagem das ligagdes quimicas presentes na sua estrutura,
desagregando-se e libertando o farmaco carregado para o exterior (Nakayama et al.,
2014).

Alguns estudos comprovam a eficicia e as mais-valias que as micelas sensiveis
ao pH oferecem ao tratamento do cancro, como ¢ o caso do estudo desenvolvido por
Gao, Lee, Kim e Bae (2005). Neste estudo, os autores testaram a eficacia de micelas
poliméricas de poli(L-histidina)-b-PEG (poliHis/PEG) sensiveis ao pH na veiculacio de
doxorrubicina (DOX), um conhecido agente quimioterapéutico, € o impacto que a
vetorizagao feita por estes sistemas tem no tratamento do cancro do ovario. Em primeiro

lugar, comegaram por desenvolver testes in vitro onde analisaram os niveis de libertagao
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de farmaco, por parte das micelas de poliHis/PEG, em resposta a diminui¢ao do pH e
verificaram que a concentracdo de DOX era cerca de cinco vezes maior no meio mais
acido (pH = 6,8) do que no meio com indice de acidez similar ao verificado na
circulacao sanguinea
(pH = 7,4), o que comprovou a sensibilidade das micelas formuladas ao pH e que a
estabilidade das micelas durante o transporte sanguineo estd assegurada, garantindo
menos dissipacdo de fArmaco durante a veiculagdo e niveis mais elevados do mesmo ao
nivel dos tecidos tumorais. Os testes in vivo desenvolvidos posteriormente, ocorreram
em ratos do sexo feminino aos quais se enxertaram células A2780 de cancro do ovario
humano. Estes testes revelaram nao s6 uma maior acumula¢do de DOX veiculada pelas
micelas de poliHIS/PEG nos tecidos cancerigenos mas também um crescimento mais
lento do tumor, o que demonstra que as micelas sensiveis ao pH, em particular as de
poliHis/PEG, tém uma influéncia bastante positiva no tratamento do cancro do ovario,
aumentando a eficacia dos agentes quimioterapéuticos que veiculam (Gao et al., 2005).

Um outro estudo, um pouco mais recente, desenvolvido por Fan et al. (2010),
veio demonstrar, uma vez mais, a importancia da a¢ao das micelas na potenciacdo do
tratamento do cancro e ainda a capacidade que estes sistemas possuem em veicular os
farmacos carregados até ao interior das células cancerigenas. Apesar da elevada
acumulagdo de farmaco que se verifica ao nivel dos tecidos tumorais aquando da
veiculagdo micelar dos mesmos, niveis de libertagdo inadequados e/ou fracos indices de
absorcdo dos agentes terapéuticos por parte das células cancerigenas podem levar ao
insucesso da terapéutica (Thipparaboina et al., 2015). Assim, e com vista a ultrapassar
este problema, pode recorrer-se as micelas e a sua capacidade de vetorizar farmacos
para o meio intracelular.

O estudo realizado por Fan et al. (2010), ¢ um dos mais completos no que diz
respeito a veiculacdo micelar de farmacos e demonstrou a eficicia da veiculagdo de
agentes quimioterap€uticos por meio de micelas no tratamento do cancro do figado,
baseado em trés propriedades exibidas pelas mesmas, como a capacidade de transportar
diferentes farmacos em simultaneo, a sensibilidade ao pH e a capacidade de vetorizagdo
intracelular de fArmacos. Neste estudo os investigadores recorreram a micelas sensiveis
ao pH formadas a partir de copolimeros de folato-quitosano (FA-CS), como meio de
vetorizacdo simultdnea de doxorrubicina (DOX) com pirrolidina ditiocarbamato
(PDTC), sendo a DOX, como ja foi visto, um agente quimioterapéutico, ¢ o PDTC um

inibidor do fator nuclear-«B, um complexo proteico responsavel pela indugdo e
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desenvolvimento de varias doencas cronicas, de entre elas o cancro, funcionando neste
caso como um agente sensibilizante das células tumorais & DOX (Gupta, Sundaram,
Reuter, & Aggarwal, 2010). Ainda, relativamente as micelas utilizadas neste estudo e
aos seus copolimeros, usou-se o folato (FA) na sua composi¢ao com vista a assegurar a
entrada das micelas no espago intracelular, uma vez que as proteinas de ligacao ao
folato estdo sobreexpressas na superficie das células cancerigenas, funcionando como
recetores. Uma vez no interior das células tumorais, € no sentido de libertar os fAirmacos
ao nivel dos lisossomas e endossomas, organelos conhecidos como dois dos maiores
alvos dos agentes terapéuticos, as micelas vao libertar os farmacos em resposta a
variagdo de pH manifestada a este nivel. Assim, assegura-se que durante a circulacao
sanguinea e perante o pH fisiologico (pH = 7,4) as micelas permanecem integras e
estaveis conservando os agentes terapéuticos no seu interior, mas quando expostas a um
pH entre os 5 € os 6, como os verificados nos endossomas (pH = 5-6) e nos lisossomas
(pH = 6-7), os farmacos se vao libertar dos veiculos micelares e desempenhar a
respetiva agao terapéutica (Fan et al., 2010).

Em resumo, este estudo procurou avaliar a libertagdo de farmaco in vitro a
diferentes pH, a importancia do folato na vetorizagao ativa das micelas para o espago
intracelular e a relevancia do PDTC enquanto agente potenciador da acdo da DOX, para
assim concluir as vantagens e a utilidade destas estratégias no tratamento do cancro do
figado. Para avaliar a sensibilidade das micelas ao pH utilizou-se uma técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e aferiu-se o grau de libertacdo de
farmaco, sempre nas mesmas condi¢des de temperatura mas variando o valor do pH
entre 5,0 e 8,0. Verificou-se que a libertacdo de DOX e PDTC foi ligeira e lenta a pH
basicos e alcalinos, mas mediante um pH mais 4cido atingiram-se taxas de libertagdo
entre os 75% e os 95% e de uma forma muito mais rapida (Fig. 9), o que comprova a

sensibilidade das micelas utilizadas (Fan et al., 2010).
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Figura 9: Perfil de libertagdo cumulativa de DOX e PDTC a diferentes valores de pH (Fan et al., 2010)

Relativamente ao folato e a sua fungao na captagdo dos farmacos pelas células
avaliou-se a citotoxicidade manifestada pelos farmacos livres, veiculados em micelas de
quitosano (CS) e em micelas de FA-CS, nas mesmas condic¢des, tendo os resultados
revelado que as micelas de FA-CS apresentam uma concentragdo inibitoria minima
(ICs0) duas vezes mais baixa que as ICso manifestadas quer pela DOX e PDTC livres,
quer incorporados em micelas de CS, indicando que os niveis de agente
quimioterapéutico presentes no interior das células cancerigenas estdo aumentados
quando veiculados pelas micelas com folato na sua constitui¢do, levando assim a um
maior efeito terapéutico. Por fim, para analisar a fungao sensibilizante do PDTC a DOX,
contrapuseram-se micelas de FA-CS carregadas apenas com DOX e carregadas com
uma associacdo de DOX com PDTC. Foi, entdo, avaliada a citotoxicidade manifestada
por ambas, tendo-se verificado uma percentagem de células vidveis menor aquando da

sua sujeigdo a associacao de agentes terapéuticos, como podemos observar na figura 10,
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o que revela que o PDTC potencia a acdo da DOX, aumentando a eficacia do tratamento
(Fan et al., 2010).

Assim, podemos concluir que a sensibilidade das micelas ao pH, a capacidade
que o folato oferece as micelas para que estas penetrem no espaco intracelular e ai
libertem os farmacos e a sensibilizagdo exercida pelo PDTC nas células cancerigenas
para que a DOX exerca a sua fungdo com maior eficacia, sdo medidas vidveis e bastante
uteis no tratamento da doenca oncologica, na medida em que otimizam o tratamento
potenciando a a¢do farmacologica dos agentes terapéuticos e reduzindo a toxicidade e a

resisténcia aos farmacos.
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Figura 10: Percentagem de células viaveis apos exposi¢@o (48 h a 37°C) a DOX pura, associada com
PDTC, na forma livre e carregada em micelas de FA-CS, a diferentes concentra¢des (Fan et al., 2010)

3.2.2. Micelas sensiveis a temperatura

Para além das micelas sensiveis ao pH, outros tipos de micelas sensiveis a
estimulos sdo capazes de vetorizar, ativa e passivamente, agentes terapéuticos até locais
convenientes, sendo as micelas sensiveis a alteragdes de temperatura outra das espécies

com maior interesse clinico. A semelhanca das micelas sensiveis ao pH, também este
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tipo de nanotransportador tem particular interesse no tratamento do cancro, visando
minimizar as incompatibilidades e aumentar o sucesso da terapéutica.

A utilizagdo da temperatura enquanto estimulo para a vetorizacdo de farmacos
baseia-se na indu¢ao de um aumento localizado da temperatura (nos locais onde se quer
que os agentes terapéuticos exercam a sua agao), de modo a que as micelas
transportadoras de firmacos sensiveis a temperatura libertem os mesmos apenas nos
locais de interesse, em resposta a hipertermia gerada. Para que tal aconteca € necessario
que os blocos de copolimeros que compdem as micelas possuam, numa ou em ambas as
porgdes, polimeros sensiveis a temperatura, sendo mais habitual a sua presenca na
porcao hidrofilica que compde a superficie externa das micelas. Estes polimeros
caracterizam-se por sofrer alteracdes nas suas caracteristicas e/ou conformacao quando
submetidos a variacdes de temperatura, ¢ estdo na base desta aplicacao das micelas
poliméricas. Ainda relativamente aos polimeros sensiveis a temperatura utilizados na
composicao deste tipo de micelas, estes podem ser classificados em dois tipos: os
polimeros que precipitam abaixo da temperatura critica de dissolugdo méaxima (TCDM)
e 0s que precipitam acima da temperatura critica de dissolu¢do minima (TCDm), sendo
que os que manifestam maior interesse para a utilizagdo em micelas sensiveis a
temperatura sdo 0s que se tornam imisciveis em agua quando expostos a uma
temperatura superior 3 TCDm (Nakayama et al., 2014).

O fundamento da veiculacdo de farmacos com recurso a micelas sensiveis a
temperatura baseia-se no facto destes sistemas serem constituidos por um ntcleo
hidrofobico, onde sdo carregados os fAirmacos, € uma superficie externa hidrofilica, que
estabiliza a estrutura da micela, constituida por polimeros que sdo misciveis em agua
quando expostos a temperaturas abaixo da sua TCDm, mas que sofrem uma agregacao e
consequente precipitacdo quando sujeitos a temperaturas acima da sua TCDm,
originando a desintegracdo da superficie externa hidrofilica da micela e induzindo a
libertacao do farmaco. Assim, consegue-se que os agentes terap€uticos sejam veiculados
de uma forma estavel, no interior das micelas, na circulacdo sanguinea e que sejam
libertados, em quantidades suficientes, nos locais alvo, quando submetidos a
temperaturas mais elevadas que a sua TCDm, sendo essa hipertermia induzida
localmente (Nakayama et al., 2014).

Com base no mecanismo anteriormente visto e de forma a tornar este método
exequivel no tratamento de doencas, torna-se essencial estudar os polimeros a escolher

para a formulagdo das micelas, bem como as TCDm associadas aos mesmos. Uma vez
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que a temperatura normal do organismo humano ¢ de cerca de 37°C, o valor da TCDm
dos polimeros a utilizar deve ser ligeiramente superior a esse valor, devendo rondar os
40°C, de forma a garantir a veiculagdo estavel dos farmacos no interior das micelas
durante a circulagdo sanguinea e que nao seja necessario submeter o organismo a niveis
de temperatura intoleraveis para desencadear a libertacdo dos agentes terapéuticos.
Assim sendo, a modulagdo da TCDm dos polimeros a utilizar ¢ um passo essencial na
aplicagdo desta estratégia de vetorizacao e para que a modulagdo da TCDm seja correta,
torna-se necessario conhecer os fatores que a fazem variar (Nakayama et al., 2014):

Quantidade de espécies hidrofobicas: quanto maior for a quantidade

proporcional de espécies hidrofébicas numa micela, menor vai ser a TCDm da mesma

(Nakayama & Okano, 2005);

Massa molecular dos polimeros sensiveis a temperatura: quanto maiores forem

as cadeias que compdem os polimeros sensiveis a temperatura inseridos na estrutura

micelar, maior vai ser a TCDm da mesma (Nakayama & Okano, 2005).

As micelas poliméricas sensiveis a temperatura t€ém ainda, a semelhanca das
micelas sensiveis ao pH, a capacidade de vetorizar os agentes terapéuticos até ao espago
intracelular. Apos chegar aos tecidos alvo, onde se verifica uma temperatura superior a
sua TCDm, as micelas vao perder a sua superficie externa hidrofilica, resultando numa
estrutura mais hidrofobica que vai estabelecer interagcdes hidrofobicas com as células
tumorais, mediante as quais os fAirmacos entram no interior das células (Yang et al.,
2007).

A utilizagdo da temperatura enquanto estimulo a libertagdo de farmacos por
parte das micelas sensiveis ¢ uma metodologia que apresenta grandes vantagens ao
processo clinico. Desde logo o facto de poder ser aplicada numa vasta gama de tipos de
cancro, de ser uma técnica de fécil aplicagdo, de controlo facil e preciso € com poucos
efeitos adversos associados. Para além de desencadear a libertacdo de farmacos, o
aumento da temperatura vai também aumentar a permeabilidade vascular na zona em
hipertermia, levando a que haja uma maior distribuicdo dos farmacos nestes locais.
Referindo, uma vez mais, o tratamento do cancro, ¢ sabido que o aumento da
temperatura tem influéncia nas fungdes bioldgicas das células cancerigenas, interferindo
com o seu desenvolvimento e crescimento, particularidade esta que pode funcionar em
associacdo com as micelas sensiveis a temperatura no tratamento de doengas

oncologicas (Nakayama et al., 2014).
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Para comprovar a eficacia e as mais-valias que as micelas sensiveis a
temperatura trazem ao tratamento de doencas, de entre as quais se destaca o cancro,
varios t€m sido os estudos desenvolvidos com demonstragdes de resultados bastante
animadores. O estudo realizado por Liu, Tong e Yang (2005) procurou demonstrar o
efeito da DOX, quando veiculada por micelas sensiveis a temperatura, no tratamento do
cancro da mama. Para tal, foram usadas micelas sensiveis a temperatura constituidas por
blocos de copolimeros de poli(N-isopropilacrilamida-co-N,N-dimetilacrilamida)-b-
poli(acido lactico-co-acido glicolico) (P(NIPAAm-co-DMAAm)-b-PLGA), para estudar
a libertacdo da DOX, a sua distribuicao em células 4T1 do cancro da mama de ratos e a
citotoxicidade manifestada pela mesma, a diferentes temperaturas. Para poderem testar a
sensibilidade a temperatura, a TCDm das micelas de P(NIPAAm-co-DMAAm)-b-
PLGA foi modulada aos 39° C, uma temperatura que permite que as micelas se
mantenham estaveis a temperatura corporal normal (37° C) e que se provoque um
aumento na temperatura suficiente para desencadear a libertacdo dos farmacos sem se
tornar intoleravel pelo organismo humano, conforme discutido anteriormente (Liu et al.,
2005).

Os resultados deste estudo, obtidos mediante condigdes controladas, mostraram
que ao fim de 10 horas, a quantidade de DOX libertada das micelas de P(NIPAAm-co-
DMAAm)-b-PLGA a 37°C, temperatura inferior a TCDm, era cerca de metade da
quantidade de DOX libertada a 39,5°C, temperatura superior a TCDm, tendo as
percentagens de libertagdo rondado os 40% e os 80%, a 37°C e a 39,5°C,
respetivamente. Estes valores comprovam a sensibilidade das micelas utilizadas a
temperatura. Para além disto, os resultados relativos a distribuicdo celular da DOX e a
sua citotoxicidade, revelaram que o agente terapéutico veiculado pelas micelas de
P(NIPAAm-co-DMAAmM)-b-PLGA, quando sujeito a uma temperatura superior a
TCDm vai distribuir-se pelo nucleo e citoplasma das células 4T1 enquanto que quando
submetido aos 37°C correspondentes a temperatura normal, a sua distribuicao celular
resume-se ao citoplasma celular. Esta distribui¢cdo, conjuntamente com a quantidade de
DOX libertada, vai refletir-se no nimero de células 4T1 viaveis apos o tratamento que,
como podemos verificar na figura 11, ¢ menor a 39,5°C que a 37°C, o que comprova,

uma vez mais a sensibilidade destas micelas a temperatura (Liu et al., 2005).
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Figura 11: Percentagem de células 4T1 vidveis apos exposicao de 48 horas a DOX livre e carregada em
micelas de P(NIPAAm-co-DMAAm)-b-PLGA, a diferentes concentragdes, a 37°C ¢ 39,5°C. (A) DOX
livre a 37°C; (B) DOX livre a 39,5°C; (C) DOX carregada em micelas a 37°C; (D) DOX carregada em

micelas a 39,5°C (Liu et al., 2005)

Os resultados evidenciados por este estudo mostram, entdo, que as micelas de
P(NIPAAm-co-DMAAm)-b-PLGA permanecem estaveis a 37°C e que se verifica uma
libertagdo maior e mais rapida de DOX quando se sujeitam as micelas a um estado de
hipertermia, o que indicia que estes sistemas sdo potenciais agentes de veiculacdo de
farmacos a utilizar no tratamento do cancro.

Um outro estudo realizado no mesmo ambito mas um pouco mais recente e
completo foi o desenvolvido por Yang et al. (2007), no qual se procurou verificar a
eficicia de micelas sensiveis a temperatura na veiculagdo do docetaxel e a sua
influéncia no tratamento do cancro, tendo-se recorrido, para tal, a trés tipos diferentes de
células humanas: células BGC823 do carcinoma gastrico; células HepG2 do carcinoma
hepatico; e células LoVo do adenocarcinoma colorretal. Neste estudo foram testadas
micelas poliméricas de poli(N-isopropilacrilamida-co-acrilamida)-b-poli(acido lactico)
(POPAAmM-co-AAm)-b-PDLLA), com uma TCDm de 41°C, como nanotransportador do
docetaxel, um agente citotoxico utilizado no tratamento do cancro. O objetivo do estudo
foi averiguar, entre outros pardmetros e a semelhanca do estudo analisado
anteriormente, a quantidade de farmaco libertado, perante uma temperatura normal e um
estado de hipertermia, no local alvo e os indices de citotoxicidade associados a0 mesmo.
Para avaliar a percentagem de docetaxel libertada das micelas recorreu-se a técnica de

HPLC, tendo sido recolhidas amostras sujeitas e ndo sujeitas a hipertermia, enquanto a
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citotoxicidade foi determinada por método colorimétrico apds cultura nos trés tipos
diferentes de células utilizados no estudo (Yang et al., 2007).

No que aos resultados diz respeito e comegando pelos niveis de libertagdo de
farmaco, a figura 12 permite concluir que, a longo prazo (40/60 horas) o docetaxel
veiculado pelas micelas de P(IPAAm-co-AAm)-b-PDLLA e submetido a um aumento
de temperatura (41°C) vai ter uma percentagem de libertacao a rondar os 90% enquanto
que a temperatura ambiente so se verifica a libertacdo de 50% de farmaco. O facto de os
indices de libertagdo na fase inicial serem bastante similares indica que a veicula¢ao do
docetaxel nas micelas poliméricas sensiveis a temperatura ¢ estavel até chegar ao local

alvo, onde se verifica o estado de hipertermia (Yang et al., 2007).
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Figura 12: Perfil de libertagdo cumulativa do docetaxel carregado em micelas de P(IPAAm-co-AAm)-b-
PDLLA a 37°C (a) e 43°C (b) (Yang et al., 2007)

Relativamente aos resultados obtidos na determinacdo da citotoxicidade do
docetaxel, foi possivel observar que em todos os tipos de células estudados, o efeito
citotoxico manifestado pelo docetaxel livre foi maior quando submetido a temperatura
de 41°C do que quando esteve sujeito a temperatura de 37°C o que evidencia a

ocorréncia de um sinergismo entre o agente terapéutico e a temperatura, resultando
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numa potenciagdo do tratamento. A figura 13 mostra ainda que a citotoxicidade
manifestada pelo docetaxel veiculado em micelas de P(IPAAm-co-AAm)-b-PDLLA ¢
muito maior quando se verifica o aumento de temperatura acima da TCDm das micelas,
dado que o nimero de células viaveis apds o tratamento com o aumento de temperatura
(41° C) é cerca de metade, ou menos, do nimero de células vidveis verificado a
temperatura normal do organismo, sendo estes resultados reproduzidos em todos os
tipos de células utilizados. Na figura 13 ¢ ainda possivel verificar que a citotoxicidade
do docetaxel livre ¢ semelhante a do farmaco quando veiculado em micelas de
P(IPAAm-co-AAm)-b-PDLLA. Outros resultados demonstraram que quando as
concentragdes de docetaxel ndo excedem os 5 ng/ml e estamos perante condi¢cdes de
hipertermia, o numero de células viaveis apds tratamento com o agente citotoxico
veiculado pelas micelas poliméricas ¢ menor que o numero de células viaveis apos
tratamento com o farmaco livre (Yang et al., 2007).

Perante estes resultados foi possivel concluir que as micelas de P(IPAAm-co-
AAm)-b-PDLLA apresentam sensibilidade a temperatura e que este método de
vetorizagdo de farmacos ¢ eficaz na veiculagao do docetaxel. Comprovou-se também
que a citotoxicidade manifestada pelo farmaco veiculado pelas micelas poliméricas €
semelhante a do farmaco na forma livre, quando sujeitos a temperaturas superiores a
TCDm, pelo que a sua eficicia esta assegurada. Neste estudo, Yang et al. (2007)
concluiram ainda que o docetaxel na forma livre apresenta maior toxicidade para o
organismo do que quando veiculado por meio de micelas de P(IPAAm-co-AAm)-b-
PDLLA, sendo esta uma vantagem importante e diferenciadora da veiculagdo micelar
do docetaxel, na medida em que vai minimizar os efeitos adversos associados a
terap€utica. Posto isto, com este estudo podemos assumir que esta técnica, € em
particular a utilizagdo de micelas de P(IPAAm-co-AAm)-b-PDLLA, ¢ uma potencial
estratégia de vetorizagdo de agentes terapéuticos no tratamento da doenca oncologica

(Yang et al., 2007)
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Figura 13: Percentagem de células BGC823 (a), HepG2 (b) ¢ LoVo (c) viaveis apds exposi¢do ao
docetaxel livre e veiculado em micelas de P(IPAAm-co-AAm)-b-PDLLA, a 37°C e 43°C
(Yang et al., 2007)

3.3. Theranostics

Como ¢ sabido, qualquer que seja a patologia a tratar, a eficacia e sucesso do
tratamento estdo diretamente dependentes de um diagnostico adequado. Ao longo desta

revisdo foram analisadas as vantagens da veicula¢do micelar de farmacos no tratamento

39



Veicula¢do Micelar de Farmacos

de patologias delicadas, nomeadamente do cancro, tendo-se visto que para qualquer tipo
de micela ou de farmaco a utilizar, é necessario conhecer as propriedades e
caracteristicas dos tecidos a tratar, para que se possa formular um sistema terapéutico
adequado. (Liu et al., 2015)

Os theranostics sdo sistemas/particulas que combinam o tratamento e o
diagnéstico, isto ¢, veiculam agentes terapéuticos e de diagndstico em simultaneo,
providenciando, numa administracdo Unica, agdo terapéutica sobre os tecidos lesados e
informacao de diagnostico (Kelkar & Reineke, 2011; Liu et al., 2015).

Devido as caracteristicas inerentes aos theranostics, nao ¢ facil arranjar
particulas com propriedades apropriadas para desempenhar esta agdo. ApoOs varios
estudos neste ambito, concluiu-se que as nanoparticulas, de entre as quais se destacam
as micelas, sdo excelentes candidatas para tal, na medida em que a capacidade de
veicular grande quantidade e variedade de agentes intrinseca as mesmas, bem como a
aptidao de vetorizar estes agentes até aos locais alvo, sdo propriedades essenciais para
se obterem theranostics (Kelkar & Reineke, 2011; Liu et al., 2015).

A principal vantagem inerente a estes sistemas ¢ a capacidade que os mesmos
tém de fornecer dados e imagens, de uma forma ndo invasiva, que permitem nao s
diagnosticar/monitorizar o estado da doenca, mas também a atividade e eficacia dos
agentes terapéuticos, oferecendo informacao relativa aos seus perfis farmacocinéticos e
a sua eficacia. Para além disto, o facto dos theranostics combinarem o tratamento e
diagndstico minimiza os erros decorrentes de diferengas na seletividade e distribuigdo
entre os agentes terap€uticos e os agentes de diagnoéstico, evitando, assim, erros de
diagnodstico ou monitorizagao (Kelkar & Reineke, 2011).

A metodologia de acdo destes sistemas ¢ muito semelhante a da veiculagdo
micelar de farmacos, podendo também eles serem veiculados ativa e/ou passivamente.
No entanto, quando chegam ao local de acdo e desempenham a sua funcao, os agentes
de diagnostico incorporados vao emitir um sinal que € detetado e analisado, oferecendo
assim informag¢do de diagnostico e monitorizagdo da patologia e da acdo terapéutica dos
farmacos, como mostra a figura 14. Assim sendo, a utilizagdo de theranostics no
tratamento do cancro e outras patologias, vai possibilitar uma monitorizagdo, em tempo
real, da resposta dos tecidos lesados a terapéutica, permitindo modular a mesma e
personalizar o tratamento (Chowdhury, Schumann, Bhakta-Guha, & Guha, 2016;
Kelkar & Reineke, 2011; Liu et al., 2015).
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Figura 14: Modo de agdo dos theranostics (Chowdhury et al., 2016)
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Posto isto, e no sentido de comprovar na pratica a eficicia e aplicagdo dos
theranostics no tratamento de doengas, Liu et al. (2015) desenvolveram um estudo no
qual procuraram avaliar o desempenho de micelas poliméricas, simultaneamente, no
tratamento hepatocarcinoma humano e no diagnéstico e monitorizagdo da patologia,
nomeadamente a partir de imagens de ressonancia magnética. Neste estudo foram
produzidas micelas formadas a base de blocos de poliméricos de poli(acido lactico)-
poli(etilenoglicol)-poli(L-lisina)-acido dietilenotriaminopentacético (PLA-PEG-PLL-
DTPA) e poli(acido lactico)-poli(etilenoglicol)-poli(L-lisina)-biotina (PLA-PEG-PLL-
Biotina), as quais foram carregadas com PTX, que como j4 foi visto anteriormente, €
um agente citotoxico utilizado no tratamento do cancro. A porg¢io hidrofilica destas
micelas foram quelados 10es de gadolinio (Gd), um ido utilizado como agente de
contraste em ressonancias magnéticas, que vai funcionar, nesta situagcdo, como o agente
de diagndstico. Para além disto, a superficie das micelas foram ainda ligados anticorpos
contra a alfafetoproteina (AFP), no sentido de promover uma veiculagao ativa, uma vez
que estas ultimas estdo sobreexpressas nas células tumorais do hepatocarcinoma
humano. Foram entdo formados os theranostics em estudo, as micelas seletivas
carregadas com Gd/PTX (TGPM), com propriedades de diagnostico através de
ressonancia magnética e veiculagdo ativa de farmaco, que se apresentam na figura 15

(Liu et al., 2015).
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Figura 15: Estrutura de um sistema theranostic: micelas TGPM (Liu et al., 2015)

Para avaliar as propriedades terapéuticas e de diagnostico das micelas de TGPM,
analisou-se a presenca das mesmas, com e sem anticorpos anti-AFP, no interior de
células do hepatocarcinoma humano HepG2, a libertagdo in vitro de PTX, as
propriedades de diagnéstico através de ressondncia magnética in vitro e in vivo, a
citotoxicidade e a atividade antitumoral das micelas in vivo (Liu et al., 2015).

A presenga de micelas TGPM no interior de células HepG2 foi analisada através
de técnicas de microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo, tendo-se testado este
parametro em micelas possuidoras e ndao possuidoras de anticorpos anti-AFP na sua
superficie, a diferentes concentragdes e tempos de exposicdo. Os resultados da
microscopia de fluorescéncia revelaram que as micelas munidas de anticorpos anti-AFP
apresentavam maior intensidade de fluorescéncia que as micelas sem o fator de
seletividade, em todas as condi¢des estudadas. Para além destes dados, a citometria de
fluxo permitiu quantificar as diferengas manifestadas pela técnica de microscopia, tendo
evidenciado que a concentragdes idénticas, a percentagem de micelas TGPM com
anticorpos anti-AFP, no interior das células HepG2, ¢ superior em 20% e 10%
comparativamente com o valor manifestado pelas micelas desprovidas do fator de
seletividade, quando a duracdo do tratamento foi de 0,5 e 2 horas, respetivamente (Fig.
16). Estes valores indicam que a presenga de anticorpos anti-AFP na superficie das

micelas confere uma seletividade importante ao agente theranostic (Liu et al., 2015).
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Figura 16: Percentagem de micelas com (TGPM) e sem (GPM) anticorpos anti-AFP, no interior das
células HepG2, as 0,5 he 2 h (Liu et al., 2015)

Na avaliacao dos indices de libertagdo de PTX das micelas TGPM recorreu-se a
uma técnica de didlise, aferindo-se a concentragdo de PTX no meio, tendo-se usado
como controlo PTX veiculado em micelas TGPM desprovidas de anticorpos anti-AFP e
PTX na forma livre (Taxol®). Os resultados deste teste indicaram que, ao fim de 8
horas, a concentragdo de PTX libertado pela forma livre era de 100% e de 75,93% e
69,91% quando veiculado em micelas TGPM sem e com anticorpos anti-AFP,
respetivamente. Estes resultados indicam que a libertagdo do farmaco deve ocorrer
através de um processo erosivo, levando a que se verifiquem menores indices de
libertagcdo nas micelas com revestimento mais complexo, dada a presenca do residuo de
vetorizagdo (Liu et al., 2015).

Na andlise a capacidade das micelas TGPM de fornecer informacgdo de
diagnostico sob a forma de imagem, recorreu-se a um aparelho de ressonancia
magnética (Sigma 3.0 T), tanto no teste in vitro como no in vivo. Relativamente ao teste
in vitro, os resultados mostram que os theranostics em estudo apresentam uma boa
capacidade para fornecer imagens de diagndstico, pois como podemos observar na
ressonancia magnética (Fig. 17), o sinal emitido pelas micelas em estudo a 15 uM ¢
semelhante ao emitido pelo controlo (Magnevist®) a 40 uM. O teste in vivo foi realizado
em ratos aos quais foram injetadas células do hepatocarcinoma murino e os resultados
ofereceram informagdes semelhantes aos ja relatados, tendo permitido, ainda, que se
fizesse uma comparagao entre a duracao do sinal emitido pelas micelas em estudo e pelo

Magnevist®. Os resultados obtidos sdo reproduzidos na figura 18, que mostra que a
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duracdo do diagnoéstico fornecido pelo controlo ¢ de menos de 1 hora, enquanto o
fornecido pelas micelas TGPM ¢ superior a 3 horas. Os resultados obtidos em ambos os
testes evidenciam que o Gd presente nas micelas ¢ um agente de contraste que fornece
um diagnostico claro, sendo por isso um excelente candidato a agente de diagndstico a

utilizar em theranostics (Liu et al., 2015).
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Figura 17: Ressonancia magnética in vitro de Magnevist®, agua e micelas com (TGPM) e sem (GPM)
anticorpos anti-AFP (Liu et al., 2015)
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Figura 18: Intensidade e duragdo do sinal emitido in vivo pelo Magnevist® e micelas com (TGPM) e sem
(GPM) anticorpos anti-AFP (Liu et al., 2015)
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Para aferir a citotoxicidade manifestada pelos theranostics em estudo,
submeteram-se células HepG2 ao tratamento com PTX na forma livre (Taxol®) e
veiculado por micelas TGPM com e sem anticorpos anti-AFP, como anteriormente, a
diferentes concentragdes ¢ durante diferentes tempos de exposi¢cdo. Os resultados estdo
expressos na figura 19 e indicam que a percentagem de células HepG2 viaveis ¢
superior no tratamento com Taxol®, quando comparado com o tratamento com o PTX
veiculado em micelas, sendo que quando comparamos percentagem de células vidveis
apods o tratamento com as micelas com e sem o fator de seletividade, verifica-se sempre
uma menor percentagem nas primeiras, o que significa que existe uma influéncia direta
entre a seletividade das micelas e a citotoxicidade do farmaco. Os resultados mostram
ainda que quando o tratamento se processa mediante as condigdes de maxima
concentracdo de PTX e maxima duragdo de exposi¢dao, os niveis de células vidveis
foram de 20%, indicando isto que se atingem niveis de citotoxicidade muito elevados.
E, também, importante referir que foi testado o tratamento com micelas TGPM sem
PTX, tendo os resultados revelado que ndo houve relevancia na citotoxicidade exercida
por estes agentes. Posto isto, foi possivel concluir que os theranostics em estudo
manifestam elevados niveis de citotoxicidade contra as células HepG2 do
hepatocarcinoma humano, tornando-se elegiveis para o tratamento deste tipo de cancro
(Liu et al., 2015).

Por fim, para analisar a atividade antitumoral, foi realizado um teste in vivo em
ratos, aos quais foram injetadas células H22 do hepatocarcinoma murino tendo-se
avaliado o efeito de uma solugdo salina (sem agente citotoxico), do PTX na forma livre
(Taxol®) e do PTX veiculado em micelas TGPM com e sem anticorpos anti-AFP no
crescimento tumoral. As doses de PTX nas amostras utilizadas ndo variaram ao longo
do estudo nem entre elas, tendo sido feitas administracoes das amostras aos dias 1, 4 ¢
7. Os resultados deste estudo revelaram que comparativamente com a solucao salina, as
amostras possuintes de PTX causaram uma inibicao significativa no crescimento do
tumor. Os mesmos resultados revelaram também uma inibigdo significativa no
crescimento tumoral por parte do PTX veiculado em micelas quando comparado com o
Taxol®, indicando que a atividade do PTX podera estar aumentada quando este &
vetorizado em micelas devido as vantagens de distribuicdo e acumulacdo que estes
sistemas proporcionam aos farmacos que transportam, permitindo-lhes permanecer nos
locais alvo, em concentragdes eficazes, durante um maior periodo de tempo. Ainda

olhando aos resultados deste teste, € possivel verificar que de entre os dois sistemas que
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veiculam o PTX por meio de micelas TGPM, o sistema que possui o fator de
seletividade apresenta uma inibicdo significativamente maior do crescimento tumoral,
quando comparado com as micelas TGPM sem anticorpos anti-AFP. Esta diferenca
poder-se-4 dever ao facto de num sistema a veiculagdo do farmaco ocorrer
exclusivamente de forma passiva € no outro que contém anticorpos ocorrer de forma

passiva e ativa. Todos os resultados enunciados se encontram na figura 20 (Liu et al.,

2015).
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Figura 19: Percentagem de células HepG2 viaveis ap6s exposicdo a micelas TGPM sem PTX e a
concentragdes de 0,01 pg, 0,1 pge 1 ug de PTX livre (Taxol®) e veiculado em micelas com e sem
anticorpos anti-AFP, com um tempo de exposi¢ao de 24 h (cima) e 48 h (baixo) (Liu et al., 2015)
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Figura 20: Indice de inibigdo tumoral in vivo pela solugdo salina (NS), pelo PTX na forma livre (Taxol®)
e pelo PTX veiculado em micelas com (TGPM) e sem (GPM) anticorpos anti-AFP (Liu et al., 2015)

Da analise de todos os resultados do estudo concluiu-se que o agente theranostic
TGPM proporcionou um sinal de diagnostico intenso e duradouro e manifestou uma
elevada eficacia antitumoral. Estes resultados sdo sugestivos de que as micelas TGPM
sdo sistemas theranostics com grande potencial no tratamento e diagndstico do

hepatocarcinoma humano (Liu et al., 2015).
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4. CONCLUSAO

Com vista a possibilitar uma utilizagdo mais eficaz e mais segura da
quimioterapia no tratamento do cancro, avaliou-se a aplicagdo dos sistemas
nanoméricos de veiculacdo de farmacos, em particular das micelas. Estes sistemas vao
conferir aos farmacos vantagens importantes no sentido de minimizar os problemas
associados aos mesmos e de otimiza-los, aumentando a resisténcia dos farmacos a
eliminacgdo hepatica e renal precoce, vetorizando-os ao tumor por conta do efeito EPR e
aumentando a sua solubilidade, permitindo assim que se administrem doses mais baixas
e com menor frequéncia, aumentando a seletividade, diminuindo o risco de toxicidade e
melhorando a adesao a terapéutica.

Para além das vantagens inerentes as micelas, a variedade de aplicagdes que
estas possuem permite-lhe otimizar, ainda mais, a veiculagdao de fArmacos ja utilizados
em tratamentos e utilizar novos agentes terapéuticos.

A multi-drug therapy é uma das aplicagdes das micelas mais relevantes para o
tratamento do cancro, possibilitando um sinergismo de efeitos de diversos agentes
terapéuticos e a superacao da multirresisténcia a farmacos. Os resultados dos estudos de
Katragadda et al. (2011), Chitkara et al. (2012) e Emami et al. (2015) evidenciaram que
a veiculagdo simultanea de agentes terap€uticos especificos por meio de micelas
poliméricas aumentou a eficacia do tratamento e reduziu a toxicidade associada ao
mesmo.

Relativamente a sensibilidade a estimulos, ¢ uma aplicagdo das micelas de
relevancia acentuada no tratamento do cancro, na medida em que possibilita, ndo so, a
conjugacdo da seletividade dos farmacos veiculados com a libertacio em quantidades
apropriadas dos mesmos, mas também, em certos casos, uma veiculacdo dos farmacos
para o espaco intracelular, maximizando a acgdo terapéutica dos farmacos e reduzindo a
toxicidade periférica resultante do tratamento. Os estudos desenvolvidos por
Gao et al. (2005) e Fan et al. (2010) demonstraram as mais-valias que as micelas
sensiveis ao pH oferecem ao tratamento da doenca oncoldgica, nomeadamente os
elevados niveis de farmaco que estas veiculam aos locais de acdo e ao espago
intracelular. Num ambito ligeiramente diferente, os resultados provenientes dos estudos
de Liu et al. (2005) e Yang et al. (2007) evidenciaram, ndo sO, que as micelas sensiveis
a temperatura promovem a libertagdo de farmacos em quantidades e nos locais

adequados, mas também que a temperatura tem influéncia nas fungdes celulares dos
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tecidos tumorais, possibilitando uma combina¢ao de fatores que pode aumentar a
eficdcia dos tratamentos.

Por ultimo, o theranostic é outra das aplicacdes das micelas, caracterizada pela
capacidade de exercer um efeito terapéutico ao mesmo tempo que fornece informagao
de diagnostico. O estudo desenvolvido por Liu et al. (2015) comprovou a eficacia
citotoxica das micelas em simultdneo com o fornecimento de dados que possibilitam a
monitorizag¢do, em tempo real, dos tecidos lesados e da agdo terapéutica.

Apesar de ndo existir ainda nenhum medicamento comercializado com esta
tecnologia, o crescente numero de estudos desenvolvidos neste ambito e os resultados
por eles evidenciados, indicam que o uso de micelas na veiculacdo de farmacos ¢ uma
estratégia bastante aliciante e de eficacia comprovada no tratamento do cancro. Para o
futuro perspetiva-se a utilizacdo deste sistema de veiculagdo de farmacos num

tratamento da doenga oncoldgica cada vez mais personalizado para cada doente.
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