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CAPITULO 6

Aplicacdes da Nanotecnologia na
revencao, no diagndstico e no
ratamento do cancer

Marcela G. Landim?', Alicia S. Ombredane?!, Graziella A. Joanitti2"

1. Introducao

O céancer consiste em dezenas de doengas, que possuem como caracte-
ristica comum serem oriundas de uma ou mais célula(s) com funciona-
mento anormal, capaz(es) de se replicar(em) incontrolavelmente, mui-
tas vezes formando uma massa tumoral, e com potencial metastatico'.
A formacéo do cancer, a carcinogénese, é geralmente considerada de
progresséo lenta, e os primeiros sintomas podem levar anos antes de
surgirem. Esse processo ocorre a partir de mutagdes em células sau-
daveis apds exposicdo prolongada a agentes carcinégenos quimicos,
fisicos efou bioldgicos (por exemplo: tabagismo, alcoolismo, subs-
tancias quimicas intercalantes de DNA, estresse oxidativo, asbestos,
aflatoxinas, radiagéo ultravioleta e ionizante, expressédo de oncogenes,
fatores de crescimento, infecgdes virais ou bacterianas, envelhecimen-
to celular, entre outros)'. Se a exposig&do aos agentes carcinégenos é
interrompida, as mutacdes podem ser revertidas por um mecanismo
de agdo do préprio organismo. Entretanto, em alguns casos, as muta-
¢Oes persistem, levando ao desenvolvimento progressivo do tumor por
multiplas etapas — iniciag&o, promocé&o e progresséo' (Figura 1). Apds

1.Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia, Brasil

2.Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasil

*E-mail: gjoanitti@unb.br
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exposicdo prolongada a agentes carcindgenos fisicos, quimicos e/ou
bioldgicos, células saudaveis sofrem mutagGes e ocorrem mudancas
na morfologia celular (iniciacdo). Nessa fase, as mutacdes séo rever-
siveis e 0 mecanismo de morte celular ainda funciona. Se a exposicéo
aos carcinégenos é prolongada, mutag8es permanecem irreversiveis
e sdo transmitidas as células filhas por replicacdo do DNA defeituoso
(promocéo). A proliferacéo celular continua até iniciar o processo de
invasdo e metdstase para tecidos adjacentes ou distantes da massa
tumoral inicial (progresséo). O cancer maligno, propriamente dito, é
formado.

Figura 1. Esquema ilustrando as fases da carcinogénese: iniciagao,
promoc&o e progressdo. Nota: figura criada com imagens de dominio

publico, obtidas do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

Além disso, o tecido tumoral precisa adquirir varias caracteristicas
bioldgicas, conhecidas como “marcas registradas” do cancer (Hall-
marks — termo empregado em inglés) para se desenvolver, progredir
e persistir no organismo. Hanahan e Weinberg (2011) relataram oito
caracteristicas bioldgicas e duas caracteristicas “facilitadoras” a pro-
gressdo do tumor? (Figura 2).

Dados da Organizagdo Mundial da Satde® apontam que no ano de
2015 as mortes globais, devido a totalidade de canceres, ultrapassaram
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a marca de 8,8 milhdes de vitimas, ficando atrds apenas das mortes
causadas por doencas cardiovasculares. Os tipos de cancer que mais
mataram foram: de pulméo, de figado, colorretal, de estémago e de
mama, em ordem decrescente®.

Figura 2. “Marcas registradas” do cancer. Representacdo das
caracteristicas bioldgicas do cancer necessérias para o seu
desenvolvimento, progresséo e persisténcia no organismo. As marcas
do cancer s3o classificadas em oito caracteristicas bioldgicas
complementares (azuis) e duas caracteristicas facilitadoras a

progressdo tumoral (verdes)

Marcas registradas do cancer
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Fonte: elaborada pelos autores.

Com isso, evidencia-se a importancia de se tracarem estratégias de
prevencdo, diagndstico e tratamento de neoplasias, considerando que
sdo inestimdveis os danos sociais e econdmicos causados por essas
patologias. Algumas das estratégias de prevencgdo sédo simples de se
adotar e amplamente conhecidas: combater o tabagismo e o alcoolis-
mo; manter uma dieta equilibrada e rica em fibras, frutas e vegetais;
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praticar atividades fisicas regularmente; passar por exames de rotina
(mamografia, ecografias, colposcopia, autoexame das mamas); vaci-
nar-se contra doencas infecciosas (principalmente HPV e hepatites);
evitar excesso de exposicdo solar; usar filtro solar, entre outras*.

Embora muitos canceres possam ser prevenidos, alguns s&o oriundos
de oncogenes e mutacdes herdadas ou adquiridas. Portanto, a detec-
¢éo precoce da doenca é primordial para aumentar as chances de
remissdo total. Contudo, o diagndstico é geralmente realizado apds o
surgimento dos primeiros sintomas, quando o tumor ja estad em fase
mais avancada'?*. Dessa forma, cuidar da satde e realizar exames de
rotina sdo atitudes simples que favorecem a prevengédo e/ou detecgéo
precoce de um tumor. Os diagndsticos convencionais consistem de tes-
tes citoldgicos (hemograma) e histopatoldgicos (bidpsia), tomografia
computadorizada e imageamento por ressonancia magnética; sendo
que cada tipo de exame de diagndstico possui uma determinada sen-
sibilidade e limitagdo?*. Paralelamente, os tratamentos convencionais
demonstram resultados satisfatérios quando o tumor é detectado em
fase precoce. A cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sédo ampla-
mente utilizadas no combate aos tumores malignos. Porém, elas sdo
responséaveis por diversos efeitos adversos (morte de células sauda-
veis, irritagdo no local da aplicagéo, recorréncia do tumor, alopecia,
entre outros), que prejudicam a qualidade de vida dos pacientes?*.
Além disso, células tumorais podem apresentar resisténcia aos tra-
tamentos supracitados, como ja foi observado em diversos tipos de
cancer®®. Diante desse cenario, a busca por novas estratégias de pre-
vencdo, diagndstico e terapia tornou-se uma necessidade.

O uso da nanotecnologia no diagnéstico ef/ou no tratamento do cancer
evidenciou vdrias vantagens, devido as propriedades fisico-quimicas
das nanoestruturas. Materiais na escala nanométrica, ou seja, em que
pelo menos uma de suas dimensd@es esteja entre 1 e 100 nandmetros’,
apresentam propriedades distintas em escala macrométrica: maior
raz&o entre area de superficie/volume, maior reatividade, coloragdo
diferenciada, fluorescéncia, condutividade elétrica, entre outras. Além
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disso, cada nanoestrutura pode apresentar caracteristicas préprias,
devido a sua composicdo, ao tamanho e ao formato (ver Parte | do
livro).

Ao longo deste capitulo, o uso da nanotecnologia na prevencéo, no
diagndstico ef/ou no tratamento do cancer serd abordado. Além disso,
as formas de entrega e internalizagdo celular de nanoestruturas seréo
discutidas, assim como o processo e os desafios da comercializagédo
de medicamentos nanotecnoldgicos.

2. Formas de entrega de
nanoestruturas na regiao tumoral

A quimioterapia corresponde a um dos tratamentos mais empregados
para combater o cancer. Contudo, o uso de quimioterdpicos, moléculas
administradas no paciente por via parenteral (intravenosa, por exem-
plo), na maioria das vezes, apresenta vdrias limitacdes. De fato, apenas
uma pequena proporgdo do quimioterdpico atinge o tumor (sitio alvo)
enquanto o restante é distribuido em outros tecidos do organismo.
Sendo assim, geralmente uma dosagem maior de quimioterdpico é apli-
cada no paciente, visando aumentar a concentragéo deste no tumor.
Contudo, como tecidos saudéveis também sdo expostos, esse tipo de
tratamento torna-se inespecifico e leva a morte de células sauddveis
com o surgimento de diversos efeitos adversos — alopecia (queda de
cabelo e de pelos), vomito, fraqueza, entre outros®®. A nanotecnologia
pode contornar essas limita¢des, permitindo a entrega do quimiotera-
pico na regido tumoral com maior especificidade, sem a necessidade
de aumentar a concentracdo deste, minimizando, assim, a exposi¢éo
de tecidos saudaveis e os efeitos adversos associados a essa terapia.

Portanto, o estudo aprofundado das caracteristicas tumorais é fun-

damental para que se determine a melhor forma de administracéo e
entrega de nanoestruturas para uma regido tumoral especifica. Além
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disso, esse entendimento permite a elaboracéo de nanomateriais mais
adequados, com controle de algumas propriedades, tais como o tama-
nho, a carga, o formato, propriedade de superficie, entre outras. De
modo geral, existem dois tipos de entrega de nanomateriais em células
tumorais: passiva e ativa.

2.1 Entrega Passiva

Pode-se conceituar como entrega passiva de fadrmacos aquela que
depende apenas de caracteristicas inerentes a anatomia e a fisiologia
do sitio tumoral, ndo sendo direcionada por meio de afinidades espe-
cificas do farmaco com a célula tumoral. Os nanomateriais elaborados
para uma entrega passiva sdo comumente considerados de primeira
geracdo. Alguns medicamentos nanotecnoldgicos ja comercializados
sdo baseados nessa entrega passiva: o Doxil®/Caelyx® (doxorrubicina
lipossomal) e o Abraxane® (paclitaxel nanoencapsulado)™".

A angiogénese é o processo de formac&o de novos vasos sanguineos,
que permite a chegada de oxigénio e nutrientes na regido tumoral
e, assim, possibilita o seu crescimento. Entretanto, no cancer, esse
processo ocorre rapidamente e apresenta defeitos, tais como a for-
macédo de capilares largos e fenestras de 300 nm a 700 nm', Além
disso, o tumor apresenta baixo retorno venoso e drenagem linfatica
ineficiente. Todas essas caracteristicas tumorais sdo conhecidas como
efeito EPR (do inglés Enhanced Permeability and Retention, que significa
“permeabilidade e retengdo aumentada”), ilustrado na Figura 3. Esse
efeito consiste no actimulo preferencial de nanoestruturas na regido
tumoral por meio das fenestras dos vasos, e permanecem no local por
um longo periodo, permitindo, assim, maior eficiéncia. Contudo, apesar
de o efeito EPR minimizar efeitos adversos associados ao tratamento,
ele ndo impede o acimulo de nanoestruturas em outros érgdos que
apresentam fenestras endoteliais, tais como o figado e bago™. Além
disso, a heterogeneidade do tumor pode dificultar uma biodistribuigéo
homogénea das nanoestruturas para toda a regido tumoral, o que reduz
a especificidade desse tipo de entrega.
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Figura 3. Efeito de Retencdo e Permeabilidade Aumentada (EPR)
como estratégia de entrega passiva de nanofdrmacos. A presenca
de fenestras de 300 nm a 700 nm permite o acimulo preferencial de
nanoestruturas no tecido tumoral. Além disso, o baixo retorno venoso
e a drenagem linfatica ineficiente contribuem para a entrega passiva
de nanoestruturas na regido tumoral. Nota: figura criada com imagens

de dominio publico obtidas do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

Outro fator intrinseco do sitio tumoral e que também facilita a liberagéo
de farmacos nanoencapsulados é o seu microambiente acidico. Devido
ao elevado metabolismo das células neopldsicas, estas passam a rea-
lizar respiragdo anaerébia, produzindo &cido l4ctico e 4cido carbdnico.
Além disso, um actimulo de ions H* é promovido pela baixa drenagem
linfatica'™. Essa diminuicdo do pH colabora para a desestabilizacdo
de nanoestruturas, como micelas poliméricas e de polimerossomos,
promovendo a liberacdo dos seus contetidos no local do cancer, como
descrito no trabalho de Huang e colaboradores (2015). Eles elaboraram
micelas compostas por triblocos poliméricos (PEG-PAU-PEG) carregan-
do o quimioterdpico doxorrubicina (DOX), que liberaram até 96% do
farmaco encapsulado dentro de 48 horas de exposi¢do a um ambiente
acidico (pH 4)". De modo similar, Hu e sua equipe (2013) criaram uma
nanoparticula com nucleo de hidrogel e DOX, e casca de silica meso-
porosa, com atividade anticAncer de mama (MCF-7), que também foi
responsiva ao pH acidico, liberando a DOX contida no nicleo™.
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Embora suas caracteristicas sugiram uma forma de entrega eficien-
te, o efeito EPR € bastante limitado. Segundo Wilhelm e colaborado-
res (2016), menos de 1% dos sistemas nanoestruturados chegam aos
tumores que possuem alto efeito EPR '®. Entretanto, de modo geral,
a nanoencapsulacédo de farmacos aumenta a eficiéncia de entrega
e a retencgdo no sitio tumoral, se comparada com a administracdo do
farmaco livre".

Dessa forma, nanoestruturas ditas de segunda geragdo representam
alternativa a entrega passiva'®. Essa classe de nanoestruturas possui
superficies funcionalizadas por moléculas especificas, que aumentam
a especificidade e a eficiéncia da entrega do farmaco de interesse,
como serd visto a sequir.

2.2 Entrega ativa

A entrega ativa consiste em uma entrega direcionada de nanoestru-
turas por meio da funcionalizagdo de suas superficies com ligantes
(anticorpos, acido félico, carboidratos, peptideos, proteinas, oligonu-
cleotideos, entre outros) de receptores presentes na célula tumoral,
como ilustrado na Figura 4. Essa estratégia baseia-se nas relagdes de
afinidade, geradas por atragédo quimica efou eletrostdtica (interagdes
entre cargas, forcas de van der Waals, afinidade quimica, polaridade...)
entre moléculas complementares, como anticorpo-antigeno, recepto-
res-ligantes e enzima-substrato' .
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Figura 4. Entrega ativa de nanoestruturas, mediada por ligantes que
reconhecem, especificamente, receptores de membrana da célula
tumoral. Nota: figura criada com imagens de dominio publico obtidas

do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

Para que a entrega de nanoestruturas por via ativa seja eficiente, é
importante que elas possuam baixa afinidade por células sauddveis
e que permanecam estdveis por tempo suficiente para evitar degra-
dacdo precoce, interagdo com proteinas ndo especificas presentes
na corrente sanguinea e o processo de opsonizacdo'. A superficie
de alguns tipos de células tumorais apresenta moléculas especificas,
denominadas biomarcadores, que facilitam a sua detecc&o. Assim,
considerando a presenga e a natureza desses biomarcadores, a fun-
cionalizacdo especifica de nanoestruturas permite aumentar a sua
afinidade e a interacdo com o tecido tumoral, e, consequentemente,
melhorar a sua eficiéncia. Alguns exemplos de biomarcadores tumorais
sdo mencionados a seguir.

Os receptores de folato sdo biomarcadores intensamente expressos

em diversos canceres, como de ovario, mama, cervical, figado, pulmao,
colorretal e cérebro. Eles estdo presentes, também, em tecidos sau-
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daveis (placenta, pulmao, figado e plexo coroide), porém, em menor
quantidade e apenas na parte apical das células, diminuindo os riscos
de interagcdo com células sauddaveis'. Nanocdpsulas poliméricas de
poli-lactato-co-glicolato (PLGA), contendo um ntcleo de quercetina e
conjugadas a polietilenoglicol (PEG) e moléculas de folato, apresen-
taram efeito citotéxico com cerca de 40% de reducdo da viabilidade
celular, in vitro, em células HelLa (cancer cervical humano). Além disso,
houve maior captagéo in vivo em HelLa e em IGROV-1 (células de can-
cer ovariano humano), quando comparado com a quercetina livre e
nanocapsulas sem PEG efou sem folato™.

Outro biomarcador encontrado em maior quantidade em tecidos tumo-
rais, como colorretal, cérebro, mama, ovério, pancreas e préstata, séo
os receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR). Esses recep-
tores sdo conhecidos por estimular o crescimento tumoral e o proces-
so de metdstase'?°. Nanoesferas de ouro revestidas por aptameros
(pequenas moléculas de RNA/DNA) e anticorpo demonstraram maior
afinidade por receptores de fator de crescimento epidérmico, presentes
em células tumorais de cabeca e pescog¢o, quando comparado com
nanoesferas sem revestimento, in vitro e in vivo?.

Receptores de transferrina sdo considerados biomarcadores de algu-
mas células de cancer de célon, por apresentarem intensa expresséo
na superficie destas. Nanocdpsulas de H-ferritina contendo doxorru-
bicina (HFn-DOX, 12 nm de diametro) foram formuladas por Liang e
colaboradores (2014) para avaliar a inibicdo da viabilidade celular de
células de cancer de célon (HT-29). A nanoencapsulacéo de elevadas
concentracdes de doxorrubicina dentro da casca de ferritina aumen-
tou em mais de 10 vezes a captacédo de HFn-DOX pelas células HT-29
in vitro e resultou em um efeito inibitério significativo sobre a massa
tumoral in vivo, quando comparado aos camundongos BALB/c trata-
dos com PBS, doxorrubicina livre, doxorrubicina lipossomal (Doxil) ou
nanocapsulas de HFn vazias?.
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Receptores transmembrana do tipo integrina possuem papel funda-
mental na ades&o e migragdo celular, assim como na regulacgdo do
citoesqueleto. Em células tumorais de carcinoma de células escamo-
sas da cavidade oral (HSC-3), esses receptores apresentam papel
na regulagdo do processo de metdstase. Portanto, nanoparticulas de
ouro acopladas ao peptideo RGD (arginina-glicina-acido aspartico),
que possui expressiva afinidade por receptores de integrina, foram
capazes de inibir a migracéo celular e, consequentemente, controlar a
metdstase in vitro?®. Além disso, receptores do tipo integrina podem ser
alvo de nanomateriais elaborados para diagndéstico de cancer. Pontos
quanticos de sulfeto de prata, acoplados ao peptideo arginina-glicina-
-acido aspartico-(D)-fenilalanina-lisina (molécula com afinidade para
receptor integrina), demonstraram maior aciimulo na regido tumoral
(cancer de mama) apdés administracdo pela veia da cauda, in vivo,
permitindo a sua detecg&o por técnicas de imagens?*.

Esses estudos sdo apenas uma pequena amostra dos exemplos de
nanomateriais funcionalizados, que realizam entrega ativa de molé-
culas para o diagndstico e/ou tratamento de carcinomas, tanto in vitro
como in vivo, e demonstram possibilidades de terapias inovadoras e
promissoras.

2.2 Internalizacao e destino intracelular

A entrega de nanoestruturas na regido tumoral, como visto anterior-
mente, é apenas a parte preliminar do seu caminho no organismo. Elas
podem interagir com componentes da membrana plasmética e serem
internalizadas pela célula. Contudo, a internalizagdo nédo é sempre
necesséria. De fato, uma nanoestrutura presente no microambiente
tumoral pode liberar o seu contetido, constituido por moléculas peque-
nas, tais como doxorrubicina, que podem atravessar a membrana plas-
matica por difusdo simples'. Entretanto, a internalizag&do permanece
de maior interesse e pode ocorrer de forma passiva (simples difuséo,
microinjec&o ou eletroporagéo) ou de forma ativa por meio de meca-
nismos de endocitose?.
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E fundamental lembrar que as caracteristicas fisico-quimicas de nano-
materiais (tamanho, formato e propriedades de superficie) interferem
no processo de internalizagdo. Varios estudos investigaram a influéncia
do tamanho da nanoestrutura na internalizagéo. Foi relatado que uma
mesma nanoparticula é mais bem internalizada quando possui tama-
nho maior. Por exemplo, uma nanoestrutura é mais bem internalizada
quando apresenta tamanho de 17 nm em vez de 4 nm. Ilgualmente,
a nanoparticula de 98 nm é mais bem internalizada por células de
carcinoma cervical (HeLa) e de pele melanoma (A549) em compara-
¢do com a nanoparticula de 26 nm. Além disso, nanoestruturas com
carga positiva apresentam maior internalizacdo de que nanoparticulas
negativas?®. Portanto, controlando essas caracteristicas, é possivel
direcionar o mecanismo de internalizacdo e a sublocalizacdo celu-
lar?. Adicionalmente, Behzadi e colaboradores (2017) descrevem que
uma nanoestrutura pode ser internalizada por meio de mecanismos
distintos, de acordo com o tipo celular?®. Dessa forma, as caracteris-
ticas celulares e biolégicas também devem ser consideradas antes
da aplicacdo de nanoestrutura. A via de internalizacdo, bem como o
destino das nanoestruturas podem influenciar diretamente na ativa-
¢do/funcionamento do composto bioativo/farmaco carregado e, con-
sequentemente, em sua eficiéncia. Portanto, a compreensédo dessas
caracteristicas contribui para a elaboragéo de um desenho racional de
nanoestruturas ideais para aplicagédo na area de cancer?>2s.

Para melhor entendimento, diversos mecanismos de internalizacéo e
diferentes organelas de actimulo de nanoestruturas séo discutidos a
seguir.

2.2.1 Mecanismos de internalizacao

As principais vias de internalizagdo ocorrem por endocitose, classi-
ficadas em dois tipos, de acordo com o tipo celular e a natureza das
moléculas envolvidas no processo: a fagocitose e a pinocitose (Figura
5)19,25.
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O processo de fagocitose ocorre normalmente em diversos tipos celula-
res, tais como macroéfagos, mondcitos, neutrdéfilos, células dendriticas,
fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, entre outras, e apresenta
como principal objetivo a remoc&o de particulas estranhas, microrga-
nismos infecciosos e células em senescéncia. Nanoparticulas presentes
no organismo podem ser fagocitadas por meio do reconhecimento de
ligantes na sua superficie por receptores celulares superexpressos
em tumores. A internalizacdo de nanoparticulas pode ocorrer, tam-
bém, a partir da opsonizacdo. Esse fendmeno consiste na adsorcéo
de proteinas da corrente sanguinea na superficie dos nanomateriais.
Em seguida, hd interag&o dessas proteinas com receptores celulares,
gerando a formagéo de vesiculas (fagossomos) contendo os nanoma-
teriais, que sdo levadas para dentro da célula. A fagocitose pode levar
vdrias horas para acontecer e o mecanismo depende da natureza do
nanomaterial e do tipo celular' 2°,

A pinocitose € o processo de internalizagdo mais comum, e € dividido
em quatro subcategorias, de acordo com a molécula mediadora. A via
de pinocitose mais estudada é denominada endocitose mediada por
receptores de clatrina. Na maioria dos casos, nanoestruturas supe-
riores a 200 nm sdo internalizadas por meio dessa via?’. Ela ocorre
em regido da membrana plasmaética rica em clatrina, que representa
em torno de 1% da superficie celular. Para a formacao de vesiculas
que possuem de 100 nm a 150 nm, a membrana plasmatica vai sofrer
uma curvatura com auxilio de uma extensa maquinaria de proteinas
(epsina, SNX9, anfifisina, entre outras). Uma desvantagem dessa via é
que, geralmente, o contetdo das vesiculas é levado até os lisossomos,
onde sofre degradac&o'®?. Portanto, essa via pode ser ineficiente para
alguns tipos de nanoestruturas e é importante levar em consideragédo
as propriedades dos nanomateriais, antes da aplicagdo. Nanoparticulas
magnéticas, acopladas com PEG e 4cido félico, demonstraram interna-
lizagdo em células de cancer cervical Hel a, via endocitose dependente
de clatrina, com aciimulo maior em lisossomos. Em contrapartida, elas
ndo foram internalizadas em células de cancer de mama MCF-7 e MDA-
-MB435. Porém, a atividade anticancer néo foi avaliada nesse caso?.
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Em outro estudo, a conjugacédo do peptideo interleucina 13 (IL-13) as
nanoparticulas aumentou a internalizagdo em células de glioma, por
via de endocitose dependente de clatrina in vitro e in vivo. Além disso,
a aplicagdo dessas nanoestruturas contendo doxorrubicina aumentou
a taxa de sobrevivéncia de camundongos BALB/c %.

A pinocitose mediada por cavéolas apresenta papel fundamental em
diversas atividades bioldgicas, tais como regulagdo de lipidios, dcidos
graxos e sinalizacado celular. As cavéolas correspondem a uma curva-
tura da membrana plasmatica, com a presenca de vérias proteinas,
como a caveolina e a cavina. Essas proteinas ajudam na formagéao
de vesiculas (caveossomos), que apresentam em torno de 50 nm - 80
nm'2527_Moléculas internalizadas por cavéolas podem escapar da
degradacgéo nos lisossomos, devido ao pH neutro dos caveossomos.
Portanto, o contelido das vesiculas é dirigido para outros compartimen-
tos subcelulares, geralmente para o complexo de Golgi ou o reticulo
endoplasmatico™.

A internalizag&o pode ocorrer também por pinocitose, independente
de clatrina e cavéola. Nesse caso, as células apresentam composi-
cdo lipidica especifica, principalmente colesterol?5. O 4cido félico
€ um exemplo de molécula que € internalizado por essa via. Portan-
to, nanoestruturas acopladas com 4cido félico possuem grande pro-
babilidade de serem internalizadas por pinocitose, independente de
receptor?s. Nanoestruturas lipossomais contendo o quimioterdpico
doxorrubicina foram internalizadas por via independente de clatrina
e cavéola em células de carcinoma epitelial A375 e em células de
hepatoma HepG2 in vitro®.

Recentemente, a macropinocitose foi considerada como mais um
mecanismo néo especifico de internalizacdo de moléculas sem envolver
proteinas ou lipidios. Esse processo consiste em rearranjo do citoes-
queleto, permitindo formac&o de vesiculas de 0,2 a 10 micrometros
por extensdo da membrana plasmatica (pseuddépodos)’®?¢. Micror-
ganismos, tais como virus e bactérias, sdo internalizados, principal-
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mente via macropinocitose. Devido ao tamanho maior das vesiculas
(macropinosomo), nanoestruturas maiores podem ser internalizadas
preferencialmente por essa via. Nanoparticulas contendo doxorrubi-
cina foram internalizadas por células de glioma, via macropinocitose.
A funcionalizagdo da superficie dessas nanoparticulas com peptideo
interleucina 13 levou a uma mudanca de via de internalizagdo?°.

Figura 5. Esquema ilustrando os diferentes mecanismos de
internalizacdo de nanoestruturas por endocitose: fagocitose;
endocitose mediada por clatrina ou cavéola; endocitose independente
de clatrina e cavéola; e macropinocitose. Nota: figura criada com

imagens de dominio publico obtidas do Servier Medical Art
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Fonte: elaborada pelos autores.

2.2.2 Destino intracelular

Um fato interessante de se citar é que, além da seletividade por células
tumorais, os nanomateriais elaborados recentemente podem apre-
sentar especificidade por um compartimento subcelular. De fato, o
aclimulo de nanoestruturas em um determinado compartimento intra-
celular estd associado a um efeito anticancer especifico. Em outras
palavras, o mecanismo de a¢édo de uma determinada molécula depende
da organela na qual ela é acumulada. Geralmente, o complexo de Golgi,
o nucleo, o reticulo endoplasmatico, a mitocondria e o lisossomo s&o
os compartimentos intracelulares de maior acimulo por nanomate-
riais?>?¢ (Tabela 1).
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Tabela 1. Exemplos de nanoestruturas, mecanismo de internalizac&do e destino intra-
celular em diversos tipos de cancer

Tipo de Tipo de Tipo de Destino

: X . e . Referénci
nanomaterial cancer internalizagdo intracelular EIEIENcia
g:nsggégglilgﬁ] Carcinoma Endocitose Lisossomo [28]

gnetic s cervical (HeLa mediada clatrina
PEG e 4cido félico
Nanoparticulas )
contendo Gl'OFJJ%S?t)oma Macropinocitose Macropinossomo [29]
doxorrubicina
Nanoparticulas
erlovona | Cllestoma [ CGERT Endossormo, 29
13 contendo clatrina/fagocitose 9
doxorrubicina
. Melanoma .
contondo. (ars)e e enie de Endossomo, (30}
d bici hepatoma lisossomo
oxorrubicina (HepG2) receptor
Nanoparticulas :
magnéticas com Glioblastoma - Lisossomo [31]
PEG FITC (us7)
Cancer de Citonl il
Nanoparticulas de mama Endocitose roplasma e nicieo
- ) mediada por [32]
Timoguinona MCF-7 and caveolina e clatrina E?iigzzgmg e
MDA-MB-231

Fonte: elaborada pelos autores.

2.3 Aplicacdes da nanotecnologia na oncologia

2.3.1 Nanotecnologia e prevengdo do cancer

De acordo com a Organizagdo Mundial da Sadde®, metade dos céan-
ceres podem ser prevenidos. A maioria das pessoas ja ouviu falar de,
pelo menos, uma das principais recomendagfes para prevenir o cancer,
que incluem n&o fumar, manter alimentacéo saudavel e peso corpo-
ral adequado, praticar atividade fisica, amamentar e realizar exames
preventivos ginecoldgicos para mulheres, evitar bebida alcodlica e
exposicdo ao sol entre as 10 horas e as 16 horas, vacinar contra o HPV,
entre outros*. Provavelmente, a alimentacdo saudavel é a recomenda-
¢do mais explorada por cientistas e médicos. De fato, inimeros livros
sobre a dieta “anticancer” podem ser encontrados nas livrarias. Apesar
disso, 12,7 milhdes de novos casos de cancer sdo ainda diagnostica-
dos no mundo, por ano, o que leva pesquisadores a elaborarem novas
estratégias para a prevencdo dessa patologia®.
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O conceito de quimioprevencéo foi introduzido por Sporn e colabora-
dores, em 1976, e consiste no uso de moléculas capazes de reduzir o
risco de desenvolvimento efou progressdo do cancer®. Essas molé-
culas foram denominadas de “nutracéuticos” por Stephen L. Defelice,
em 1989, combinagéo dos termos “nutrientes” e “farmacéuticos”, que
representam qualquer substancia encontrada em um alimento que
apresenta beneficio a sadde, incluindo prevenc¢do de doengas®. Clas-
sificados em agentes bloqueadores e supressores, 0s nutracéuticos
agem no inicio da carcinogénese, prevenindo mutacgdes do DNA, ini-
bindo a proliferacéo e a diferenciagdo celular e ativando vias de morte
celular®®:435 Dentre as moléculas empregadas na quimioprevencao,
tais como vitaminas, 4cidos graxos, fendis, carotenoides, probiéticos
e prebidticos, entre outros, cerca de 40% apresentam baixa dispersédo
em meio aquoso e, portanto, biodistribuigcao e biodisponibilidade redu-
zidas no organismo. Dessa forma, o uso da nanotecnologia levou ao
surgimento do conceito de “nanoquimio-prevenc¢do”, que corresponde,
basicamente, no uso de nanoparticulas como carreadores de compos-
tos bioativos para prevenir o desenvolvimento do cancer.

O efeito preventivo do epigalocatequina-3-galato, polifenol do cha-ver-
de, encapsulado em nanoparticulas poliméricas a base de PLA-PEG e
PLGA-PEG, foi avaliado em células normais e cancerosas de préstata.
A atividade preventiva foi observada in vitro e in vivo com efeitos proé-
-apoptdtico, antiproliferativo e inibidor da angiogénese®<7. De acor-
do com Sibbiqui e colaboradores (2015, 2016), o encapsulamento do
resveratrol (polifenol ndo flavonoide) e da curcumina (polifenol) em
nanoestruturas é bastante estudado na prevencao de diversos tipos
de cancer, como ovdrio, préstata, glioma, cabeca e pescogo e célon333
(Tabela 2). Apesar dos resultados promissores, poucos estudos inves-
tigam o uso da nanotecnologia na prevencado do cancer, privilegiando
buscas para diagndstico e tratamento, como é visto a seguir.

236



CAPITULO 6: APLICAC()ES DA NANOTECNOLOGIA NA PREVENCAO, NO DIAGNOSTICO E NO TRATAMENTO DO CANCER
Tabela 2. Exemplos de nanoestruturas aplicadas para prevengéo de cancer

Tipo de Tipo de Molécula Mecanismo de R,

nanomaterial cancer carregada acdo

Epigalocatequina-3-

Nanoparticulas galato (EGCG)
poliméricas a base Préstata Antiproliferativo [36]
de PLA-PEG (polifenol do cha-
verde)
Nanoparticulas : oAl Pré-apoptético
poliméricas a base Préstata Ep|galoc:|get%uma 8 e inibicdo da [37]
de PLGA-PEG 9 angiogénese
; . Resveratrol/ S .
Lipossomo Préstata curcumina Antiproliferativo [33,34]
. Resveratrol/ x
Nanoparticula de ; Indug&o de
p Melanoma curcumina/5- [33,34]
quitosana fluorouracil apoptose

Fonte: elaborada pelos autores.

2.3.2 Nanotecnologia aplicada ao diagnéstico de cancer

O diagndstico precoce do cancer é fundamental para obter maiores
chances de remiss&o tumoral. Varias técnicas podem ser usadas, tais
como testes citolégicos (hemograma) e histopatoldgicos (bidpsia),
ultrassonografia, tomografia computadorizada e imageamento por
ressonancia magnética. Contudo, esses testes apresentam limitacdes
de detecgédo e, muitas vezes, detectam o tumor ja em fase de desen-
volvimento avancada®®®, Portanto, testes mais sensiveis e especificos
precisam ser elaborados. Os nanomateriais também podem ser utili-
zados como marcadores/sensores em exames diagndsticos, possibi-
litando uma maior sensibilidade de detec¢do da regido tumoral. Essa
vantagem é particularmente importante no diagndstico de tumores em
estdgios iniciais, possibilitando, consequentemente, um tratamento
mais precoce e eficaz.

Um exemplo real de nanossensor para a detecg&o de multiplos cance-
res foi prototipado por Peng e colaboradores (2010). E constituido de
nanoparticulas de ouro, arranjadas de forma circular sobre 10 pares
de eletrodos de ouro dispostos de forma concéntrica, funcionaliza-
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das com moléculas organicas capazes de se associarem a compostos
volateis originérios da oxidagéo de substancias da membrana de célu-
las tumorais, que estéo presentes no hdlito de pacientes portadores
dos canceres de pulm&o, mamas, préstata e colorretal*®. Quando os
pacientes portadores de cancer sopram no sensor, a liga¢éo dos com-
postos volateis as nanoparticulas funcionalizadas altera a resisténcia
do material, permitindo a captac&o desse sinal pelos eletrodos. Como
cada cancer gerou um padréo diferente de variacdo de resisténcia
elétrica, foi possivel distinguir qual o tipo de cancer que o paciente
possuia, além de determinar se havia a presenca ou nédo de cancer.
Além disso, vale ressaltar que essa foi uma estratégia ndo invasiva de
deteccdo de neoplasias.

Outra aplicagdo interessante da nanotecnologia em sensores foi abor-
dada no trabalho de Zhang e colaboradores (2005), que desenvolveu
pontos quanticos funcionalizados com fitas simples de “DNA captura-
dor” capazes de se ligar a um DNA-alvo, que, por sua vez, foi capaz de
ligar-se a um DNA associado a uma fluoresceina (Cy5). Essas nanopar-
ticulas foram utilizadas para a detec¢do de uma sequéncia especifica
de DNA, contendo uma mutagdo pontual associada ao tumor de ovéa-
rio, possuindo como diferencial uma maior capacidade de captura do
DNA-alvo, além de possibilitar a amplificacédo da fluorescéncia de Cy5
por transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET),
facilitando o imageamento desse nanossistema in vitro*.

Uma estratégia de entrega de plataformas nanoestruturadas reside nas
células-tronco mesenquimais humanas (hMSCs), que funcionam como
um “Cavalo de Troia”, ja que estas podem carregar as nanoparticulas
em seu interior e direciond-las ao sitio tumoral, devido a capacidade
dessas células em serem espontaneamente atraidas para esse local.
Conhecendo essa propriedade das hMSCs, Kim e colaboradores (2014)
desenvolveram um agente de contraste baseado em nanoparticulas
de gadolinio, carreadas por células mesenquimais, para o diagndstico
in vivo de tumor de célon por ressonancia magnética*?.
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Tais estratégias tecnoldgicas apresentadas anteriormente, além de
muitas outras, como as citadas na Tabela 3, demonstram que os nano-
materiais, por estarem em uma escala de tamanho pequena (de 10° m),
conseguem interagir com moléculas biolégicas, a fim de gerar sinais
amplificados que se podem captar, interpretar e auxiliar na tomada de

decis@es cruciais, com a finalidade de se tratar um cancer.

Tabela 3. Exemplos de nanomateriais utilizados no diagndstico do cancer

Nanomaterial

Método

Sucesso

Referéncia

Empregado

Pulmé&o . T
. ' Nanossensor de Deteccdo e distingéo
NanopirLtch(:)ulas de ?:Si?;?;ie moléculas volateis do entre os canceres de [40]
Féolorretal hélito de pacientes forma nao invasiva
Nanossensor de
oligonucleotideos Detecgdo de mutagdes
Nanocristal (QD) especificos. Baseia- pontuais presentes
de CdSe-ZnS (core- Algggztll;rrrilgres se na transferéncia em oligonucleotideos [41]
shell) de energia por de alguns tumores de
ressonancia de ovario
fluorescéncia (FRET)
Nanossensor para
detecgéo de PSA melzjr:i)t:(é?a irgra
e VEGF. Consiste duas moléculas,
g;rpeﬁgngljglpe%/g:te concomitantemente,
Oxido de grafeno e 0s eletrodos recqberta plas?rzgsc?gt:asc?gntes
nanoparticulas de Prostata polir (::%ggz‘ﬂevoéggos portadores do cancer [43]
poli-L-lactato (PLLA) gEste or sua de préstata, em
vez co’nFj)uga-se a concentra¢des acima
nanoparticulas de deeionp?!nﬁﬂl-(g\éi?ﬂ
PLLA funcionalizadas it dg diagnéstic
com anti-VEGF e evitando diagndsticos
anti-PSA falso-positivos
Agente de contraste m?sseﬁélﬂilsmzis
nanoestruturado carregadgs com as
. do por células .
Nanoparticulas de carreado por celua nanoparticulas de
P mesenquimais até e e
pululano e gadolinio . gadolinio permitiram
internalizadas Colon (enxerto) o sitio tumoral, detectar o tumor no [42]

por células
mesenquimais

otimizando a
localizagdo e a
visualizag&o do tumor
por ressonancia
magnética

estdgio inicial em
apenas 2 horas apés
a sua administragdo
endovenosa em
camundongos
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Filmes nanométricos
de ouro

Leucemia

Chip de plédstico com
uma camada de
ouro nanomeétrica,
possuindo buracos
nanomeétricos,
revestida com
proteina A como
ancora de anticorpos
especificos do
antigeno lambda,
superexpressos em
pacientes portadores
de leucemia. A

Consegue detectar
€Om sSucesso um
desequilibrio na

proporcéo de
anticorpos, presente
em amostras de
sangue de pacientes
com leucemia

[44]

detecg&o do anticorpo
se d& por meio
de ressonancia
plasmodnica de
superficie

Siglas: QD = pontos quanticos; PSA = antigeno prostatico especifico; VEGF = fator de
crescimento endotelial vascular.

Fonte: elaborada pelos autores.

2.3.3 Uso de nanoestruturas no tratamento do cancer

Os tratamentos mais empregados para o cancer, atualmente, séo a
cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia. Apesar de apresentarem
eficdcia, especialmente em casos diagnosticados precocemente, esses
métodos apresentam também efeitos adversos, como fraqueza, vomi-
tos, queda de cabelo, cansaco, diarreias, feridas na boca, queimaduras
e ressecamento da pele*>#%; comprometendo a qualidade de vida dos
pacientes. Portanto, a nanotecnologia pode ser empregada de diversas
formas para contornar os efeitos adversos de tratamentos convencio-
nais, trazendo varias vantagens.

2.3.3.1 Entrega de compostos bioativos (“Drug Delivery”)

Alguns dos principais problemas dos quimioterdpicos convencionais
sdo a toxicidade sistémica, baixa especificidade celular e baixa dis-
persédo no plasma sanguineo. Tudo isso acarreta menor eficacia de
tratamento, por limitar a dose méxima administrada, por induzir o sur-
gimento de efeitos adversos e resultar em uma baixa biodisponibilida-
de do farmaco no organismo, diminuindo a eficiéncia de entrega ao
tumor#’. Buscando superar tais desvantagens, muitos estudos citados a
seguir demonstram empiricamente que farmacos convencionais, quan-
do associados a nanoestruturas, tém sua dispersdo em meio bioldgico
melhorada, apresentam menor toxicidade, maior biodisponibilidade,

240



CAPITULO 6: APLICAGOES DA NANOTECNOLOGIA NA PREVENGAO, NO DIAGNOSTICO E NO TRATAMENTO DO CANCER

menos efeitos adversos e mantém-se dentro da janela terapéutica por
meio da sua liberacdo sustentada no sitio tumoral*’.

Dentre os principais nanomateriais utilizados como sistemas de entre-
ga de farmacos, podem-se citar as nanoparticulas poliméricas, as
nanoemulsdes (micelas), as nanoparticulas lipidicas sélidas, os den-
drimeros, os lipossomos, os nanotubos de carbono e as nanoparticulas
metalicas.*

Em uma abordagem relativamente inovadora de exploragdo de novos
farmacos naturais associados a nanobiotecnologia, Zhou e colabora-
dores (2013) elaboraram uma micela polimérica formada por blocos
copoliméricos de quitosana-policaprolactano galactosilados (Gal-CH-
-PCLs) contendo curcumina, que é um polifenol de extratos vegetais
insoluvel em agua, com interessantes propriedades antitumorais.*®
Nesse trabalho, eles demonstraram um aumento de 2 a 4 vezes da
captacdo da curcumina nanoencapsulada, em comparagdo com a cur-
cumina livre, por células de cancer cervical (HeLa) e por células de
hepatocarcinoma (HepG2) in vitro, e, consequentemente, uma indu-
¢do da morte celular por apoptose e necrose 6 vezes maior, quando
comparada com o tratamento com curcumina livre, apés 72 horas de
incubacéo. Isso corrobora com o paradigma de que a nanoestruturacéo
favorece o aumento da eficiéncia de captacdo de compostos bioativos
e melhora a biodisponibilidade de compostos hidrofébicos.

Outra forma de entrega de farmacos, a nanoemulséo, foi estudada por
Tagne e colaboradores (2008), que nanoemulsificaram o quimioterapi-
co tamoxifen (causa danos ao DNA) associado a 6leo de soja, formando
micelas de diametro hidrodindmico médio de 46 nm, e testaram seu
efeito anticancer em células de cancer de mama (HTB-20), in vitro.*
O tamoxifen nanoemulsionado demonstrou uma diminuicéo da proli-
feracdo celular em 97%, contra 66% do tamoxifen livre. Além disso,
essa nanoemulsdo promoveu a apoptose em 40% das células tratadas
em HTB-20, quatro vezes mais quando comparada ao farmaco livre.
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Por sua vez, Zhang e colaboradores (2014) formularam dendrimeros
peptidicos (glicina-fenilalanina-leucina-glicina, medindo cerca de
100 nm de diametro) contendo doxorrubicina (DOX), para a entrega
nanoestruturada desse farmaco. Os ramos tetrapeptidicos séo clivados
pela enzima lisossomal catepsina B, abundante em células tumorais,
liberando a DOX no meio intracelular de células de tumor mamério
murino 4T1.5° Os dendrimeros na dose de 4 mg/kg de doxorrubicina
foram mais eficazes na inibigdo tumoral (~ 60%) in vivo do que a DOX
livre na mesma concentragéo (~ 45%). Além disso, a DOX dendrimérica
nas concentracdes testadas ndo apresentou citotoxicidade ao coragao,
figado, bago, pulmé&o e rim, ao contrdrio do farmaco livre, corroborando
com a teoria de que a nanoestruturagdo de quimioterdpicos diminui a
toxicidade aos tecidos e érgdos néo alvo.

Um estudo que desperta a curiosidade foi o trabalho de Wang e cola-
boradores (2011) que avaliou os efeitos antitumorais, in vitro e in vivo,
de lipossomos contendo resveratrol (~ 70 nm), funcionalizados com
dequalinium polietilenoglicol-diestearoil-fosfatidiletanolamina (DQA-
-PEG200-DSPE) para o direcionamento mitocondrial, em células de car-
cinoma pulmonar ndo resistentes (A549) e resistentes (A549/cDDP).%’
Os pesquisadores compararam a atividade anticancer entre os lipos-
somos funcionalizados e os nédo funcionalizados, em combinacdo com
lipossomos contendo vinorelbina (um alcaloide semissintético utilizado
como quimioterdpico). Os resultados indicaram uma expressiva ativi-
dade antitumoral in vitro dos lipossomos contendo resveratrol contra
A549 (inibigdo > 80%) e A549/cDDP (inibicdo de cerca de 60%), apds
96 horas de tratamento. Foi demonstrado que lipossomos contendo
vinorelbina, combinados a lipossomos funcionalizados contendo res-
veratrol, foram eficazes no combate as células resistentes, o que néo
ocorreu no tratamento contendo apenas lipossomos de vinorelbina.
O tratamento solo e combinado com lipossomos de resveratrol fun-
cionalizados ocasionou uma diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial, que, por sua vez, engatilhou a liberacéo de citocromo c,
a ativacdo de caspases e culminou em apoptose nas células tratadas
(A549 e A549/cDDP). E, por fim, no tratamento in vivo, ao longo de 27
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dias, em camundongos nude, os lipossomos de resveratrol funciona-
lizados levaram a uma melhor distribuigdo do farmaco pelas camadas
celulares tumorais e a uma diminuicdo da massa tumoral de 85,81%,
contra 49,87% de remiss&o no tratamento com resveratrol livre.

Todos esses resultados apontam na mesma dire¢éo, fortalecendo a pre-
missa de que a nanoencapsulacédo de compostos bioativos potencializa
seus efeitos antitumorais. Dentre muitos outros, estes sdo apenas
alguns exemplos de nanossistemas utilizados como carreadores de
moléculas terapéuticas, visando a um tratamento mais eficaz contra o
cancer e que reduza efeitos adversos provocados por quimioterapicos
convencionais.

2.3.3.1.2. Componentes estruturais de nanoemulsées como
componentes bioativos

Algumas nanoestruturas, como as nanoemulsées, podem apresentar
constituintes estruturais (fase oleosa, por exemplo), que possuem ativi-
dade antitumoral. Pode-se citar o exemplo de um trabalho desenvolvido
no Laboratdrio de Compostos Bioativos e Nanobiotecnologia da Univer-
sidade de Brasilia, onde Sampaio (2017) formulou uma nanoemulséo
a base de dleo de buriti (Mauritia flexuosa Mart.) que apresentou ati-
vidade antitumoral in vitro contra células de cancer de mama MCF-7,
reduzindo a viabilidade de cerca de 50% das células quando tratadas
com a concentragéo de 6leo nanoemulsionado de 360 pug/mL por 24
horas.5? Assim, o éleo de buriti, por possuir em sua constituicdo acidos
graxos e outras moléculas com potencial terapéutico, atuou nessa
nanoemulsdo tanto como constituinte estrutural como componente
bioativo.

Outro exemplo sdo as nanoparticulas de prata (AgNPs), sintetizadas
por Ombredane (2016), utilizando extrato de Curcuma longa L. para a
reducdo do nitrato de prata®®. Além disso, o polissacarideo quitosana foi
adicionado a formulag&o, com o intuito de revestir as nanoparticulas,
aumentando a estabilidade, a biocompatibilidade e a biodegradabi-
lidade das AgNPs. Essas nanoparticulas foram testadas em células
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de cancer de pele ndo melanoma (A431), e apresentaram citotoxici-
dade em cerca de 50% dessas células, com a concentracdo de 50 uM
apds 24 horas de tratamento. Além disso, o revestimento das AgNPs
por quitosana induziu a parada celular de A431 na fase G1 da divisdo
celular. Assim, a prata, que inicialmente exercia a fungdo de compo-
nente estrutural, tornou-se também um componente bioativo dessa
nanoestrutura.

2.3.3.2. Terapia fotodinamica

A terapia fotodinamica é uma estratégia promissora para a destruigdo
de células tumorais, que se baseia na administragdo de moléculas
fotossensibilizantes no paciente. Apds exposi¢cédo a luz em compri-
mento de onda especifico e na presenca de oxigénio, tais moléculas
sdo ativadas e se tornam téxicas, levando a morte celular por estresse
oxidativo®45®.

Pan et al. (2015) demonstraram que a associag&o do fotossensibili-
zante ftalocianina a nanoesferas de diéxido de titanio dopados com
nitrogénio (N-TiO,) (didmetro entre 25 nm e 40 nm) aumentou a sua
captacdo celular em carcinoma cervical humano (HelLa) e carcinoma
nasofaringeal humano (KB)%¢. Além disso, a conjugacéo de ftalociani-
na a nanoparticulas de N-TiO2 conferiu uma maior faixa de absorcgédo
luminosa e incrementou em cerca de 2,6 vezes a produgéo de espécies
reativas de oxigénio, quando comparada a ftalocianina livre na mesma
concentracéo. O efeito citotéxico das nanoparticulas com ftalociani-
na ocasionou morte celular de mais de 86% nas linhagens testadas,
quando submetidas a faixa luminosa de 420-800 nm de comprimento
de onda. As nanoparticulas sem ftalocianina e a ftalocianina livre,
qguando expostas a essa mesma faixa luminosa, ndo inibiram mais do
que 10% das células tratadas. Todos esses tratamentos ndo demons-
traram citotoxicidade no escuro, sugerindo que o tratamento sé é eficaz
quando hd a ativagdo do composto fotossensivel na presenca de luze.
Os resultados obtidos por Pan e colaboradores sugerem um tratamento
de alta performance promissor contra, pelo menos, dois tipos de neo-
plasias. Outros estudos in vivo devem ser conduzidos posteriormente
para comprovar tal eficdcia em animais ndo humanos e humanos.
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Outro trabalho que demonstrou resultados interessantes foi o conduzi-
do por Muehlmann e colaboradores (2015) no Laboratério de Nanobio-
tecnologia da Universidade de Brasilia.5” Em vez de utilizarem nanopar-
ticulas inorganicas, os pesquisadores formularam uma nanoemuls&o
contendo o fotossensibilizante ftalocianina misturada em éleo de ricino,
formando uma fase oleosa estabilizada na fase dispersante aquosa
por uma camada do surfactante Cremophor®, gerando micelas com
diametro hidrodinamico médio de 25 nm. Em seguida, trataram célu-
las de adenocarcinoma mamario (MCF-7) com essas nanoemuls&es
e analisaram seu potencial anticAncer no escuro e na exposicéo a luz
monocromatica (comprimento de onda = 660 nm). Eles verificaram
uma IC_, (concentragdo necesséria para inibir o crescimento de 50%
das células) igual a 6,0 nM. Observaram, ainda, que a viabilidade des-
sas células tumorais diminuiu para 0% na concentragédo de 93 nM de
nanoemulsdo, e que a inibi¢éo s6 foi observada quando as células eram
irradiadas em 660 nm. Vale ressaltar que a terapia fotodinamica rea-
lizada com a ftalocianina livre ndo demonstrou atividade significativa
contra as células tumorais in vitro.

Por (ltimo, Wang e colaboradores (2011) executaram um teste in vivo
em camundongo utilizando nanocristais de NaYF, cobertos com o
fotossensibilizante Clorina e6 (Ce6) e funcionalizados com PEG, e
estudaram a eficacia antitumoral da terapia fotodinamica (compri-
mento de onda = 980 nm) em carcinoma mamario murino (4T1) com
a administracdo intratumoral de soro, Ce6 livre e as nanoparticulas
NaYF,-Ce6 (diametro ~ 30 nm)®8. Os resultados evidenciaram que a
terapia fotodindmica com Ce6 nanoestruturada se mostrou quase duas
vezes mais eficaz que com a Ce6 livre e o controle, apds 12 dias de
tratamento. Além disso, as nanoparticulas foram totalmente excretadas
em menos de 2 meses apds a administracao.

Um estudo clinico utilizando terapia fotodinamica com resultados
promissores foi conduzido por Passos e colaboradores (2012) com
pacientes do Hospital Regional da Asa Norte, em Brasilia, portadores
de queratose actinica, carcinomas basocelulares superficiais e doenca

245



NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

de Bowen (neoplasias de pele)®. Sobre as feridas, foram aplicadas
nanoemulsdes contendo dcido aminolevulinico que, posteriormente,
foram expostas a luz de LED no comprimento de onda de 635 nm. O
percentual de cura dos pacientes foi superior a 80% apds 12 meses
de tratamento para as trés classes de neoplasias de pele avaliadas.

Todos os exemplos citados de terapia fotodinamica, utilizando molé-
culas fotossensibilizantes associadas a nanoestruturas, mostraram
resultados promissores na inibi¢cdo tumoral nos carcinomas cervical,
de pele e mamadrios, in vitro efou in vivo.

2.3.3.3. Hipertermia magnética

De forma resumida, a hipertermia magnética, ou magneto-hipertermia,
é 0 aguecimento gerado pela conversdo da energia eletromagnética
em energia térmica, quando nanoparticulas superparamagnéticas
sdo submetidas a um campo magnético alternado. Células tumorais
apresentam maior sensibilidade ao aumento de temperatura, quando
comparado com células sauddveis, o que torna essa terapia mais espe-
cifica a regido tumoral®®. Nessa terapia, nanoparticulas magnéticas
que atingem a regido tumoral sédo submetidas a um campo magnético
alternado. Em resposta, essas nanoparticulas alinham-se ao campo
magnético e geram calor. A elevagdo da temperatura em mais de 40°
C em células tumorais acarreta a desnaturagdo de proteinas, que for-
mam agregados e resultam na morte celular por apoptose ou necrose,
dependendo do grau de agquecimento e do tamanho do dano causado®'.

Nesse ambito, serdo abordados, a seguir, alguns estudos sobre o tra-
tamento de tumores in vitro e in vivo, que demonstraram expressiva
eficacia utilizando a magnetohipertermia, viabilizada pela distribuicéo
intracelular de nanoparticulas magnéticas. Detalhes sobre essa técni-
ca sdo mais bem explorados no capitulo 7 sobre magneto-hipertermia
deste livro.
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Dennis e colaboradores (2009) sintetizaram nanocristais de ferrita
(Fe304) recobertos com dextran (didmetro médio de 96 nm), com a
finalidade de estabilizacdo coloidal e melhor biocompatibilidade, e
injetaram esse nanossistema na regido intratumoral em fémeas de
camundongos portadoras de tumor mamario (MTG-B)®2. Eles consta-
taram que quanto maior a intensidade do campo magnético, menor foi
o tamanho da massa tumoral apds a magnetohipertermia, e que, em
média, os animais submetidos a uma “intensidade” de campo magné-
tico de 700 Oe ndo apresentaram crescimento tumoral apés 60 dias
de tratamento.

Um outro estudo conduzido por Lee e colaboradores (2011) comparou,
experimentalmente, os efeitos da magnetohipertermia entre nanopar-
ticulas de core-shell de CoFe204-MnFe204 (15 nm), o Feridex (uma
nanoparticula magnética convencional de Fe,O,, 120-180 nm) e os
controles: doxorrubicina (quimioterdpico convencional), tratamento
magnético sem as nanoparticulas e animais néo tratados®®. Os trata-
mentos foram injetados diretamente no enxerto abdominal de tumor
cerebral humano (U87MG) em camundongos. Apds uma sesséo de
magnetohipertermia (500 kHz; 37.3 kA.m™) com as nanoparticulas
core-shell, os tumores mostraram remissao total, enquanto, com Feri-
dex e os controles, o volume tumoral progrediu. Isso ocorreu devido
a uma maior capacidade de liberacdo de energia pela nanoparticula
core-shell do que pelo Feridex.

Uma terceira pesquisa, descrita por Bae e colaboradores (2012), tam-
bém comparou Feridex a nanocubos ferromagnéticos de 6xido de ferro
(FIONSs) revestidos com quitosana (aprox. 30 nm).%* Apés a magne-
tohipertermia local em carcinoma pulmonar (A549), cerca de 90%
das células tumorais contendo os nanocubos FIONs morreram por
apoptose, contra menos de 20% de morte celular no tratamento com
Feridex. Tais nanocubos FIONs também apresentam uma capacidade
de liberag&o de calor maior do que o Feridex, justificando o aumento
da eficécia.
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2.3.3.4 Terapia combinatéria

A terapia combinatdria, como o préprio nome sugere, baseia-se em um
tratamento que utiliza dois ou mais farmacos, que podem apresentar
efeitos aditivos ou sinergisticos entre si, ou seja, o efeito terapéutico
final dos farmacos combinados é maior do que os efeitos das drogas
isoladas. Isso abre a possibilidade de se combinarem quimioterdpicos
convencionais, em dosagens menores, a outros compostos bioativos,
atingindo uma eficdcia igual ou maior que o tratamento convencio-
na|64,65.

Alguns nanomateriais tém a capacidade de carrear em uma mesma
nanoestrutura duas ou mais substancias bioativas. Por exemplo, Jiang
e colaboradores (2011) formularam lipossomos contendo na sua bica-
mada apolar o esfingolipidio C6-ceramida, um pré-apoptético que é
naturalmente neutralizado em células cancerosas; lipossomos conten-
do o inibidor da sintese de glucosilceramida PDMP (D-threo-1-phenyl-
-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol), que impede a degradacéo
intracelular de C6-ceramida; e lipossomos com ambos C6-ceramida e
PDMP. Eles avaliaram os efeitos solo e combinados de tais formulacdes
a gemcitabina livre, um quimioterdpico convencional que interfere na
duplicacdo e na transcricdo do DNA em células de cancer pancreético
(PANC-1) in vitro e in vivo.%% A concentracéo para inibir 50% das célu-
las PANC-1 (IC50) para o lipossomo contendo apenas C6-ceramida
foi equivalente a 2,6% do IC50 para a gemcitabina livre. Os efeitos
pré-apoptéticos das terapias combinatdrias foram exacerbadamente
superiores aos tratamentos isolados, com indug&o de mais de 60% de
apoptose para o lipossomo C6 administrado com gemcitabina, maiores
que 50% para o lipossomo contendo C6 e PDMP, e cerca de 90% para
o lipossomo contendo ambos C6 e PDMP administrado com a gemci-
tabina. Por Ultimo, o teste in vivo evidenciou que os tratamentos com-
binatdrios foram estatisticamente mais eficazes na inibicdo tumoral.

Em um estudo mais recente, que concatena tanto a terapia combina-

téria quanto a entrega de 4cidos nucleicos, He e colaboradores (2014)
conseguiram sintetizar nanodiscos hexagonais (100 nm de diametro,
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30 nm de espessura) contendo cisplatina e pequenos RNAs interferen-
tes (siRNA) de genes antiapoptéticos para tratar tumores ovarianos
resistentes (SKOV-3).%¢ A cisplatina livre, os discos contendo somente
a cisplatina e a cisplatina livre combinada aos siRNAs livres tiveram
uma eficacia muito menor do que os discos contendo cisplatina con-
jugados aos siRNAs, os quais reduziram a menos de 20% o total de
células vidveis apds o tratamento in vitro.

Sriraman e colaboradores (2015) desenvolveram lipossomos revestidos
com PEG (polietileno glicol) carreadores de NCL-240 (um agente proé-
-apoptético) e cobimetinib (inibidor da via das quinases reguladas por
sinais extracelulares, MEK/ERK), para avaliar a atividade antitumoral
em HCT 116 (cancer de célon) dessas duas moléculas combinadas®’.
Os resultados demonstraram atividade sinergistica devido a combina-
cdo dessas moléculas, que interromperam o ciclo celular na fase G1,
e induziram a apoptose com uma efic4cia 3 a 4 vezes maior do que
os grupos-controle (farmacos separados livres, fadrmacos separados
nanoestruturados, farmacos combinados livres e células n&o tratadas).

Mais uma vez, esses estudos evidenciam o importante papel da nano-
biotecnologia no incremento de terapias antitumorais, servindo como
uma plataforma de carregamento e encapsulagdo de farmacos que,
juntos, sdo muito mais eficazes.

Além dos exemplos de abordagens nanotecnoldgicas investigados para
o tratamento de cancer ja citados nos tépicos acima, outros exemplos
sdo citados na Tabela 4, de modo a complementar o panorama expli-
citado nos pardgrafos anteriores.
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Tabela 4. Exemplos de sistemas nanoestruturados investigados para o tratamento de
cancer

Método
Empregado

Tipo de

Nanomaterial Taxa de Sucesso Referéncia

Cancer

Micelas .
poliméricas hga;%régm?ar Entrega de Capacidade até 6 vezes maior de induzir
(Gal-CH-PCL) ‘r)\umano composto morte celular em HepG2 em comparagdo a [48]
carregadas com (HepG2) bioativo curcumina livre
curcumina p
N Inibicdo da multiplicag&o celular 20 vezes
Nanoemuls&o a Mama (HTB- Entrega de -
base de tamoxifen 20) farmaco maior e aumento ds;;\:: de apoptose em 4 [49]
Dendrimeros Os dendrimeros carregados com doxorrubicina
peptidicos Entrega de induziram uma taxa de apoptose das células
contendo Mama (4T1) farmaco tumorais quase 5 vezes maior do que o [50]
doxorrubicina farmaco livre, administrados in vivo
Cancer As nanoparticulas de titanio dopadas com
cervical nitrogénio e funcionalizadas com ftalocianina
N-TiO, + (HeLa) e Terapia n&o so facilitaram a entrada da ftalocianina [56]
ftalocianina carcinoma fotodinamica nas células tumorais como aumentaram em
nasofaringeal 2,6 vezes a produgdo de espécies reativas de
(KB) oxigénio
Enquanto a ftalocianina livre ndo
Nanoemulsdo Mama Terania demonstrou eficdcia, esse mesmo composto
a base de fotodingmica nanoencapsulado respondeu a terapia [57]
ftalocianina (MCF-7) fotodinamica e afetou significativamente a
viabilidade das células tumorais in vitro
Enxerto de . ) - -
Hipertermia Remissdo completa do tumor in vivo em 16
CoFe,0,-MnFe,O tumor cerebral T B [63]
274 274 (USTMG) magnética dias de tratamento
Nanocubos
ferromagnéticos Pulm&o Hipertermia Durante o periodo de 6 dias de tratamento, o [64]
estabilizados por (A549) magnética tumor diminuiu em 30% o seu volume, in vivo
quitosana
A combinag&o de C6-ceramida com o inibidor
. A . da neutralizag&o de ceramidas (PDMP)
lpossomosdecs  pncess Teme  pami aue coamda ealsaseesua 9]
atividade pré-apoptética contra as células
PANC-1
Nanodiscos (66]
metédlicos dopados - . Inibicdo de mais de 80% das células tumorais,
com cisplatina e Ovarlos()SKOV— co;lle)riﬁglfil’)ria in vitro, na concentrag&o de 150 uM por 72
funcionalizados horas de incubagéo
com siRNAs
Nanocépsula
polimérica Nanoestrutura contendo doxorrubicina n&o
poli(metil vinil Mama (4T1) Terapia reduziu o tumor, in vivo, em comparagao [68]

éter-co-maleico
anidrida) com selol
e doxorrubicina

combinatdria

com a doxorrubicina livre. Entretanto, a
nanoestrutura diminuiu a cardiotoxicidade

PDMP: D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol.

Fonte: elaborada pelos autores.
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2.3.4 Nanoteranésticos: diagnodstico e terapia em um
mesmo nanossistema

Outra possibilidade que a nanobiotecnologia proporciona é a combi-
nacgdo de compostos para diagndstico com moléculas terapéuticas em
uma mesma plataforma nanométrica. Esse tipo de sistema é chamado
“nanoterandstico” (Tabela 5). Eles permitem rastrear em tempo real a
localizac&o dos nanocompdsitos terapéuticos, para que seja confirma-
da a internalizacdo celular ou a sua chegada ao tumor, por exemplo.

Nanohibridos magnetopoliméricos multifuncionais (MMPNSs) foram
arquitetados e sintetizados por Yang e seu grupo (2007), os quais eram
constituidos de um nuicleo de nanocristais magnéticos (ferrita) e o qui-
mioterdpico doxorrubicina, conferindo a capacidade de imageamento
por ressonancia magnética e quimioterapia, respectivamente; recober-
tos com blocos copoliméricos de PLGA-PEG-COOH e o anticorpo anti-
-HER, conferindo o direcionamento alvo-especifico a células tumorais
que expressam o receptor HER-2, como o carcinoma mamario®°. Eles
conseguiram demonstrar uma expressiva eficacia desse nanossistema
como agente de contraste para a detecgdo por imagem do tumor e,
também, a inibicdo da proliferagdo tumoral por meio da associagdo de
efeitos da quimioterapia com o direcionamento mediado por anticorpo.

Complementarmente, Zhang e colaboradores (2012) sintetizaram nano-
bastGes de ouro recobertos com silica mesoporosa carregando o qui-
mioterdpico doxorrubicina.” O ouro em forma de nanobastédo tem a
capacidade de imageamento eficiente e a propriedade de superaquecer
quando irradiado com laser de comprimento de onda especifico. Para
complementar, a doxorrubicina, incorporada na casca de silica meso-
porosa, tem propriedades quimioterapicas conhecidas. Dessa forma,
esse nanocompdsito proporciona o diagndstico por imageamento e o
tratamento tanto fototérmico quanto quimioterdpico, com eficacia de
aproximadamente 70% na diminuig&o da viabilidade celular em A549
(células de tumor pulmonar humano), 20% maior do que o tratamento
com a doxorrubicina livre.
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Similarmente a esse trabalho, Chen et al. (2014) sintetizaram nano-
particulas de gadolinio revestidas com albumina plasmética humana
e funcionalizadas com um corante fluorescente (IR825, que é excita-
do em comprimento de onda préximo ao infravermelho), e testaram
sua eficacia contra células metastaticas de cancer mamério murino
(4T1) alojadas em linfonodos, quando submetidas a terapia fototérmica
(geracéo de calor iniciada pela incidéncia de laser sobre uma nano-
particula fotossensivel)”. Dessa forma, o gadolinio atuou como agente
fotossensivel na terapia fototérmica, enquanto o corante auxiliou no
rastreamento por imagem da nanoparticula, quando o sistema foi irra-
diado. A eficacia do tratamento foi dependente da dosagem de fétons
irradiados sobre as nanoparticulas, que, ao serem absorvidos pelo
gadolinio, culminaram na convers&o da energia luminosa em energia
térmica, acarretando hipertermia e ablacéo celular.

Como ultimo exemplo, mas ndo menos interessante, Quintana e cole-
gas (2002) realizaram um estudo no qual foram sintetizados dendrime-
ros poliméricos (PAMAM) de quinta geracgéo, e a eles foram acopladas
moléculas de folato, fluoresceina e metrotexato (quimioterépico), que
conferiram a esse nanomaterial a capacidade de direcionamento alvo-
-especifico as células KB (carcinoma epidermoide de boca), a capa-
cidade de rastreamento intracelular e de tratamento quimioterdapico,
respectivamente’. Dessa forma, a terapia mostrou uma eficacia in vitro
dezenas de vezes maior do que a terapia com o quimioterapico livre.

Conclui-se que os “nanoterandsticos” aqui apresentados se mostra-

ram plataformas eficazes no rastreamento tumoral e no combate de
tumores, simultaneamente.
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Tabela 5. Exemplos de nanossistemas utilizados como “nanoterandsticos” em cancer

Nanomaterial -ggr?cii En';/lperteogd;do Taxa de Sucesso Referéncia
Imageamento
Nano-hibridos po;]r;sﬁgzigua Taxa de crescimento
magneto- i o tumoral cerca de 3
9V quimioterapia com
popimercos | Mema | Spomicnas | eeemewiauendo (60
(MMPNs) direcionamento pela hibrido
funcionalizagdo com
anti-HER
A viabilidade das
Imageamento 5 ;
P células tumorais
~ por ressonancia . o ;
Nanobastdes de plasménica caiu para 20% apds
Au revestidos com Pulmao de superficie tratamento com
slcamescpoess | (agds)  localadseniega | S nbete (1)
de doxorrubicina e pgssibilidadg de def laser (prlgxi)mo ag
; P infravermelho) por
terapia fototérmica minutos
Ngzo%adrct)lltl;:ilgs Viabilidade das células
revegtidas com Terapia fototérmica tumorais caiu para
albumina e pela ativagao 10% apds tratamento
funcionalizadas Mama (4T1) do gadolinio e com as nanoparticulas [71]
com a imageamento por associadas a irradiagao
fluorescéncia fluorescéncia de intensidade 1,5 W/
IR825 cm2
O docetaxel
Nanoemulsdo encapsulado em
acoplado a Ovario Entrega de farmaco nanoemulsdo acoplado
molécula de (SKOV3) e imageamento por ao folato apresentou [73]
folato carreando ressonancia magnética | citotoxicidade 3,3 vezes
docetaxel maior, comparando
com o docetaxel livre

Fonte: elaborada pelos autores.

2.4 Farmacos antineoplasicos nanoestruturados
disponiveis no mercado e os desafios da nanomedicina

Atualmente, ja existem alguns farmacos antioneopldsticos nanoes-
truturados, aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) e por
6rgdos regulamentadores de outros paises, disponiveis para comer-
cializagdo. Temos como exemplos: Abraxane®, Doxil®, DaunoXome®,
Margibo®, Onyvide®, Myocet®, Mepact®, SMANCS®, Genexol-PM® e
Nanotherm®.7

O Abraxane® é uma nanoparticula proteica constituida pelo quimiote-
rdpico paclitaxel encapsulado em albumina humana, utilizado como
tratamento contra as neoplasias em estdgio avangado de pulméo,
mama e pancreas’™. J4 como exemplos de formulag&es lipossomais,
temos "
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» Doxil®, funcionalizado com PEG e encapsulando o quimiotera-
pico doxorrubicina. Utilizado na quimioterapia contra cancer
ovariano e contra sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS;

+ DaunoXome®, contém o quimioterdpico daunorrubicina e é
utilizado no tratamento de sarcoma de Kaposi;

» Marqibo®, contém o quimioterdpico vincristina, que é adotado
na terapia contra a leucemia linfobldstica aguda;

e Onyvide®, lipossomos revestidos com PEG carreiam o quimio-
terdpico irinotecan e séo aplicados contra o cancer pancrea-
tico metastatico;

* Myocet?®, lipossomo contendo o quimioterdpico doxorrubicina,
néo revestido com PEG, aplicado no tratamento de cancer
mamario metastatico; e

¢ Mepact®, contendo muramil tripeptideo fosfatidiletanolamina,
utilizado no tratamento de osteossarcoma.

H&, também, os nanofdrmacos poliméricos carreadores de quimiote-
rdpicos convencionais: SMANCS® e Genexol-PM®. O primeiro € uma
nanoparticula composta por poli (estireno-co-malato) associada ao
farmaco neocarzinostatin, aplicada no tratamento de cancer hepatico
ou renal. O segundo é uma micela polimérica de PEG e PLA contendo
paclitaxel, utilizada no tratamento de cancer de pulmdo e de mama™.
Por Ultimo, o NanoTherm® é uma suspensé&o de nanoparticulas de éxido
de ferro utilizada na magnetohipertermia contra glioblastoma. Esses
farmacos apresentam menores efeitos adversos, porém ainda com-
partilham alguns efeitos adversos que estdo associados as terapias
convencionais.

Uma grande critica que é feita a respeito de nanofarmacos é que ha
um grande nimero de pesquisas-piloto, porém poucas conseguem
passar por todos os testes clinicos e chegar ao mercado, devido a
dificuldades para passar nos testes de regulamentacgéo e a questdes
mercadoldgicas. E mesmo apds chegar ao mercado, alguns farmacos
como o Bexxar® e o Mylotarg® foram dele retirados por obterem baixa
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adeséo de pacientes ao farmaco ou por demonstrarem um aumento
do nimero de ébitos apds o tratamento.

E preciso que haja uma maior preocupacéo dos pesquisadores em
nanobiotecnologia desde a elaboracdo dos seus projetos, sobre os
requisitos para a aprovacgéo e comercializagdo de futuros farmacos
nanoestruturados, sobre a importancia de se focar em materiais e
estratégias com um maior potencial terapéutico e com menores toxi-
cidade e danos potenciais ao meio ambiente. Com isso, deve-se dar
prioridade a materiais biodegraddveis, biocompativeis, renovdveis e
alvo-especificos ao se elaborar uma nova estratégia nanobiotecnolé-
gica de diagnéstico, tratamento ou prevencgéo antitumoral.
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acumulada pela rede de N&N, organizada a partir do trabalho conjunto de diferentes la-
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revistas cientificas indexadas e cerca de cinco centenas de orientacdes de alunos de pés-

-graduacao.
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