Miguel Branco Dias Pereira

Aplicagoes da nanotecnologia no tratamento de tumores
cerebrais

Monografia realizada no ambito da unidade Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas,
orientada pela Professora Doutora Maria Eugénia Tavares Pina e apresentada &
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Julho 2014

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Eu, Miguel Branco Dias Pereira, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n° 2009009954, declaro assumir toda a responsabilidade pelo
contelldo da Monografia apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
no ambito da unidade Estagio Curricular.

Mais declaro que este é um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou expressao,
por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia desta Monografia, segundo os critérios
bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor, a

excec¢ao das minhas opinides pessoais.

Coimbra, 9 de Julho de 2014




O aluno:

; Q
rJv!LA o u& /S))A(W\QT jD;uu\ Jonsiiia
U

(Miguel Branco Dias Pereira)

A tutora:

Sl Xivey

(Maria Eugénia Tavares Pina)



Indice

ADBIeVIatUras. ... ..ottt 4
RESUMIO. .. 5
ADSLIACT. ...ttt 6
I 101 o Ya [V Tor- o T 7
I - TUMOres Cerebrais. . ....co.vuuiniiiit i e 8
[l - LimitagOes da terapéutica atual..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii 9
IV - Principais caracteristicas das nanoparticulas...........c..c..cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 10
V - Nanoparticulas utilizadas na terapéutica para tumores cerebrais...............ccccceeuenn... 13
Vol - LIPOSSOMAS. .ottt ettt e ettt e et ettt 13
V.2 - MiIcelas. ..o 14
V.3 - Nanoparticulas PolimeEriCas. ..........oueiuiiuiitii i 14
V4 - Dendrimeros. . ..o.uiuiiniiii i I5
V.5 - Nanoparticulas iNOrgaAnICas. ........ouuiuitii it 16
VI - Nanoparticulas teranOStiCas. ... ... .euttuten et et ee s 17
VII - Possiveis riscos para o Homem. ... ... 18
VIII - Perspetivas futuras € desafios.........ooiiiniiiiiiiii e 18
X 2 CONCIUSAO. ...t e 20

Bibliografia. .........ouiinii e 21



Abreviaturas

ADN — Acido desoxirribonucleico

BHE — Barreira Hematoencefalica

EPR — Efeito de Permeabilidade e Retencao
IRM — Imagem por Ressonancia Magnética
PAMAM - poliamidoamina

PEG — Polietilenoglicol

PLA — Acido polilactico

PMLA — acido poli(f,L-malico)

PMMA — Poli(metil-metacrilato)

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio
siRNA — small interfering RNA

WHO - World Health Organization



Resumo

Os tumores cerebrais sao um grupo bastante heterogéneo, muitas vezes com
prognostico desfavoravel para os doentes. Apesar de existir um grande esfor¢co em melhorar
a terapéutica existente que passa por cirurgia, radioterapia e quimioterapia, ainda nao se
conseguiu desenvolver uma cura. Com vista a mudar esta situagao, tem sido feita uma forte
aposta na nanotecnologia, abrindo novas portas para o diagnéstico e tratamento de tumores
cerebrais. Neste trabalho serao abordadas as principais caracteristicas e inovagao das
nanoparticulas que lhes permitem apresentar uma vantagem face a terapéutica convencional.
Existem varios tipos de nanoparticulas com provas dadas, cada uma com as suas
especificidades, que serio abordadas em exemplos concretos ja estudados e onde se
conseguiram resultados promissores. Por fim, é dada uma perspetiva futura em relagao ao
caminho que ainda é preciso percorrer de modo a chegarmos a um ponto em que as
nanoparticulas serao utilizadas de maneira generalizada no tratamento eficaz e seguro de

tumores cerebrais.



Abstract

Brain tumors are a very heterogeneous group, often with unfavorable prognosis for
patients. Although a great effort is being made in order to improve existing therapeutics,
consisting in surgery, radiation and chemotherapy, we have yet to found a cure. Hoping to
change this situation, we turned to nanotechnology, searching for new ways to improve the
diagnosis and treatment of brain tumors. In this work we will discuss the key features and
innovation of these nanoparticles that allow them to have an advantage when compared to
conventional therapy. There are several types of nanoparticles, each with its particular
characteristics that will be addressed in several examples already studied, with promising
results. Finally, we look into the future and analyse what is yet to be done in order to reach
a point where nanoparticles usage is widespread, achieving an effective and safe treatment of

brain tumors.



| - Introducao

Apesar dos enormes avangos que tém ocorrido na area da saude, o cancro continua
a ser uma calamidade que mata, por ano, perto de dez milhdes de pessoas mundialmente.'

Desde finais da década de 70, quando a remocgao cirurgica de tumores cerebrais
permitia uma sobrevivéncia média de 3 meses, que muitos esfor¢os foram feitos para
aumentar a eficacia dos tratamentos dado que nem sempre se consegue remover o tumor
na sua totalidade. De facto, a quantidade removida depende do tipo de tumor e da sua
localizacdo no cérebro.?

Muitas novas tecnologias tém sido desenvolvidas e houve um rapido incremento da
nanotecnologia em aplicagoes biomédicas, sendo espectavel que surjam novos métodos que
ajudem no diagndstico e tratamento do cancro do cérebro.’

De uma maneira geral, a nanotecnologia engloba o desenho, sintese e aplicagao de
materiais que tenham, pelo menos, uma dimensao com tamanho compreendido entre | e
100 nm.*

As nanoparticulas tém caracteristicas muito particulares que podem ser exploradas
para tentar ultrapassar as dificuldades inerentes a terapéutica anti-tumoral tradicional. De
modo geral, procura-se aumentar a especificidade da terapéutica para os tumores e reduzir
os seus efeitos secundarios, melhorar a eficacia do tratamento e aumentar a esperanga de
vida dos pacientes. Para o conseguirem, estas nanoparticulas sio desenhadas de modo a
serem capazes de ultrapassar a barreira hematoencefilica, serem absorvidas pelas células
tumorais e libertarem o seu conteudo durante um longo periodo de tempo de modo a
obter-se o efeito terapéutico desejado.’

Posto isto, € sem surpresa que se constata a existéncia de uma forte aposta neste
campo, com resultados bastante promissores na detegao, diagndstico e tratamento de
tumores cerebrais.

Com este trabalho pretende-se analisar os varios casos de sucesso ja relatados,
procurando perceber em que aspetos e de que maneira superam as terapéuticas
convencionais. Apenas compreendendo o seu funcionamento conseguiremos explorar as
suas mais-valias, a0 mesmo tempo que contornamos as suas limitagdoes. Com este
conhecimento poderemos vir a criar nanoparticulas capazes de tratar eficazmente os

tumores cerebrais, substituindo as terapéuticas atuais.



Il - Tumores cerebrais

Apenas no que diz respeito ao cérebro e sistema nervoso central, estao identificados
mais de 120 tipos diferentes de tumores, cada um com caracteristicas particulares e que
requerem estratégias de tratamento diferentes. O nome de cada um depende do tipo de
células ou parte do cérebro onde se desenvolvem. Por exemplo, o principal tipo de tumor
primario surge nas células da glia e como tal, é chamado de glioma. Os tumores formam-se
quando células normais do cérebro crescem descontroladamente e formam uma massa.

E importante reter que nem todos os tumores sio cancerosos, denominando-se
benignos. Estes sao geralmente de crescimento mais lento e sem capacidade para criar
metastases. Raramente invadem tecidos adjacentes e tém limites bem definidos. Porém,
estes tumores podem pressionar areas sensiveis do cérebro e causar sérios problemas de
salde, podendo por em risco a vida do paciente. Normalmente, podem ser removidos
cirurgicamente dado que raramente voltam a desenvolver-se.®

Quando o tumor tem células cancerosas, denomina-se maligno. Estes caracterizam-se
por um crescimento mais rapido, capacidade para invadir e destruir tecido adjacente, além
de criar metastases.

Os tumores malignos subdividem-se em primarios e secundarios. Denominam-se
tumores primarios quando se comegam a desenvolver no cérebro, em contraste com os
tumores secundarios que surgem noutra parte do corpo e s6 depois se formam metastases
no cérebro. Os tumores secundarios sao aqueles que ocorrem com maior frequéncia, com
os tumores cerebrais primarios a contabilizar aproximadamente 2% de todos os casos de
cancro.

A WHO agrupou os tumores em quatro graus distintos. Este grau é atribuido tendo
em conta a aparéncia das células ao microscépio:

- Grau |: O tecido € benigno. As células sao muito semelhantes a células cerebrais normais e
crescem lentamente;

- Grau II: O tecido é maligno. As células parecem-se menos com as células normais do que
as de um tumor de grau |;

- Grau lll: O tecido maligno apresenta células com aspeto muito diferente ao das células
normais. As células anormais crescem rapidamente;

- Grau IV: O tecido maligno apresenta células com aspeto muito fora do normal e com

tendéncia para crescer rapidamente.



Com o tempo, um tumor de baixo grau pode tornar-se um tumor de grau elevado.
Isto acontece com mais frequéncia nos adultos do que nas criangas. Como sera de esperar,
quanto maior for o grau do tumor pior sera o progndstico para o doente e mais urgente

sera comegar a terapéutica.’

Il - LimitacOes da terapéutica atual

O cérebro, considerado o sistema mais complexo do corpo humano, controla uma
grande variedade de fungoes tais como processamento de informagao, controlo motor,
memoria, entre outras. Dada a complexidade destas fungbes, o tratamento dos tumores
requer que se elimine, de maneira altamente seletiva, todos os tecidos cancerosos incluindo
aqueles que invadem o tecido normal envolvente.

Face a esta exigéncia, é facil compreender o porqué do tratamento de tumores
cerebrais continuar a ser um grande desafio nos dias de hoje. Os principais obstaculos para
um tratamento de sucesso incluem: a complexidade estrutural do cérebro; a
heterogeneidade de muitos tumores cerebrais e a sua natureza invasiva; dificuldade em
identificar os limites dos tumores; acumulagao insuficiente do agente terapéutico no local do
tumor; resisténcia a quimioterapia.?

Atualmente, o tratamento convencional de tumores malignos passa pela sua remocao
cirdrgica, seguindo-se de sessoes de radioterapia e quimioterapia. Ja foi demonstrado que
esta estratégia contribui para um aumento significativo da sobrevivéncia dos doentes.’

Até o melhor dos cirurgioes tera grande dificuldade em identificar com precisao
todos os tecidos cancerosos e remové-los, sem danificar o tecido normal envolvente.
Mesmo pos remocgao cirurgica, os tumores poderao reaparecer em local proximo de onde
foram removidos.

A utilizacao de quimioterapia também tem resultados modestos. A utilizagao destes
farmacos tem alguns problemas pois estes nao atuam especificamente nas células tumorais, o
que resulta em efeitos nefastos para as células saudaveis, razao pela qual a sua utilizagao deve
ser muito bem monitorizada.

Outro problema importante e que deve ser tido em conta quando se utiliza este tipo
de farmacos é a ja referida resisténcia a quimioterapia. Em muitos casos, os mecanismos de
resisténcia envolvem alteragoes a nivel genético por parte das células neoplasicas, podendo
resultar em resisténcia a um determinado farmaco ou a multiplos farmacos. Os mecanismos

de resisténcia incluem aumento da reparagao do acido desoxirribonucleico (ADN),
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formacao de substancias que podem inativar o farmaco, alteragoes na estrutura da enzima-
alvo, decréscimo na ativagao de pro-farmacos ou decréscimo na acumulagao do farmaco nas
células-alvo."

A eficacia destes farmacos também é afetada pela existéncia de diversas barreiras
fisiologicas. Ao contrario do que acontece noutros 6rgaos, o cérebro é protegido pela
barreira hematoencefilica (BHE). A BHE impede que cheguem ao cérebro moléculas
prejudiciais, tanto endogenas como exogenas, que circulem na corrente sanguinea. Apesar
desta sua fungao indispensavel, ela também limita em muito a terapéutica que pode ser usada
no tratamento de tumores cerebrais. Estruturalmente, a BHE é composta principalmente
por quatro elementos celulares: células endoteliais, astrécitos, microgliocitos e pericitos.
Estas células estao em comunicagao direta ou indireta umas com as outras, o que faz com
que o transporte através da BHE seja um processo controlado fisicamente pelas jungoes
apertadas entre elas e, fisiologicamente, pelos transportadores existentes na membrana
celular e pelas enzimas.

Apenas pequenas moléculas lipofilicas, eletricamente neutras e com massa molecular
inferior a 400 Da que circulem no sangue poderao atravessar a BHE passivamente, chegando
ao cérebro. Porém, muitos farmacos antineoplasicos sao moléculas lipofilicas grandes pelo
que nao atravessam a BHE livremente, o que limita em muito os farmacos que se podem
utilizar."

Adicionalmente, é preciso ainda ter em conta a existéncia da barreira
hematotumoral. Ao contrario do que acontece nos capilares cerebrais normais, as jungoes
apertadas das células endoteliais no tumor estao seriamente comprometidas. A elevada
pressao intersticial intratumoral, decorrente da maior permeabilidade dos vasos tumorais e
da baixa drenagem linfatica, limita a entrada de farmacos vindos da corrente sanguinea para o
tumor. Além disso, variagoes estruturais nos capilares que irrigam o tumor também podem
provocar alteragoes na entrada do farmaco no tumor. Isto pode levar a que haja uma

distribuigio heterogénea de firmacos, o que pode comprometer seriamente a terapéutica.'”

IV - Principais caracteristicas das nanoparticulas
Apesar dos grandes desafios existentes, ja ha casos de sucesso no que toca a

utilizacao de nanoparticulas. Elas reinem caracteristicas que tornam possivel a detecao de

tumores num processo sensivel e especifico assim como permitem o transporte de agentes
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de diagnostico ou terapéuticos através da BHE, até aos tumores. Seguem-se as suas

principais caracteristicas.

Tém composicao e propriedades fisicas versateis:

As nanoparticulas podem ser fabricadas a partir de uma variedade de materiais tais
como polimeros, lipidos, proteinas, metais ou semicondutores, assumindo as mais variadas
formas estruturais. Aquelas que tém como alvo os tumores cerebrais podem ser divididas
em trés grandes categorias: as organicas (lipossomas, nanoparticulas poliméricas, micelas,
dendrimeros e nanoparticulas lipidicas solidas); as inorganicas (nanoparticulas de 6xido de
ferro ou de ouro, nanocristais semicondutores, nanoparticulas de ceramica e nanotubos de
carbono) e ainda as nanoparticulas hibridas, que sao sintetizadas a partir de dois ou mais
tipos de nanomateriais, tendo geralmente um centro metalico ou polimérico, coberto com
uma ou vérias camadas de lipidos, de modo a aumentar a biocompatibilidade do sistema."

De maneira geral, as nanoparticulas tém um racio grande entre area de superficie e
volume, o que se traduz numa elevada capacidade de carga. Como sistemas de libertagao de
farmacos, as nanoparticulas demonstraram melhorar a solubilidade, prolongar o tempo de
meia-vida e conseguir uma libertagao controlada do farmaco.

Quer moléculas hidrofobicas ou hidrofilicas podem ser incorporadas em
nanoparticulas para melhorar o seu tempo de meia-vida. Muitas nanoparticulas sao
concepcionadas para libertarem os farmacos em resposta a varios estimulos tais como pH e
temperatura, conseguindo assim uma libertagao controlada. Além disso, as nanoparticulas
podem ser facilmente modificadas de modo a combinar varios agentes terapéuticos com
sondas de imagem ou agentes de contraste.

As proprias nanoparticulas podem ter propriedades oticas, térmicas, elétricas ou

magnéticas intrinsecas, sendo utilizadas para fins de detecio, diagnéstico e terapéutica.'*

Pode ser feito um direcionamento passivo para os tumores cerebrais:

O tamanho das nanoparticulas é a caracteristica mais importante no que toca a este
aspeto. Na presenca de processos inflamatorios ou durante o processo tumoral de
crescimento e invasao de tecidos adjacentes, verifica-se um desequilibrio na drenagem
linfatica local. Este fendmeno provoca alteragoes significativas no microambiente da regiao

afetada o que, aliado a estrutura dos vasos recém-criados, permite as nanoparticulas com
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tamanho entre 10 e 100 nm aproveitarem este facto para entrar passivamente no espago
intratumoral sem que sejam capazes de entrar no tecido cerebral saudavel. Este fendmeno,
em que as nanoparticulas se acumulam seletivamente no local do tumor deve-se ao
denominado efeito de permeabilidade e retencao (EPR). Apesar das suas potenciais
aplicagcoes, este mecanismo também tem limitagdes. Quando administrados por via
endovenosa, as nanoparticulas estao suscetiveis a opsoniza¢ao e eliminagao por células do
reticulo endoplasmatico. Por este motivo, apenas uma pequena fragao das nanoparticulas
administradas chegarao ao tumor. O figado, bago, pulmoes, rins e medula espinal sao os
locais onde mais frequentemente isto acontece.” Por isso é que é indispensavel as
nanoparticulas terem menos que 100 nm e as suas superficies serem biocompativeis, isto &,
serem hidrofilicas e sem carga elétrica para evitar a remogao pelas células do reticulo

endoplasmatico.

Superficie passivel de ser alterada para conseguir um direcionamento ativo para o

tumor:

A superficie das nanoparticulas regula a interagao entre os nanomateriais € o meio
envolvente pelo que é um fator importante na determinagao do seu comportamento e
aplicacoes biomédicas, quer “in vitro” ou “in vivo”. Alterando as suas propriedades fisico-
quimicas (carga elétrica na superficie ou hidrofobicidade, por exemplo), pode-se influenciar o
seu tempo de meia-vida e por onde se vao distribuir apos serem colocadas em circulagao.
Um exemplo interessante é a criagao de nanoparticulas “camufladas” que usam polimeros
hidrofilicos como o polietilenoglicol (PEG) para revestir a sua superficie, tornando-as mais
resistentes a adsor¢ao por proteinas ou absorgao pelo reticulo endoplasmatico. Isto
prolonga o tempo de meia-vida das nanoparticulas em circulagao, aumentando as hipoteses
de chegar as mais distantes células do tumor cerebral.'®

Uma estratégia para aumentar a entrada no tumor é fazer com que as nanoparticulas
tenham como alvo receptores que estao normalmente presentes nas células endoteliais dos
capilares cerebrais ou nas células endoteliais dentro do tumor, locais que estao em contacto
direto com as nanoparticulas em circulagio na corrente sanguinea.'’

Assim que as nanoparticulas tenham ultrapassado a BHE, elas devem ter
especificidade para as células tumorais. Um dos métodos para este fendmeno acontecer é
incorporar proteinas que se liguem a receptores que sao expressos em maior numero

nestas células, comparativamente ao que acontece em células normais.'®
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A medida que mais receptores especificos destas células sao identificados, as
nanoparticulas poderao integrar varias proteinas com alvos distintos, sendo eficazes mesmo

em tumores heterogéneos.

V - Nanoparticulas utilizadas na terapéutica para tumores cerebrais

Como ja foi exposto anteriormente, as nanoparticulas apresentam caracteristicas que
as permitem ultrapassar muitas das barreiras que a terapéutica convencional enfrenta.

Um grande campo da sua utilizagao passa por utiliza-las como sistemas de transporte
e libertagao de farmacos. Neste sentido, as vantagens siao diversas e incluem aumento do
agente terapéutico em circulagao, libertacio do fairmaco num alvo especifico, libertagao
controlada do farmaco, grande capacidade de carga e co-libertagao de mais que um agente
terapéutico.

Seguem-se alguns dos exemplos existentes atualmente e com sucesso:

V.l - Lipossomas

Sao vesiculas artificiais com uma ou mais camadas concéntricas de fosfolipidos e um
centro aquoso. Esta combinagao faz com que a estabilidade e direcionamento do fairmaco
nao estejam dependentes do conteldo do lipossoma. O centro pode ser cheio de farmacos,
ADN, small interfering RNA (siRNA) e agentes de contraste.

Os lipossomas foram um dos primeiros transportadores de firmacos ensaiados,
tendo em vista o melhoramento da farmacocinética de antineoplasicos. Muitos estudos
foram feitos que apresentaram resultados promissores e formulagdes lipossomicas com
antineoplasicos foram mesmo aprovadas para utilizagio no cancro."

Apesar de nenhuma das terapéuticas ja aprovadas ter como alvo tumores cerebrais,
ja ha ensaios clinicos que exploram esta possibilidade. Foi desenvolvida uma formulagao
lipossomica com doxorrubicina encapsulada em lipossomas peguilados (cadeias de PEG sao
inseridas na membrana lipossémica) conjugados com glutatiao, que foi denominado 2B3-
101. O objetivo desta formulagao era garantir uma libertagao segura de doxorrubicina em
tumores cerebrais. Ensaios com ratos utilizando 2B3-101 e Caelyx® (doxorrubicina
encapsulada em lipossomas peguilados) permitiram constatar que as doses de EB3-101 a

chegar ao tumor foram quase cinco vezes maior do que as de Caelyx. Isto foi conseguido
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sem afetar a integridade da BHE. Decorre atualmente um ensaio clinico de fase l/ll iniciado
em 2011 com o objetivo de determinar a seguranga, tolerancia e farmacocinética do EB3-
101 em monoterapia e conjugado com trastuzumabe, um anticorpo monoclonal.”’

Os investigadores depositam grandes esperangas em terapéuticas com acidos
nucleicos tais como genes anti-cancro, oligonucleotideos antisense e siRNA. Uma razao para
este otimismo e o facto de as nanoparticulas poderem ser excelentes sistemas de libertagao
destas potentes mas biologicamente instaveis moléculas. Zangemeister-Wittke e col.?,
desenvolveram um lipossoma que se liga especificamente as moléculas de adesao das células
endoteliais. Quando estas se ligam, o lipossoma entra rapidamente na célula tumoral onde,
dentro desta, liberta um oligonucleotideo antisense que bloqueia a expressao dos genes bcl-

2. Para além disso, tornam estas células mais sensiveis a doxorrubicina.?'

V.2 - Micelas

Sao nanoesferas formadas por um agregado de moléculas anfipaticas, ou seja,
compostos que possuem caracteristicas polares e apolares, simultaneamente. Formadas
principalmente devido a interagoes hidrofébicas, o arranjo estrutural das moléculas
anfipaticas origina um centro hidrofébico separado do ambiente aquoso pela parte hidrofilica
da molécula. Sao mais pequenas que os lipossomas e possuem elevada solubilidade, tendo a
capacidade de libertar firmacos hidrofobicos em tumores cerebrais malignos.”

Oligonucleotideos de cadeia Unica podem reconhecer alvos moleculares fazendo uso
de interagoes nao-covalentes como interacao hidrofobica ou pontes hidrogénio. Este tipo de
oligonucleotideo, denominado de aptamer, apresenta caracteristicas vantajosas tais como o
seu tamanho reduzido, fraca imunogenicidade e facil sintese e modificagdo. Uma abordagem
interessante foi feita ao sintetizar-se uma nanoestrutura que conjuga aptamers e micelas para
se conseguir uma ligacao especifica e forte de aptamers que tinham mostrado anteriormente
baixa afinidade para o alvo. Esta estratégia mostrou grande potencial para reconhecer células

cancerigenas e libertar farmacos in vivo.”

V.3 - Nanoparticulas poliméricas

O termo “nanoparticula” engloba dois tipos de estruturas diferentes, nomeadamente
nanocapsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a sua composicio e

organizagao estrutural. As nanocapsulas constituem sistemas reservatérios onde é possivel
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identificar-se um nucleo diferenciado (hidrofilico ou hidrofobico) rodeado por material
solido (involucro polimérico). Neste caso a substancia ativa pode encontrar-se dissolvida no
nucleo e/ou incluida ou adsorvida na parede polimérica. As nanoesferas sao sistemas
formados por matrizes poliméricas que, contrariamente as nanocapsulas nao apresentam um
nucleo diferenciado. As substancias ativas neste tipo de nanoparticulas encontram-se
frequentemente distribuidas/encapsuladas de forma homogénea no interior da matriz, sendo
libertadas por difusao, podendo ainda encontrar-se adsorvidas a superficie da nanoesfera. A
selegao dum polimero é feita tendo em conta a biocompatibilidade, a sua velocidade de
degradagao e a facilidade de obtengao/produgao. Os polimeros podem ser naturais, tais
como a albumina, celulose, colagénio e quitosano, ou sintéticos, como sao exemplos o acido
polilatico (PLA) e o poli(metil-metacrilato) (PMMA).*

Estas nanoparticulas demonstraram ser Uteis no tratamento de tumores cerebrais
agressivos e disseminados. Nanoparticulas cobertas com polissorbato 80, transportando
gencitabina, inibiram a proliferagao de células de glioma e aumentaram a sobrevivéncia de
ratos.” Outra nanoparticula incorporando 4cido poli(B,L-mélico) (PMLA) e um
oligonucleotideo antisense conseguiu, através da libertacio de oligonucleotideo, regulada

pelo pH, uma inibicio do crescimento do tumor intracraniano.?

V.4 - Dendrimeros

Sao macroméculas sintéticas, complexas e muito organizadas, com estrutura
tridimensional regular e altamente ramificada. Sao tipicamente simétricas ao redor de um
nucleo e muitas vezes apresentam estrutura esférica, semelhante a copa de uma arvore. Sao
moléculas construidas através de crescimento radial, as camadas, de forma repetitiva, através
de dois métodos distintos: no método divergente os dendrimeros sao construidos a partir
do nucleo para a periferia, enquanto, no método convergente, ele é construido da periferia
para o nucleo. A estrutura dendritica resultante contém um grande numero de grupos
funcionais na superficie.”’

Varios estudos demonstraram que os dendrimeros podem atravessar a BHE e
aumentar a concentracao de farmaco no local do tumor. A libertagao controlada de
farmacos a partir dos dendrimeros pode ser conseguida ao adicionarem-se grupos que
respondem a estimulos ambientais especificos. He e col.,, desenvolveram um dendrimero
conjugado com transferrina e tamoxifeno, sensivel ao pH, para tratar gliomas. Ligaram

doxorrubicina a poliamidoamina (PAMAM) situada no interior dos dendrimeros através de
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uma ligagao hidrazona. Apenas 6% do farmaco foi libertado a pH 7.4, enquanto que, a pH

4.5, esteve valor subiu para 32%.%®

V.5 - Nanoparticulas inorganicas

Sao fisica e quimicamente mais estaveis quando comparadas com as nanoparticulas
organicas, o que permite o seu armazenamento por longos periodos de tempo. A maioria
esta protegida por polimeros hidrofilicos, tornando-as mais sollveis na agua.

Estudos com nanoparticulas magnéticas demonstraram que, ao aplicar-se um campo
magnético no local do tumor, se consegue aumentar a sua concentragao no alvo apos

administracio sistémica. Chertok e col.”

, utilizaram esta estratégia com nanoparticulas de
oxido de ferro, conseguindo aumentar em cinco vezes a sua concentragao em gliomas, apos
aplicagio de campo magnético externo.”

Uma propriedade interessante das nanoparticulas de oxido de ferro é a sua
capacidade para gerar calor quando submetidas a um campo magnético alternado. Este
fenomeno térmico pode ser devido a perda de energia durante o processo de
desmagnetizagao. Esta propriedade permite a utilizagio de nanoparticulas magnéticas na
hipertermia, nas quais é necessaria a aplicagio de calor numa determinada zona do
organismo. Estudos mostraram que a hipertermia gerada pelas nanoparticulas pode causar a
morte das células cancerosas e aumentar a sobrevivéncia dos doentes.”

Nanoparticulas fotossensiveis também podem ser utilizadas com este fim mas em vez
de serem excitadas com um campo magnético, € aplicada radiagao, num processo
denominado de terapia fototérmica. Foi demostrado que nanoparticulas de ouro absorvem
radiacao proxima do infravermelho, aumentando a sua temperatura mas esta estratégia é
limitada pelo facto da radiagio nao penetrar no cranio.’!

Outra estratégia envolve a utilizagao de materiais semicondutores como o dioxido de
titAnio e pontos quanticos®® que, devido as suas propriedades fotossensiveis, podem ser
utilizados em terapia fotodinamica nos tumores cerebrais. Sob exposicao luminosa, estas
particulas absorvem energia e transferem-na para oxigénio molecular, gerando uma
variedade de espécies reativas de oxigénio (ROS) citotoxicas, que vao reagir com

componentes celulares como o ADN, proteinas e lipidos.”
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VI - Nanoparticulas teranésticas

Em vez de administrarmos uma nanoparticula com farmaco e outra com um agente
de contraste, o passo seguinte logico para os investigadores foi criar uma nanoparticula que
combinasse estes dois num sé. O objetivo é manter a capacidade de libertar o agente
terapéutico no tumor, através de direcionamento passivo e/ou ativo, a0 mesmo tempo que
acompanhamos em tempo real a sua biodistribuicdo no organismo, assim como nos da uma
imagem detalhada do tumor.**

Uma pega fundamental na visualizagio do tumor é a imagem por ressonancia
magnética (IRM). Este é o método mais utilizado para o efeito pois d4 uma imagem espacial
do tumor com elevada definicao.

1., através de

Um exemplo de sistema teranostico foi demonstrado por Reddy e co
uma nanoparticula polimérica contendo Photofrin® (composto utilizado em terapia
fotodinamica) e oxido de ferro conjugado com peptideo F3 num modelo de tumor num
rato. Photofrin® foi capaz de gerar dioxigénio singleto ('O,) e induzir citotoxicidade apos
exposi¢ao a radiagao. Conseguiu avaliar-se a farmacocinética das nanoparticulas através da
IRM devido as propriedades magnéticas do oxido de ferro. As nanoparticulas com o
peptideo F3 mostraram maior tempo de reten¢ao no local do tumor, aumentando em duas
vezes o contraste da imagem obtida.*

Combinar a imagiologia e a terapia pode ser conseguido ao marcar as nanoparticulas
terapéuticas com sondas fluorescentes organicas, permitindo acompanhar a distribuicao das
nanoparticulas. Foram feitos estudos para explorar as aplicagoes terandsticas destas

nanossondas nos tumores cerebrais. Jung e col.*

, Criaram um ponto quantico multifuncional
capaz de libertar siRNA nas células cancerosas. O siRNA encontra-se ligado de duas
maneiras distintas a nanoparticula: através de uma ligacao dissulfeto que é quebrada
enzimaticamente para libertar o farmaco e através de uma ligagao que nao se quebra,
permitindo acompanhar a sua distribuicao. Experiéncias “in vitro” demonstraram que as
nanoparticulas terandsticas apresentaram especificidade para o oncogene EGFRVIII e o
inibiram com sucesso. A entrada e a localizagao das nanoparticulas nas células foram
determinadas através de microscopia de fluorescéncia.*®

Apesar dos resultados promissores, como estes estudos ainda estao em fase pré-

clinica, é necessario mais investigacao para definir os perfis de eficacia e seguranga.
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VIl - Possiveis riscos para o Homem

Apesar dos beneficios da nanotecnologia serem vastamente conhecidos, a discussao
acerca dos potenciais efeitos nefastos (neurotoxicidade e toxicidade sistémica, entre outros)
ainda esta numa fase inicial, o que levanta problemas acerca da sua utilizagio em doentes.

Os ensaios clinicos feitos com nanoparticulas para tumores cerebrais sao feitos em
doentes com tumores recorrentes de elevado grau ou com metastases no cérebro, ambas
com prognostico muito desfavoravel. Expandir a utilizagao de nanoparticulas para formas
menos agressivas de tumores cerebrais € por isso um desafio.

E extremamente importante determinar a toxicidade, efeitos a longo prazo e como o
sistema imune reage as nanoparticulas e materiais utilizados pois s6 assim saberemos quais
nanotecnologias poderemos usar “in vivo”. Tém sido observadas reagoes inflamatorias
relacionadas com o “stress” oxidativo apds administragao de variadas nanoparticulas. Dado
o seu tamanho muito reduzido, poderao ter efeitos nao detetados com particulas
convencionais. Por exemplo, poderao nao ser detetadas pelas células fagocitarias, permitindo
que cheguem ao sangue ou sistema nervoso. Estas particulas poderao funcionar como
haptenos, modificando estruturas proteicas, alterando a sua fungdo ou tornando-as
antigénicas, aumentando a probabilidade de ocorrerem respostas autoimunes. Posto isto,
parece claro que em paralelo com os avangos da nanotecnologia, também teremos de
desenvolver novos testes para determinar corretamente a bioatividade e toxicidade das

nanoparticulas, assim como a sua propensao para causar uma resposta autoimune.”’

VII - Perspetivas futuras e desafios

O grande objetivo da utilizagao de nanoparticulas em tumores cerebrais € aumentar a
sobrevivéncia dos pacientes e melhorar a sua qualidade de vida. Existe uma variedade de
nanomaterias com propriedades Unicas com grande utilidade para o tratamento de tumores
cerebrais e o aparecimento de nanoparticulas terandsticas sao um passo em frente para a
criagao de uma terapéutica inovadora.

Apesar dos grandes esfor¢os até agora, ainda poucos sistemas utilizando
nanoparticulas se encontram em ensaios clinicos, o que mostra que muito tem de ser feito
até estas se tornarem uma terapéutica convencional.

Um dos maiores desafios € o desenvolvimento dum sistema de nanoparticulas eficaz

que consiga atravessar a BHE e seja direcionada especificamente para as células cancerosas
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no cérebro. Porém, a heterogeneidade dos tumores cerebrais malignos e as barreiras
fisiologicas que protegem o sistema nervoso central fazem desta uma tarefa complicada.
Direcionar as nanoparticulas para proteinas e recetores sobre-expressos nas células
cancerosas continua a ser problematico pois as células normais também poderao expressar
estes alvos até certo ponto.

Outro desafio é a libertagao controlada dos farmacos transportados pelas
nanoparticulas. S6 apos a nanoparticula chegar ao local do tumor é que deve libertar o
agente terapéutico. Nanoparticulas que usam sistemas de libertagio nao-covalentes
conseguem preservar os farmacos ativos mas frequentemente perdem farmaco através de
difusao inespecifica durante o transporte. Ligagdes que podem ser quebradas por enzimas ou
sensiveis a estimulos externos devem ser tidos em conta para melhorar a eficacia geral das
nanoparticulas como sistemas de libertagao de farmacos. Campos magnéticos, raios-x, luz e
calor sao excelentes candidatos, capazes de controlar a libertagao do farmaco temporal e
espacialmente.

Por outro lado, problemas tais como a estabilidade a longo prazo das nanoparticulas,
controlo de qualidade nos processos de sintese e a capacidade para sintetizar estes materiais
em larga escala sao problemas praticos que dificultam a sua utilizagao clinica. A concepgao e
“design” das nanoparticulas do futuro deverao ter estes aspetos em consideragao.

Outra area importante a explorar é a utilizagdo de nanoparticulas com varias
funcionalidades no campo da imagiologia. A criagao destas exigira que nos foquemos em
materiais que apresentem propriedades Oticas e magnéticas Unicas. Novos estudos nesta
area permitirao aumentar a sensibilidade para detetar tumores recorrentes e acompanhar as
respostas dos pacientes ao tratamento. O desenvolvimento das nanoparticulas terandsticas,
onde se combina o diagnéstico e terapéutica num sé, sera extremamente importante pois
permite avaliar o estado do tumor ao mesmo tempo que se executa o tratamento.
Nanoparticulas de 6xido de ferro e de ouro, fruto das suas propriedades oOticas e magnéticas
ja mostraram o seu valor e o seu potencial como plataformas teranosticas devera continuar
a ser explorado.

A implementagao das nanoparticulas no tratamento de pacientes com tumores
cerebrais ainda esta no inicio. Desenvolver estes sistemas complexos engloba diversas areas
como a medicina, nanotecnologia, farmacocinética e biologia. Ha medida que o nosso
conhecimento nestas areas se for expandindo nos proximos anos, mais facil sera a criagao de

nanomateriais inovadores e eficazes na cura de pacientes com tumores cerebrais.
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IX - Conclusao

Mesmo apos varios anos e com milhoes e milhdes de euros investidos globalmente,
ainda nao descobrimos uma cura para o cancro. Com 120 tipos de tumores cerebrais
identificados até agora, cada um com diferengas mais ou menos significativas entre si, € facil
compreender porque nao existe uma solugao que seja eficaz em todos ou, pelo menos, em
grande parte deles.

No caso dos tumores cerebrais, o desafio € ainda maior, comparativamente com
outros tipos de cancro, pois a BHE limita seriamente a capacidade dos agentes terapéuticos
chegarem ao seu alvo.

Neste sentido, as nanoparticulas ja mostraram ter grande potencial para superar as
limitacoes da terapéutica convencional. Tendo em conta que muitas tecnologias utilizadas na
sua concecao sao inovadoras, é de esperar que esta area sofra um grande desenvolvimento
nos proximos anos.

Apesar de ainda nao existir nenhuma terapéutica com nanoparticulas, clinicamente
aprovada, para o tratamento de tumores cerebrais, os resultados obtidos em estudos
clinicos e pré-clinicos sao muito encorajadores. Com o desenrolar dos estudos, é espectavel
que surja, eventualmente, uma terapéutica aprovada com este fim.

O derradeiro objetivo é a criagio de uma nanoparticula capaz de curar todos ou
grande parte dos tipos de cancro existentes. Seria imprudente garantir que tal sera
conseguido mas, com o desenvolvimento da nanotecnologia e outras ciéncias, as
possibilidades sao infinitas.

O esforgo global para curar o cancro ira continuar e sem dulvida que a

nanotecnologia sera imprescindivel para atingirmos este objetivo.
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