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DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E MECANISMOS DE
ACAO DE NANOPARTICULAS PARA USO EM TERAPIAS
QUIMICAS (QUIMIOTERAPIA)

Raphael Dias Holtz

1. INTRODUCAO

O cancer é um termo utilizado para designar um conjunto de mais de 100 doencas
associadas ao crescimento desordenado das células que podem se espalhar por tecidos e 6rgaos
do corpo, em um fendbmeno denominado metdstase. De acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude, cerca de 10 milhGes de casos de cancer surgem a cada ano, causando mais de 6 milhdes
de 6bitos?), sendo no Brasil a terceira causa de morte. De acordo com estimativas do Instituto
Nacional do Cancer (INCA), a cada 36 min uma mulher morre no Brasil vitima de cancer de
mama®.

O sucesso na cura do cancer esta associado a um diagndstico precoce da doenca, assim
como uma terapia eficiente. Nos ultimos anos, novas formas de diagnosticos e terapias de
combate ao cancer tém sido desenvolvidas, aumentando as chances de diagnosticos em estagios
iniciais da doencga, potencializando as chances de cura. Nesse sentido, a nanotecnologia tem
proporcionado uma verdadeira revolugdo na medicina, ao ponto de ser utilizado o termo
“nanomedicina” para esta nova abordagem que utiliza sistemas ou particulas de tamanhos
nanomeétricos.

Em termos gerais, uma particula é considerada nanométrica quando apresenta um
tamanho inferior a 100 nm (1 nm corresponde a bilionésima parte do metro), no entanto, para
aplicacbes farmacéuticas ou biomédicas, a faixa de tamanho adotada é de 5 - 1000 nm®©%,

A evolugdo nos métodos de sintese e no entendimento das propriedades das nanoparticulas
tem possibilitado o desenvolvimento de sistemas exatos de diagndsticos e de terapia do cancer,
como a entrega da droga diretamente na célula cancerosa (Drug Delivery Systems), diminuindo
os efeitos colaterais e potencializando a agdo do principio ativo. Estima-se que os sistemas
entregadores de drogas utilizem uma quantidade 100 vezes menor do agente ativo e sejam 100
vezes mais eficientes®®. Os sistemas nanométricos utilizados nos Drug Delivery Systems oferecem
como grande vantagem a reducdo ou eliminagdo dos severos efeitos colaterais da quimioterapia,

pois atuam diretamente nas células cancerosas e nao ficam livres na via sistémica. A possibilidade
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de diagndsticos em estagios iniciais da doenca e de drogas precisas (no sentido de atingir um alvo
desejado, no caso a célula do cancer) tem contribuido para o desenvolvimento da medicina
personalizada com o tratamento de cada paciente de forma individualizada.

Embora o termo Drug Delivery Systems esteja sendo extremamente utilizado nos Gltimos
anos, o que de certa forma pode gerar uma impressdo equivocada de esta idéia seja muito
recente, a proposta de um sistema direcionado que pudesse entregar uma droga em um local
especifico € datada do inicio do século XX, precisamente em 1906, quando o bacteriologista
judeu-alemao Paul Ehrlich prop6s a idéia do “Zauberkungel”, termo que foi traduzido para o inglés
como "“Magic Bullet”, ou bala magica. No modelo proposto por Paul Ehrlich, o farmaco € ligado a
um agente transportador e terd sua agdo terapéutica apenas no alvo, ou seja, nas células do
cancer®,

Classicamente, os tratamentos envolvendo os sistemas entregadores de drogas podem ser
divididos em duas categorias: passivo e ativo. No tratamento passivo o agente terapéutico é
incorporado dentro de uma macromolécula ou de nanoparticula (podendo receber também o
nome de nanocapsulas), que circulam na corrente sanguinea e sdo acumuladas dentro do tumor
através do efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas (do inglés Enhanced Permeability and
Retention, ou EPR). Para que as nanoparticulas possam circular o tempo suficiente dentro do
organismo elas devem ser biocompativeis, ou seja, elas ndo podem ser reconhecidas como um
“corpo estranho”. Uma das técnicas mais utilizadas para aumentar o tempo de circulagdo no corpo
€ a realizacdo de um coating com polietilenogligol nas nanoparticulas, em uma técnica chamada
de PEGlagdo. Alternativamente, cateteres podem ser utilizados para injetar as nanoparticulas
contendo o agente terapéutico diretamente no tumor. No tratamento ativo, o agente terapéutico é
conjugado com uma nanoparticula que possui um ligante (anticorpo) que reconhece
especificamente os antigenos relacionados as células do cancer’:®,

A liberacdo da droga no alvo especifico ocorre em resposta a certos estimulos, que podem
ser bioldgicos ou externos. Esses estimulos atuam como se fossem verdadeiros “gatilhos” que
disparam a “bala”, em uma analogia com o termo "Magic Bullet” desenvolvido por Paul Ehrlich.
Exemplos de estimulos sdo as variacdes de pH e de temperatura. O pH extracelular e intracelular
em sistemas biologicos sdo extremamente afetados por doengas. O pH extracelular em um tumor
solido tende a ser mais acido (6,5) do que o pH do sangue (7,4) a 37°C. Em vista disso, sistemas
entregadores de drogas que sejam sensiveis a variacbes de pH podem ser utilizados para
transporte e liberacdo da droga no local especifico. A temperatura é outro agente que pode ser
utilizado para a liberacdo da droga em local especifico, uma vez que podem ser desenvolvidas
nanoparticulas que liberem o agente terapéutico apenas em temperaturas superiores a 37 °C. A
droga encapsulada estara circulando na via sistémica, no entanto, a aplicagcdo do estimulo
hipertérmico ira ocorrer apenas na area do tumor, causando a liberagdo apenas nesta regido.

Outros possiveis estimulos externos sdo o campo magnético e o ultrassom. Esses estimulos
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podem ser utilizados, respectivamente, em nanoparticulas magnéticas transportadoras de drogas
gue podem ser direcionadas para locais especificos com o auxilio de um campo magnético, e em
micelas encapsuladoras de drogas que, apds injetadas em um tumor, podem ser submetidas a
sonicagdo, permitindo a liberagdo do agente terapéutico(®.

A incorporacdo das drogas as nanoparticulas pode ocorrer por diversos métodos, que em
muitos casos utilizam mecanismos de auto-organizacao. As drogas podem, por exemplo, ser
dispersas em uma matriz polimérica, encapsuladas no nucleo ou adsorvidas na superficie das
nanoparticulas?,

Varios tipos de nanoparticulas tém sido utilizados no diagnédstico e na terapia do cancer,
como por exemplo, as nanoparticulas inorgéanicas (nanoparticulas de ouro, nanoparticulas
magnéticas), nanoparticulas poliméricas (micelas, quitosana), nanoparticulas lipidicas sdlidas,
lipossomas, nanotubos de carbono, pontos quéanticos, assim como os conjugados envolvendo
essas nanoparticulas. A Figura 1 apresenta algumas nanoparticulas que podem utilizadas em

terapias quimicas.

(a) (b) (©) (d) (e) (f) (9)

Figura 1. Alguns tipos de nanoparticulas utilizadas em terapias quimicas: (a) nanoparticulas
inorganicas; (b) nanoparticulas poliméricas; (c) nanoparticulas lipidicas sélidas; (d) lipossomas;

(e) nanocristais ou pontos quanticos; (f) nanotubos de carbono e (g) dendrimeros ©.

As nanoparticulas poliméricas apresentam um grande potencial como agente transportador
de droga, pois a sua superficie pode ser modificada quimicamente, possibilitando a incorporacao
de agentes terapéuticos, de agentes de imageamento por ressondncia magnética, de ligantes
(anticorpos) que reconhecam de forma especifica as células do cancer®!?), e de sinalizadores de
morte celular, possibilitado a construcao de verdadeiros dispositivos multifuncionais. Outra
caracteristica muito interessante de nanoparticulas poliméricas, em especial os dendrimeros, é a
sua elevada razdo de aspecto, ou seja, apresenta uma elevada area superficial por volume.

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), também chamadas de lipoesferas ou nanoesferas
lipidicas solidas, apresentam um tamanho entre 50 e 1000 nm, e sdo preparadas usando uma
grande variedade de acidos lipidicos, mono-, di- ou triglicerideos, misturas de glicerideos ou

(12)

ceras, que sdo estabilizados por surfactantes biocompativeis anidnicos ou catibnicos Essas
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nanoparticulas apresentam elevada estabilidade no meio bioldgico, uma vez que possuem um
nlcleo rigido que é sdlido nas temperaturas ambiente e corporal, o qual é rodeado por uma
camada de fosfolipideos. As NLS podem ser utilizadas para encapsular e transportar drogas
lipofilicas, como por exemplo a doxorubicina e o paclitaxel. A liberagcdo da droga (ou drug release)
pode ocorrer seletivamente através de hipertermia ®), que provoca o rompimento da camada de
fosfolipideos e a liberacdo do agente terapéutico. As nanoparticulas lipidicas sdlidas utilizam o
sistema de entrega passivo, ou seja, utiliza o efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas
(EPR) para se acumularem no tumor.

Os lipossomas sdo vesiculas concéntricas bilamelares que possuem uma membrana
fosfolipidica na parte externa. Essas nanoparticulas podem ser utilizadas para transportar drogas
hidrofilicas no seu ntcleo hidrofilico ou de drogas hidrofébicas em sua camada fosfolipidica®. A
natureza anfifilica, a facilidade de modificagdo superficial, como por exemplo o revestimento com
polietilenoglicol, e a boa biocompatibilidade possibilitam a utilizagdo dessas nanoparticulas como
carregadores de drogas em terapias quimicas, tanto que a primeira droga baseada em
nanoparticulas aprovada pelo FDA trata-se de uma formacdo lipossomal contendo o agente
terapéutico doxorrubicina (Doxil), utilizado no tratamento de AIDS e sarcoma de Kaposi‘*®.

Uma outra nanoparticula com elevado potencial em nanomedicina sdo os pontos quéanticos
(PQs). Estes sdao nanocristais de materiais semicondutores que fluorescem quando excitados por
uma fonte de luz como um laser®™, H4 um considerdvel interesse no uso dos PQs como
fluoréforos inorganicos, devido ao fato deles apresentarem vantagens significativas em relacao

(515) Os pontos quanticos apresentam

aos marcadores fluorescentes usados convencionalmente
um amplo espectro de excitagao — do ultravioleta ao vermelho - que pode ser variado de acordo
com o tamanho e a composigdo do material. Finalmente, eles sdo altamente resistentes a
degradacdo, e sua fluorescéncia é altamente estavel %), Os pontos quanticos tém sido utilizados
como possiveis alternativas para tingimento de virus e células cancerosas, porém como a sua
superficie possui natureza hidrofdbica, torna-se necessario sua modificacdo com a incorporagdo de
moléculas com afinidade por dgua, como proteinas e DNA!”, PQs conjugados que apresentam
bioluminescéncia em auséncia de uma fonte de excitagdo externa tém sido preparados pelo
acoplamento de PQs-carboxilato a uma mutagdo da proteina Renilla reniformis luciferase. O
conjugado emite uma luz bioluminescente com amplo comprimento de onda (do vermelho ao
infravermelho préximo) em células e animais, mesmo em tecidos profundos, tornando-os
adequados para o imagiamento in vivo®.

Os nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNT) estdo sendo utilizados para
monitorar certas proteinas associadas ao cancer, pois sdo extremamente sensiveis, e qualquer
ligacdo que se forme em sua superficie é observada por uma mudanca nas propriedades elétricas.
Os nanotubos com anticorpos ligados a sua superficie sdo utilizados para detectar células

cancerosas na corrente sangiinea. Nesse sistema, quando uma molécula relacionada a célula
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cancerosa se liga ao nanotubo, é observada uma variagdo na corrente elétrica. Este método pode
ser utilizado para deteccdo de células tumorais na corrente sanguinea ou micrometastases
remanescentes de um tratamento no tumor original®. Os SWCNT funcionalizados com ligantes
especificos também podem ser utilizados nas terapias do cancer. Sabe-se que o0s sistemas
bioldgicos sdo transparentes a radiagcdo eletromagnética na faixa de 700 a 1100 nm (NIR),
enquanto os nanotubos de carbono de paredes simples apresentam uma elevada absorcao. Uma
radiacdo continua na regido do infravermelho proximo ex-vivo pode causar a morte das células do
cancer pelo acimulo de calor local dos SWCNT!®),

O enorme potencial em diagndsticos e terapias quimicas apresentado pelas nanoparticulas
tem refletido no crescimento exponencial do nimero de publicagdes envolvendo nanoparticulas e
sistemas entregadores de drogas (Figura 2).

Dentro deste contexto, fica clara a importancia que as nanoparticulas desempenham no
desenvolvimento de novas metodologias de diagnostico e terapias do cancer, que potencializem
os efeitos dos agentes terapéuticos e minimizem os efeitos colaterais. Nos topicos seguintes serao
abordados com maior profundidade o desenvolvimento, a caracterizacao e os mecanismos de agao

de algumas nanoparticulas utilizadas em terapias quimicas.
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Figura 2. Evolugdo temporal do niumero de artigos cientificos publicados envolvendo entrega de
drogas com nanoparticulas (Fonte: ISI Web of Knowledge - The Thomson Corporation. Pesquisa

pelos termos: “nanoparticles” e “drug delivery”. Data da pesquisa: maio de 2009).
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2. Nanoparticulas no combate ao cancer

Sdo varias as nanoparticulas que desempenham um enorme potencial de utilizagdo em
diagndsticos e terapias contra o cancer, no entanto, no texto a seguir serdo abordadas apenas
algumas destas nanoparticulas. Dentre as nanoparticulas selecionadas, seréa dado um maior
enfoque as nanoparticulas de ouro e as nanoparticulas magnéticas com o objetivo de realizar uma
abordagem mais aprofundada, tendo em vista que estas sdo as nanoparticulas mais estudadas em

terapias quimicas nos ultimos anos.
2.1. Nanoparticulas de ouro

O ouro € um elemento emblematico, simbolo de riqueza e poder. Seu uso como agente
terapéutico é extremamente antigo, sendo utilizado pelos chineses desde 2.500 A.C..O ouro ja foi
utilizado no passado para o tratamento de doengas como epilepsia e sifilis. Solucées vermelhas de
ouro coloidal sdo utilizadas até hoje na India como rejuvenescedores e revitalizantes**.

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, a utilizacggdo do ouro na medicina,
principalmente em estudos envolvendo diagndsticos e terapias do cancer, tem crescido
rapidamente nos Ultimos anos. O ouro apresenta como grandes vantagens a sua
biocompatibilidade, uma sintese relativamente simples, o controle do tamanho das
nanoparticulas, a facilidade de modificagdo quimica de sua superficie, e a facilidade de
caracterizagdo devido & presenca de uma banda de superficie plasmon ressonante®®®. As
propriedades quimicas e fisicas das nanoparticulas dependem de fatores como o tamanho, a
composicdo, a forma, a razdo de aspecto e a natureza da sua superficie!*®2%),

Em vista dessas variadveis, o desenvolvimento de métodos de sintese e de modificacdo da
superficie sdo etapas determinantes para o sucesso no desenvolvimento das nanoparticulas de

ouro que possam se utilizadas em terapias quimicas.
2.1.1. Sintese, caracterizacdo e mecanismos de acao das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (NPAu), com tamanhos e formas variadas, podem ser
sintetizadas em solugdo aquosa ou em solventes orgadnicos. Em uma sintese tipica, um sal de
ouro, como por exemplo, o AuCls, é reduzido pela adigdo de um agente redutor que conduz a
nucleagdo dos ions Au® as nanoparticulas. Um agente passivante (também chamado de
surfactante), tipicamente carregado, deve ser adicionado para se ligar a superficie das
nanoparticulas e garantir a estabilidade da solucdo coloidal através da repulsdo entre as

nanoparticulas®?,
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Em uma rota comum de sintese em meio aquoso, o acido citrico pode ser utilizado como
agente redutor do sal de ouro, acionando o processo de nucleacdo e se ligando a superficie das
nanoparticulas promovendo a estabilizacdo do sistema coloidal através da repulsdo das cargas
negativas. Neste caso, o agente redutor também desempenha o papel de passivante. No caso da
sintese em meio organico, esses papéis sdo desempenhados por substancias diferentes.
Geralmente o passivante utilizado € um alcanotiol que se liga a superficie das nanoparticulas e
estabiliza o sistema coloidal®®?.

Utilizando a sintese em meio aquoso, Karatas e col.?® obtiveram nanoparticulas de ouro
com tamanho médio de 13 nm. Neste procedimento os autores adicionaram uma solucdo de
citrato a uma solugdo de acido tetraclorodurico (HAuCl;) sob ebulicdo, e mantiveram o
aquecimento por 15 min. Trata-se de um procedimento extremamente simples e rapido, com
elevado rendimento morfoldgico. As nanoparticulas obtidas por Karatas e col. podem ser
visualizadas na Figura 3a

1.2% prepararam nanobastdes de ouro com elevada razdo de aspecto através do

Sau e co
método de crescimento através de “sementes” em meio aquoso. No procedimento de obtengdo
das “sementes de Au”, solugdes de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), em diferentes
concentracgbes, foram adicionadas a uma solugdo aquosa de acido tetraclorodurico (HAuCl,.3H,0)
sob leve agitagdo. Posteriormente foi adicionada uma solugao resfriada de borohidreto de sédio
(NaBH,), e o sistema foi agitado por alguns minutos. Para o crescimento de nanobastdes de ouro,
solugdes de CTAB, HAuCl4.3H,0, nitrato de prata (AgNOs) e acido ascorbico (AA) foram colocadas
em um tubo, seguido da adicdo das solugbes contendo as “sementes de Au”. A mistura resultante
foi agitada por alguns segundos e entdo mantida em repouso por algumas horas. Foi observado
gue o comprimento e a largura dos nanobastdes mudam com o tempo e a concentracao do agente
redutor e do surfactante, assim como a razdo [semente]/Au’*. A adigdo de AgNO; foi fundamental
para a formagdo dos nanobastdes, pois quando este ndo foi utilizado houve uma mistura de
morfologias, com a formacao de nanoesferas (Figura 3b e c). Os autores propuseram que o0
AgNO3z, em presenca do CTAB, leva a formagdo do AgBr que se adsorve diferencialmente nas
faces das particulas de Au, conduzindo o crescimento em uma direcdo, ou seja, levando a
formacdo de particulas na forma de nanobastBes. Os autores ainda sugerem que o CTAB forma
uma lamela ao redor das nanoparticulas de ouro que conduz a formacdo da morfologia de
nanobastdes. As variacbes nos parametros de sintese e os resultados morfoldgicos podem ser

observados na Tabela 1.

LQES - Laboratério de Quimica do Estado Soélido - Instituto de Quimica - UNICAMP http://lqes.iqm.unicamp.br



Figura 3. Micrografias eletronicas de transmissdo de NPAu. A micrografia a) apresenta
nanoesferas com 13 nm de didmetro?3. A barra de escala equivale a 50 nm.As micrografias b) e c)
se referem a nanobastfes de ouro sintetizados nas mesmas condigbes, porém em c) ndo foi
utilizado AgNO5©*.

Tabela 1. Variagdo na morfologia em fungdo dos pardmetros experimentais®®.

VariagOes nos parametros experimentais Resultado morfoldgico nos nanobastbes

Aumento na [semente de Au] Diminuicao no comprimento

Diminuicdo na [Au®*] Extremidades mais arredondadas

Aumento na [AA] Diminuicao no comprimento

Diminuicao na [CTAB] Diminuicao no comprimento e ligeiro aumento na
largura

Auséncia de AgNOs Aumento no comprimento e perda de rendimento

[ ] significa a concentragcao da solucdo

Essas variacdes no tamanho e na morfologia provocadas pelas varidveis de sintese sdo
muito importantes, pois variam a razao de aspecto e, por conseguinte, causam um deslocamento
da banda p/asmon para maiores ou menores comprimentos de onda. A posicao da banda plasmon
¢é verificada através de espectroscopia VIS-NIR. A Figura 4 tras um exemplo desta caracterizagdo,
em que a posicdo da banda plasmon é influenciada pela morfologia e razdo de aspecto das
nanoestruturas‘?,

A posicao da banda plasmon indica em qual comprimento de onda a nanoparticula de ouro
ird absorver energia, ou seja, qual o comprimento de onda do laser deve ser incidido no tumor
para que a nanoparticula absorva energia e aquecga, destruindo as células do cancer no

tratamento hipertérmico.
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Figura 4. A) Espectro de absorcao plasmon de nanobastbes de ouro com diferentes razdes de
aspecto; B) Imagem de TEM de nanobastdes com razdo de aspecto de 3,9, correspondendo a

curva laranja na imagem A®Y,

Em recente tese de doutorado'®® defendida no Laboratério de Quimica do Estado Sélido da
Universidade Estadual de Campinas, foram obtidas nanoparticulas de ouro em formato esférico
com diametros variados. As nanoparticulas foram obtidas através do método das duas fases.
Nesse procedimento uma solucdo de brometo de tetraoctilaménio em tolueno, responsavel pela
transferéncia do ions [AuCl;]” para a fase orgéanica, foi adicionada a uma solugdo de &acido
tetracloroaurico, e mantida sob agitacdo até completa mudanga da coloracdo da solugdo aquosa
de amarelo para incolor. Posteriormente foram adicionadas quantidades variadas de diferentes
tios (4,4-tiobisbenzenotiol, benzenotiol, p-aminotiofenol e tiocolesterol), e foi utilizado NaBH,4
como agente redutor. Essa reacao foi mantida sob forte agitacao por algumas horas, sendo a fase
organica posteriormente isolada, concentrada por evaporagdo em linha de vacuo, adicionada em
etanol e resfriada em freezer (~ 18°C negativos) por varias horas. O produto foi entdo isolado por
centrifugacao e redisperso em tolueno. O procedimento de adicdo de etanol, resfriamento e
isolamento por centrifugacao foi repetido para a eliminacdao do excesso de reagentes. As NPAu
obtidas apresentaram entre 1,5 e 4 nm de didmetro, variando em funcdo da razdo Au/Tiol
utilizada.

A Tabela 2 traz um resumo dos alguns métodos de obtencdo de nanoparticulas de ouro e

seus respectivos didmetros.
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Tabela 2. Métodos de sintese de nanoparticulas de ouro e didmetros obtidos‘®.

Diametro (nm) Método de sintese Agente passivante
1-2 Redugao do AuCI(PPhs) com diborano Fosfina
ou borohidreto de sédio
1,5-5 Reducdo bifasica do HAuCl, por borohidreto Alcanotiol
de s6dio em presenga de tiol
10 - 150 nm Reducdo do HAuCIl, com citrato de sddio Citrato
em agua

Outra maneira de se obter nanoparticulas de ouro é através do uso de biomoléculas como
agentes redutores. Nanoparticulas de ouro com diametros entre 20 e 150 nm com morfologias
esférica e triangular foram sintetizadas por redugdo de uma solugdo de HAuCI;.3H,0 em
diferentes quantidades de extrato de cogumelo comestivel (Volvariella volvacea) em presenca de
AgNO;. Quando um excesso de extrato foi utilizado como agente redutor, as biomoléculas
atuaram como agentes limitadores de crescimento, contribuindo fortemente para a formacao de
nanoesferas ao invés dos nanotridngulos de ouro®”,

Quando se desenvolve uma nanoparticula de ouro com o objetivo de aplicagdo em terapias
guimicas, seja como agente de contraste ou como agente terapéutico, as duas principais técnicas
de caracterizagdo utilizadas sdo a microscopia eletronica de transmissdo e a espectroscopia VIS-
NIR, para ver a forma e o tamanho das nanoparticulas e saber em qual comprimento de onda a
particula apresenta absorcdo de energia (banda do plasmon).

O fen6meno de ressonancia plasmon de superficie pode ser explicado pela oscilacdo dos
elétrons livres em uma superficie metalica. Quando uma nanoparticula € muito menor do que o
comprimento de onda da luz, um campo eletromagnético em certa freqliéncia induz uma
ressonancia, coerente com a oscilacdo dos elétrons (Figura 5). Essa ressonéancia ocorre na regido
do visivel para os metais nobres. A oscilagdo plasmon de superficie causa uma aumento na
absorcdo da radiacdo®®. Quando a radiacdo eletromagnética é incidida na freqiiéncia do plasmon
ressonante de forma continuada, as nanoparticulas absorvem energia e a acumulam calor, sendo

este um dos mecanismos de terapia hipertérmica utilizados no combate ao cancer.
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Figura 5. Esquema da interagdo de uma nanoesfera metdlica com a luz. O campo

eletromagnético da luz induz uma oscilagdo dipolar da conducdo eletrdnica através da particula®®.

Para as nanoparticulas de ouro atuarem de forma ativa em terapias quimicas, elas devem
ser funcionalizadas, ou seja, em suas superficies devem existir ligantes (anticorpos, DNA, folato)
gue reconhecam de forma especifica as células do cancer. As NPAu sdo particularmente
interessantes pois i) apresentam uma baixa toxicidade intrinseca, ii) suas propriedades de
absorcdo de energia e conversdao em calor podem ser otimizadas em funcao da forma e tamanho,
iii) o tamanho reduzido (< 100 nm) propicia a adsorcdo por células cancerosos (efeito EPR) e iv)
sua propriedade de plasmon intensificado as transformam em agentes de contraste para
imageamento bioldgico®®,

As nanoparticulas de ouro podem ser funcionalizadas com mais de um tipo de moléculas
em sua superficie. A Figura 6 mostra um exemplo de NPAu funcionalizadas com tetraetilenoglicol
e com um ligante fluorogénico (TTMA), assim como a emissao do sinal de fluorescéncia apéds a
liberagao da droga. A natureza cationica do TTMA facilita a passagem pela barreira da membrana
celular e o agente fluorogénico simula o mecanismo de entrega da droga (drug release) 9,

A outra possibilidade de terapia do cancer utilizando nanoparticulas de ouro, ja comentada,
€ a hipertermia. Quando uma NPAu funcionalizada com um ligante especifico (um anticorpo por
exemplo), se liga as células do cancer, uma radiacdo eletromagnética com comprimento de onda
na regido da banda plasmon da nanoparticula pode ser incidida localmente sobre a regido do
tumor, fazendo com que a nanoparticula absorva energia e cause a destruicdo das células
doentes. Um aumento local de 5 °C pode induzir a desnaturacdo das proteinas ou uma
perturbacdo das organelas do citoesqueleto. Aumentos moderados na temperatura também
podem facilitar a entrada de agentes citotéxicos nas células pelo aumento da permeabilidade da
membrana e reducao da pressao hidrostatica, além de poder gerar uma disfuncdo no metabolismo

celular que leve a apoptose (%8,
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Figura 6.a) Esquema de liberacdo da droga via reagdo de troca com a glutationa, um tiol
presente na maioria das células, em maior concentragdo intracelular do que extracelular; b) um
sinal de fluorescéncia é emitido apds as NPAu se ligarem as glutationas presentes em células do
figado (teste em cubeta); c) a emissdo do sinal foi verificada em fibroblastos de células

embrionarias de ratos em niveis 50% menores de GSH presentes em niveis intracelulares %,

As nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos e formas ja sdo comercializadas. A
empresa americana Nanopartz comercializa nanoesferas e nanobastdes de ouro (Gold
Nanobeads™, Nanopartz™) como agentes de contraste em diagndsticos e para tratamentos

utilizando terapia hipertérmica‘®®.

2.2. Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (NPM) sdo constituidas de um nudcleo de um metal ou de um
oxido metdlico altamente magnético (superparamagnético), encapsulados por um revestimento
polimérico ou inorganico que torna a nanoparticula biocompativel, estavel e que pode funcionar
como suporte de biomoléculas®?.

Nanoparticulas paramagnéticas de 6xido de ferro tem sido utilizadas experimentalmente
em um numero consideravel de aplicacbes como agentes de contraste por imageamento por
ressonancia magnética (IRM), hipertermia e entrega de drogas (Drug Delivery Systems). Para
estas aplicacGes estas nanoparticulas devem apresentar elevadores valores de magnetizacdo, ser
menores que 100 nm com distribuicdo estreita de tamanho, para que apresentem propriedades
quimicas e fisicas uniformes. Essas nanoparticulas podem receber um revestimento superficial
com outras particulas magnéticas, com polimeros que aumentem o tempo de circulagdo no corpo
e com ligantes que reconhecam de forma especifica as células do cancer. As NPM podem ser

ligadas a anticorpos, proteinas, enzimas, drogas, ou nucleotideos, e podem ser direcionadas a um
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orgdo, tecido ou tumor utilizando um campo magnético externo (agindo como vetores
magnéticos) e podem ser utilizadas em tratamentos hipertérmicos .

Os métodos tradicionais de terapia de cancer por hipertermia consistem da exposicdo do
paciente em um ambiente aquecido, em que todo o corpo é submetido a um aquecimento por
volta de 43 - 45 °C ©®Y, Na terapia utilizando NPM, a exposicdo & um campo magnético externo
gera calor devido a oscilagdo no momento magnético da nanoparticula. Essa dissipacdo de calor
pode ser devida a rotagdo da particula magnética inteira ao redor da vizinhanca liquida (relaxagdo
Browniana) e/ou a rotacdo do momento magnético no nlcleo magnético (relaxacdo de Neel) G2,
provocando um aumento de temperatura local (atingindo 42 °C), provocando danos ou a
destruicdo das células do cancer Y,

Os parametros chave do comportamento de uma nanoparticula magnética estdo
relacionados a superficie quimica, tamanho (nlcleo magnético, volume hidrodinamico, e
distribuicdo de tamanho), e propriedades magnéticas (momento magnético, remanescéncia e
coercividade). A superficie quimica é particularmente importante para evitar a acdo do sistema
imunologico, e aumentar o tempo de circulagdo na corrente sanguinea. O revestimento das NPM
com um composto hidrofilico (polietilenoglicol (PEG), polissacarideos e outros) aumenta o tempo
de circulagdo em poucos minutos até dias. Outra possibilidade é a reducdao do tamanho das
nanoparticulas, no entanto existe a questdo da migragdo desconhecida, em que ndo existem
barreiras bioldgicas para as nanoparticulas com um tamanho muito reduzido, e isto pode gerar
sérios problemas toxicolégicos 9.

Para as aplicacbes médicas das nanoparticulas magnéticas algumas caracteristicas sao
requeridas, como o comportamento superparamagnético e um suficiente tempo de circulacéo na
corrente sanguinea. O superparamagnetismo ocorre em materiais compostos de cristalitos muito
pequenos, e varia de material para material, sendo que no caso das nanoparticulas baseadas em
ferro o superparamagnetismo ocorre em particulas inferiores a 25 nm. Um revestimento de silica
também pode ser utilizado para aumentar o tempo de circulagdo no corpo das NPM. A silica (SiO;)
possui o ponto isoelétrico em pH 2-3, que faz com que no pH do sangue (7,4) as nanoparticulas
revestidas de SiO, apresentem carga negativa, causando uma repulsdo eletrostatica e evitando a
formacdo de aglomerados. Outra vantagem do revestimento com silica é que esta possui grupos
hidroxilicos superficiais em significante concentracdo (carater hidrofilico intrinseco) e possibilita o
ancoramento superficial de biomoléculas especificas. Somado a isso, sua porosidade interna pode
ser usada para transporte de drogas especificas ao passo que evita a entrada de grandes
moléculas G%, A Figura 7 mostra imagens de microscopia eletrénica de transmissdo de alta

resolugdo (HRTEM) de nanoparticulas magnéticas por SiO, e outros materiais.
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Figura 7. Imagens de HRTEM de a) NPM encapsuladas em silica; b) NPM encapsuladas em
zeolita; c) NP de ferro encapsuladas em SiO, (imagem com filtro de energia e mapa de cor) e d)

NP de magnetita revestidas de grafite %,

Tendo visto que as propriedades das nanoparticulas sao dependentes de uma série de
fatores, os processos de sintese e funcionalizacgdo se tornam decisivos no sucesso do

desenvolvimento de uma nanoparticula magnética para utilizagdo em terapias quimicas.

2.1.1. Sintese, caracterizacdo e mecanismos de acao das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas podem ser sintetizadas por varias rotas, seja por reagdes de
precipitacdo ¥, rea¢des envolvendo reducdo * ou reacdes de sintese em elevadas temperatura
e pressdo %,

Jain e col.®® sintetizaram nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro revestidas com
acido oléico e com agentes quimioterapicos incorporados (doxorubicina e paclitaxel). As
nanoparticulas foram sintetizadas pela co-precipitacdo do Fe (III) e Fe (II) com hidréxido de
amonio. Neste procedimento, solugdes de cloreto de ferro (III) hexahidratado e cloreto de ferro
(I1) tetrahidratado foram misturadas e entdo uma solugdo de hidréoxido de amodnio foi adicionada
gota a gota. Essa mistura foi entdo agitada por alguns minutos em atmosfera de nitrogénio, e
entdo foi adicionado o acido oléico. Apds 30 min sob agitagdo em aquecimento a 80 °C, a mistura
foi resfriada a temperatura ambiente e as nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com acido

oléico (NPMAOQ) foram separadas por atragao magnética, lavadas com agua destilada e colocadas
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em uma solucdo aquosa de Pluronic® F-127 (agente estabilizante). Essa mistura foi entdo agitada
por toda a noite, e posteriormente a suspensao foi centrifugada para remover grandes agregados.
SolucBes etandlicas de doxorubicina e paclitaxel foram adicionadas (separadamente e em
conjuntamente) a dispersdao das NPMAO e o sistema foi agitado por varias horas, sendo
posteriormente feita a separadas da nanoparticulas por atracdo magnética. As nanoparticulas
magnéticas obtidas apresentaram a forma de esferas com didmetros entre 10 — 25 nm (Figura 8a)
enquanto o didmetro hidrodindmico das nanoparticulas magnéticas em &gua, medido por

espalhamento de luz dindmico, apresentou uma faixa de 210 - 250 nm (Figura 8b).
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Figura 8. Caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas: a) TEM (a barra de escala corresponde a
100 nm) e b) distribuicdo do tamanho hidrodinamico das particulas medido por espalhamento de

luz dindmico ©9,

Através de medidas do Potencial Zeta, foi verificado que a incorporacdo do paxlitaxel ndo
provocou alteragcdo na carga superficial das nanoparticulas, ao passo que a doxorubicina provocou
uma reducdo no potencial zeta das NPM. A incorporacdo do agente quimioterapico apresentou
uma eficiéncia de 82 a 95% A propriedade anticdncer das nanoparticulas foi avaliada in vitro em
células de céancer de mama (MCF-7) exibindo uma diminuicdo do crescimento celular de até 90%,
indicando que as NPMAO com agentes quimioterapicos insollveis utilizados apresentam-se como
potenciais agentes quimioterapicos para tratamentos de cancer de mama.

Nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro também foram sintetizadas por reacdo de
reducdo do FeCl, em uma solucdo aquosa de borohidreto de sdédio (NaBH,;) em presenca de
polietilenoglicdis (PEGs) com diferentes massas moleculares e com terminagées em metoxila e

carboxila . Neste procedimento, uma solucdo de NaBH, foi adicionada lentamente as solucdes
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de FeCl, contendo os diferentes PEGs sob agitacdo. O material formado foi separado
magneticamente e lavado com agua deionizada e caracterizado. A Figura 9 mostra as imagens de

TEM das nanoparticulas obtidas em diferentes condicGes.

Figura 9. Micrografia eletronica de transmissdo em campo claro das nanoparticulas de
sintetizadas em diferentes concentragdes de PEG linear: a) 1,0 mg/mL; b) 2,5 mg/mL; c) 5,0
mg/mL; d) 2,5 mg/mL ( B com o dobro do volume) e e) nanoparticula formadas pela redugdo com

NaBH, em auséncia de PEG ©%,

A Figura 9e mostra uma aglomerado de particulas com tamanhos variando entre 70 e 150
nm. A analise por difracdo de elétrons de uma area selecionada mostra que o material é uma
combinagdo complexa de Fe,Os;, Fe,B, FesB. Esta composicdo também foi obtida por
espectroscopia Mdssbauer. Essa amostra foi utilizada como referencial para as demais
comparagoes. Através da analise das imagens da Figura 9, pode-se observar que o aumento na
concentracdo do PEG provocou um aumento na aglomeragdao e no revestimento. Para a
concentracdo de 1,0 mg/mL de PEG, as nanoparticulas obtidas apresentaram 70 nm de diametro
sem a formacdo de aglomerados. Isto indica que o volume hidrodindmico do PEG em solugdo inibe
o crescimento depois da nucleagdo inicial e estabiliza estericamente as nanoparticulas contra
aglomeragao. O aumento da concentragao provocou a formagao de aglomerados que cresciam em
funcao da concentragdao do PEG. Quando o volume da solucdo contendo o PEG com 2,5 mg/mL foi
dobrado (Figura 9d), os aglomerados foram completamente encapsulados e o tamanho final
excedeu os 300 nm. Um pico central observado no espectro Mdssbauer das nanoparticulas
confirma a presenga Fe,0s; paramagnético (Figura 10a). A linha verde no espectro corresponde ao

espectro teorico e os circulos aos valores experimentais. Na Figura 10a2 os circulos representam
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os valores das medidas realizadas em 80 K e a linha sdlida aos espectros em 200 K. Em ambos os
espectros aparece o pico paramagnético que é devido ao Fe,03 com o aparecimento de um pico
proximo da intensidade zero resultante de uma pequena quantidade de aFe. Dado que o PEG
linear é hidrofilico e ndo tem grupos funcionais que poderiam se ligar covalentemente as
nanoparticulas, era de se esperar que ele ndo poderia proteger as nanoparticulas de Fe da
oxidacao. O revestimento com PEG contendo o grupo metoxila terminal ndao provocou alteragdes
significativas em relagcdo as nanoparticulas revestidas com PEG linear, sendo formado
aglomerados da ordem de 100 nm (Figura 10c2). O revestimento com PEG com grupo carboxila
terminal ndo alterou a forma das nanoparticulas sem revestimento (Figura 10cl), indicando que
neste caso o revestimento preveniu a aglomeracdo e manteve o tamanho das nanoparticulas. Isso
indica que existe uma massa critica que pode ser necessaria para a formagdo das emulsGes para
uma concentragdo particular do polimero. O espectro Mdssbauer das nanoparticulas revestidas
com PEG-metoxila é semelhante ao obtido para o caso do PEG-linear (Figura 10a). No caso das
nanoparticulas revestidas com PEG-carboxila, existe uma significativa diferenca (Figura 10b). Na
temperatura ambiente o espectro desta amostra é similar ao obtido pelas outras amostras, no
entanto a 80 K observa-se a presenca de sextetos distintos que sdao caracteristicos da aFe. Isto
significa que o PEG-carboxila esta protegendo com maior eficiéncia as nanoparticulas de Fe,
estabilizando uma maior quantidade de Fe na amostra.

Através de investigagdes adicionais, os autores verificaram que o aumento na concentragao
do PEG-carbolixa resultou no aumento da porcentagem de aFe nas nanoparticulas. Os resultados
obtidos para os niveis de magnetizacdo mostraram que as nanoparticulas revestidas com PEG-
carboxila apresentaram valores de magnetizacdo duas vezes maiores que o Fe,0Osz “bulk” e 10
vezes maiores do que as suspensoes de nanoparticulas baseadas em o6xidos mostrando o seu
potencial uso em aplicagées biomédicas.

Utilizando também uma rota de sintese por redugdo, Kim e col.® obtiveram
nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe,04) com formato esférico e com aproximadamente 6
nm de didmetro (Figura 11a). Este processo envolve a reagdo, em altas temperaturas (acima de
285 °C), do acetilacetonato de ferro com o acetilacetonato de cobalto, em presenca de 1,2-
hexadecanodiol, de &acido oléico e de oleilamina. As nanoparticulas apresentam o carater
hidrofébico, mas podem se tornar hidrofilicas através de uma funcionalizagdo com o acido 11-
mercaptodecandico (11-AMD). O sucesso da ligagdo do 11-AMD com a CoFe,0, pode ser explicada
pela ligacdo do carboxilato terminal com os atomos de ferro e do mercapto com os atomos de
cobalto. A Figura 11b mostra o comportamento hidrofilico da ferrita de cobalto funcionalizada com
o 11-AMD.
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Figura 10. al) Espectro Mossbauer das nanoparticulas sintetizadas em presenga de PEG linear

em temperatura ambiente e a2) em temperatura criogénica (4 K); b) Espectro Méssbauer das

nanoparticulas revestidas com PEG com grupo carboxil terminal a 80 K B1); c1 Imagem de TEM

das nanoparticulas sintetizadas em auséncia de PEG (sintese repetida, equivalente a Fig. 9e); c2)

Imagem de TEM das nanoparticulas sintetizadas em presenca de PEG com grupo metoxil terminal

e ¢3) com grupo carboxil terminal. As barras brancas representam 100 nm. %
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Figura 11. a) Imagem de TEM das nanoparticulas de CoFe,04; b) imagens de 1) nanoparticulas
de CoFe,0,4 com ligantes acido oléico e oleilamina em hexano, 2) CoFe,0, em agua apos lavagem

com etanol e 3) CoFe,04 funcionalizada com 11-AMD dispersa em égua(31).

Quando as nanoparticulas de CoFe,0, sdo submetidas a um campo magnético estas

absorvem energia e transformam em calor, como pode ser observado pelo grafico da Figura 12.
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Figura 12. Perfis de temperatura criados pela geragdo de calor induzido por um campo magnético
em uma dispersdo aquosa de CoFe,04 e em uma nao-dispersao de CoFe,04 em agua, com 634 e
380 Oe a 266 KHz. As barras representam os desvios padrdo de trés medidas. As curvas preta e
vermelha correspondem ao CoFe,0, dispersado em agua a 634 e 380 Oe, respectivamente,
enquanto que as curvas verde e azul correspondem ao CoFe,0, ndo dispersado em agua a 634 e

380 Oe, respectivamente.®V

LQES - Laboratério de Quimica do Estado Sélido - Instituto de Quimica - UNICAMP http://lqes.iqm.unicamp.br



20

Esses resultados mostram que as nanoparticulas de ferrita de cobalto podem efetivamente
absorver calor quando dispersadas em solucGes aquosas e submetidas a um campo magnético, o
que as torna um potencial agente para tratamentos por hipertermia, e como adjuvantes em
nanoparticulas multifuncionais que precisem de um aumento de temperatura para a liberacdo do
agente terapéutico.

Algumas nanoparticulas magnéticas ja estdo sendo testadas em terapias quimicas em
humanos. A Figura 13 mostra imagens de cortes transversais dos cérebros de pacientes que
foram tratados com o fluido magnético MFL AS (MagForce Nanotechnologies AG, Berlim,
Alemanha), medicamente liberado para estudos e sujeito a d6rgdos médicos reguladores da
Europa. O fluido consiste de uma suspensdao de nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de
ferro revestidas com aminosilanos, com 15 nm de diametro. As nanoparticulas geram calor
gquando submetidas a um campo magnético pelo processo de relaxacdo de Brownian e Néel,

induzindo a formacdo de necrose com subseqliente infiltracdo e ativacdo dos fagdcitos 7).

Figura 13. A) Imagem do corte horizontal do cérebro de trés pacientes com gliobastoma
multiforme (GBM). B) Ilustracdo: a demarcacdao azul indica GBMs; laranja indica area geografica

necrosada no tumor; verde indica &reas com agregados de nanoparticulas magnéticas®”).

As nanoparticulas superparamagnéticas ja sdo comercializadas livremente como agentes

de contraste e agentes de entrega de drogas. A empresa Goldpharma comercializa o Endorem?®,
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uma suspensdo de nanaparticulas de 6xido de ferro contendo 88,6 mg em 8mL por R$ 941,12
(incluindo R$ 36 de impostos), podendo ser comprado inclusive pela internet®®. O produto
FluidMAG®, constituido de uma suspensdo aquosa de nanoparticulas de 6xido de ferro
superparamagnético (25 mg/mL) com 50, 100 e 200 nm é comercializado pela empresa
Chemicell, custando 40 euros cada mililitro®®. Outros exemplos de marcas de nanoparticulas
comercializadas ndo sdo dificeis de encontrar, mostrando que a faixa que separa 0 que €

publicado no “estado da arte” e o que ja movimenta indUstrias é muito estreita.

2.3. Nanoparticulas poliméricas

A utilizacdo de nanoparticulas poliméricas em estudos envolvendo a entrega de drogas tem
crescido muito nos Ultimos anos. Esses materiais sdo altamente versateis pois suas propriedades
fisico-quimicas podem ser controladas de acordo com sua a composicdo e com 0S Seus grupos
funcionais terminais. Nanoparticulas com um nucleo hidrofébico podem ser utilizadas para o
encapsulamento de drogas anticdncer hidrofébicas, enquanto a camada hidrofilica permite a
solubilidade e estabilidade no sangue, permitindo a entrega da droga no local do tumor

explorando o efeito de permeabilidade e retengdo aumentadas“®,

2.3.1. Dendrimeros

Os dendrimeros (do Grego “parte de arvore” ou “ramificacdo de arvore”) sdao uma
importante classe de macromoléculas de 2 a 15 nm altamente ramificadas, que podem ser
utilizadas em diagnosticos moleculares, no imageamento e na entrega de drogas. Os dendrimeros
sao formados de um nucleo rodeado por dédrons, em que cada ramificagdo possui uma disjuncao
binaria®Y, Essas macromoléculas ramificadas foram primeiramente sintetizadas por Vogtle e
colaboradores em 1978, sendo denominadas de “moléculas cascata”, no entanto o
desenvolvimento desta classe de materiais ocorreu a partir de 1985 com a sintese de dendrimeros
de poli(amidoamina) (PAMAM) pelo grupo de D. Tomalia na Dow Chemicals*?.

Os dendrimeros clivaveis sdo frequentemente derivados de poliamidas, PAMAM, poliésteres
e polietilenoglicéis (PEGs). Os principais grupos clivaveis sdo amidas, ésteres e carbamatos, sendo
que os dois Ultimos sdo mais utilizados porque sdo mais facilmente hidrolisados. A maioria das
construgdes dendriticas possui o formato esférico e com superficie homogénea, no entanto a sua
superficie pode ser modificada pela introdugdo de grupos funcionais nos dédrons terminais‘**, que
pode provocar alteragdes nas propriedades fisico-quimicas, como rigidez e solubilidade*?, além
de possibilitar a construgdo de estruturas dendriméricas ndo regulares*®:

A clivagem, ou despolimerizacdo, de um dendrimero clivavel pode ocorrer de trés modos

(Figura 14): a) uma clivagem supramolecular e liberacdo do substrato ou de moléculas pequenas;
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b) clivagem pela remocao parcial de poucos grupos funcionais, por uma liberacdao seqiiencial
especifica, remocdo dos dédrons (ou de parte deles) e do nucleo; c) e um modo combinado em

que a ruptura de uma camada dendritica inicia uma liberagdo supramolecular®®,

J | liberacao . \%L

\J i [ .

Q
2 /O
i '.(“\)..— . -F‘ - e “

a)

b) A\l}l—‘ clivagem

; 7 +
camada
dendritica J

Clivagem AT .
da camada \%/L—k
N Qy
>
liberacéo jT}?(

c)

Figura 14. Principais modos de clivagem de dendrimeros: a) clivagem supramolecular; b)

clivagem covalente; c) combinagdo da clivagem covalente e supramolecular®,

Os dendrimeros com um nucleo hidrofébico e uma superficie polar sdo algumas vezes
chamados de “micelas unimoleculares”. As propriedades hidrofobicas e hidrofilicas de um
dendrimero, juntamente com o comprimento e os angulos de rotacdo das unidades repetitivas,
determinam a interagdao hospedeiro-convidado. O PEG é frequentemente conjugado na superficie
dos dendrimeros para criar uma camada hidrofilica ao redor do dendrimero hidrofébico formando
uma micela unimolecular capaz de transportar drogas hidrofébicas no interior ou drogas

hidrofilicas na camada de PEG“”,
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Os dendrimeros sdo obtidos por reagdes de sintese organica em multiplos passos, em que
unidades de polimeros funcionam como blocos de construgdo. Eles podem ser desenvolvidos por
sintese divergente, que envolve a incorporacdo de ligantes em um nulcleo, e pela sintese
convergente, na qual as ramificacdes sao sintetizadas primeiro e posteriormente atacadas pelo
nicleo. A sintese divergente, além de gerar produtos mais puros, apresenta maior rendimento®),
Pela escolha de diferentes polimeros (com diferentes grupos funcionais terminais), utilizados como
blocos de construcdo, € possivel controlar precisamente o tamanho do dendrimero, a massa
molecular, a forma, a densidade, a polaridade, a flexibilidade e a solubilidade. Em geral, os
dendrimeros possuem cavidades internas onde drogas hidrofobicas podem ser encapsuladas. A
grande variedade de grupos funcionais nas terminagdes dos dendrimeros possibilita a conjugacdo
com um grande numero de moléculas, como acido fdlico, peptideos e anticorpos, possibilitando a
construcgdo de dispositivos multifuncionais para terapias quimicas“®,

Yang e col.**®) desenvolveram um dendrimero & base de PAMAM conjugado com biotina,
uma molécula da familia das vitaminas (vitamina H) responsavel pelo crescimento de tecidos, e
com fluoresceinaisotiocianato (FITC) como agente de contrate. Em células cancerosas existe uma
maior demanda de biotina devido o crescimento acelerado das células, assim a ligacdo especifica
da biotina com os receptores foi explorada para a localizagdo exata das células cancerosas. Os
resultados de microscopia confocal (Figura 15) mostraram a elevada eficiéncia de contraste do
conjugado biotina-dendrimero-FITC em células cancerosas, indicando que esta plataforma pode
ser utilizada em diagndsticos e terapias do cancer. Também utilizando um dendrimero baseado
em PAMAM, Shukla e col”). também desenvolveram um conjugado marcador-dendrimero-agente

de contraste com potencial aplicagdo no diagndstico e terapias de tumores angiogénicos

Figura 15. Imagem de microscopia confocal da avaliacdo in vitro do conjugado dendrimérico
avaliado em células cancerosas. A imagem central refere-se a incubagdo das células cancerosas
em tampdo por 24 h a 37°C. A imagem da direita € uma amplificacdo da primeira imagem. E
possivel observar que o conjugado se encontra tanto na periferia da membrana celular quanto no

citoplasma da célula®”,
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2.3.2. Micelas

Micelas sdo supramoléculas que podem ser baseadas em copolimeros anfifilicos e podem
apresentar uma estrutura de casca e carogo (Figura 16), com tamanho variando entre 10 e 100
nm. O nlcleo é um espaco vazio, no qual podem ser colocadas drogas hidrofdbicas, e a casca é
composta de uma superficie de organelas hidrofilicas formando uma micela solivel em &agua,

possibilitando o transporte de drogas pouco sol(iveis em meios aquosos .

COROA HIDROFILICA

* PERMITE A SOLUBILIDADE EM
AGUA

* PREVINE A AGREGACAO

* EVITA A ADESAO DE PROTEINAS

NUCLEO HIDROFOBICO
* ENCAPSULAMENTO DE DROGAS
* PERMITE A BIODEGRADABILIDADE

Figura 16. Representacdo da estrutura de uma micela utilizada em sistemas entregadores de

drogas .

Micelas contendo paclitaxel (PTX) encapsulado foram sintetizadas pelos métodos de
nanoprecipitacdo e emulsdo, e seu comportamento frente as células cancerosas foi avaliado pelo
controle no crescimento de tumores em ratos*®. No método de “nanoprecipitacdo”, uma solugdo
organica acetonada contendo poli(lactato-co-glicolato) (PLGA), PLGA-PEG, poli(crapolactona-co-
etilenoglicol) (PCL-PEG) e o PTX, foi adicionada em agua sob agitacdo magnética por uma noite
permitindo a completa evaporacdao da acetona. Na técnica de emulsdo, o PLGA e o PTX foram
adicionados a uma solucdo de PLGA-PEG em dicloroetano sob agitacdao, sendo posteriormente
adicionado uma solugdo de colato de sddio, e a realizado um procedimento de sonicagdo. A
emulsdo formada foi colocada lentamente em uma solucdo de colato de sodio sob agitagao
magnética a 37°C para a evaporacao do diclorometano. Para remover a droga (PTX) nd&o
encapsulada, as suspensodes foram filtradas e ultracentrifugadas em baixas temeraturas, sendo os
pellets suspensos em agua ultra-purificada. A técnica de nanoprecipitagdo apresentou maior
eficiéncia de encapsulamento, com cerca de 70% do PTX encapsulado, resultando em micelas com

diametros de 112nm (medida realizada por espectroscopia de correlacdo de fétons, também
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chamada de espalhamento de luz dindmico). Os valores de potencial zeta encontrados foram
proximos da neutralidade, condizente com a presenca do PEG que “blinda” as cargas negativas
presentes na superficie da nanoparticula. Resultados in vitro e in vivo mostraram um aumento na
atividade antitumoral do PTX encapsulado em micelas em relagcdo a droga livre e aumentando o
tempo de vida dos animais submetidos aos testes, indicando que este sistema pode ser
considerado um sistema entregador de droga em quimioterapias. Em outro trabalho, o paclitaxel
também foi encapsulado em uma micela conjugada com Herceptina, um anticorpo monoclonal, e
sua citotoxicidade foi avaliada em algumas linhagens de células cancerosas*’. Foi observado que o
complexo formado pelo agente ativo (PTX)-micela-anticorpo monoclonal (Herciptina) apresentou
um maior grau de internalizagdo nas células, quando comparado a Herciptina sozinha e a
Herciptina encapsulada em um lipossoma comercial (BioPorter) (Figural?7). As células tratadas
com o conjugado BioPorter/Herceptina (produto comercial) ndao apresentaram nenhum aumento
na citoxicidade quando comparada as tratadas apenas com a Herceptina, por causa da baixa taxa
de penetracdo celular. Em contraste, quando a Herceptina foi “carregada” pelas micelas, ocorreu
um aumento consideravel na citotoxicidade. Os resultados de citotoxicidade mostraram que a
eficiéncia no combate as células aumenta quando a entrega da droga, no caso o PTX, ocorre de

maneira conjunta com um anticorpo monoclonal.

A

Figura 17. Distribuicdo celular (A) da fluorescéncia associada a Herceptina, (B) do conjugado
PTX-micela-Herceptina e (C) do complexo BioPorter/Herceptina. Os nucleos foram corados de

azul. A fluorescéncia vermelha mostra a presenca de Herceptina no citosol e parpura no nicleo®?,

Alguns estudos para o desenvolvimento de sistemas carregadores de drogas combinam o
uso de micelas conjugadas com a utilizagdo do ultrassom como fonte de energia externa. As
ondas de pressao provocadas pelo ultrassom causam uma compressao e uma expansao do meio
em que estdo passando. Esse movimento gera um stress que pode provocar a ruptura da micela e

a liberacdo da droga, além de contribuir para a entrada da micela para dentro da célula pelo
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aumento da permeabilidade, sendo que alguns estudos relatam valores 20 vezes maiores em

relacdo aqueles utilizados sem ultrassom*9).

2.3.3. Nanoparticulas baseadas em Quitosana

A quitosana, a(1-4)-2-amino-2-deoxi B-D-glucana, é uma forma desacetilada da quitina,
um polissacarideo abundante presente nas conchas dos crustaceos. Esse polimero natural possui
interessantes propriedades médico-farmacéuticas, como a biocompatibilidade e baixa
toxicidade!®. Explorando tais propriedades, sistemas carregadores de drogas, em que drogas
hidrofébicas sdo encapsuladas dentro de nanoparticulas a base de quitosana tém sido
amplamente estudados nos Ultimos anos, apresentando resultados promissores(®%:552),

Lee e col.®? desenvolveram um interessante estudo em que um agente fotossensivel foi
encapsulado em nanoparticulas a base de quitosana glicol e o tratamento foi conjugado com uma
fonte excitacdo externa, com o objetivo de produzir dentro do tumor espécies de oxigénio-singlete
altamente reativos, causando sua destruicdo do tecido canceroso. A entrega passiva do agente
fotossensivel encapsulado dentro de nanoparticulas poliméricas aumenta a eficiéncia terapéutica e
diminui drasticamente os efeitos colaterais. Nesse estudo, os autores desenvolveram um sistema
de drug delivery em que a protoporfirina IX (FpIX), um agente fotossensivel insolivel em agua foi
encapsulado através de didlise dentro do nucleo hidrofébico de nanoparticulas a base de quitosana
glicol. As nanoparticulas a base de quitosana (NPQ) foram preparadas por auto-organizacao e
modificadas hidrofobicamente pela conjugacdo com o acido 5-B-colanico (AC) em presenga de N-
hidroxisuccinamida e hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dietilaminopropil)-carbodiimida. Apds a formagéao
do conjugado NPQ-AC (Figura 18a), o agente fotossensivel (FpIX) (Figural8b) foi encapsulado por
didlise dentro do conjugado, formando uma nanocapsula (260 - 350 nm) de quitosana com FpIX
(Fig.18c). Utilizando do efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas (EPR), caracteristico de
tumores sélidos, as nanocapsulas se acumularam na regido cancerosa e apos a irradiagdo com um
laser de He-Ne (633 nm, 3 mW/cm?) por 12 min foi possivel observar uma dramatica reducdo no
nimero de células cancerosas vivas. Os testes realizados em ratos, mostraram que esse sistema
de protoporfirina encapsulada em nanoparticulas de quitosana irradiado com laser de Ne-He
externo induz a necrose da regido cancerosa, além de aumentar o tempo de vida dos animais
utilizados nos experimentos, mostrando seu potencial de utilizagdo em terapias quimicas, uma vez
que possui o efeito teraupéutico potencializado e baixa toxicidade, o que diminui os efeitos

colaterais.
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Figura 18. a) Estrutura quimica do conjugado quitosona glicol- acido 5-B-colanico (NPQ-AC); b)
estrutura do agente fotosensivel, protoporfirina IX (FpIX) e c) representacdo esquematica do PpIX
encapsulado na NPQ-AC®Y,

3. Consideracoes Finais

A utilizacdo de nanoparticulas no diagndstico e terapias do cancer tem possibilitado o
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes e com enorme reducdo dos efeitos colaterais, que
sdo 0s principais responsaveis pelo sofrimento causado pelas quimioterapias. Esses efeitos sdo
causados devido a baixa seletividade das drogas convencionais, tornando necessaria a utilizacdo
de uma grande quantidade de medicamento para se atingir o resultado esperado. A baixa
seletividade ainda faz com que os agentes quimioterapicos ataquem ndo somente as células ou

tecidos cancerosos como também as células sadias, principalmente aquelas com crescimento
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acelerado, como € o caso das células do cabelo, resultando na queda capilar. Estima-se que os
sistemas entregadores de drogas (Drug Delivery Systems) possam utilizar uma quantidade 100
vezes menor de principio ativo e apresentar uma eficiéncia aumentada em 100 vezes .
Multiplicando os valores, trata-se de um aumento no rendimento de cerca de 4 ordens de
grandeza.

As nanoparticulas, conjugadas com fontes de excitacdo externa como o campo magnético,
a radiagdo ultravioleta, laser e ultrassom, tém sido utilizadas em diagnosticos e terapias quimicas
como agentes de contraste ou como carregadores de drogas com resultados promissores.
Algumas dessas nanoparticulas ja sdo comercializadas, podendo inclusive ser compradas pela
internet®® mostrando a rapida transposicdo da barreira “pesquisa (paper) - mercado (produto)”.

Nos ultimos anos tem havido uma tendéncia no desenvolvimento de sistemas que
entreguem as drogas nas células cancerosas de forma ativa ao invés da passiva (aciumulo no
tumor pelo efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas). Isso tem sido realizado pelo
desenvolvimento de sistemas multifuncionais, em que as particulas funcionam como plataformas
de construcdo de dispositivos contendo o agente terapéutico, um agente de contraste e um
ligante (anticorpo) que reconhece de forma especifica as células do cancer, aumentando a
especificidade do tratamento e, por conseguinte a reducdo dos efeitos colaterais.

O “universo” das nanoparticulas utilizadas em terapias quimicas tem crescido rapidamente.
Nos Ultimos anos interessantes trabalhos tém sido publicados utilizando nanoparticulas
inorganicas como carregadores de drogas ou como agentes fototerdpicos. Dentre essas
nanoparticulas utilizadas em fototerapias podem ser citadas as nanoparticulas de fosfato de
cdlcio®® e de 6xido de zinco®®, As primeiras foram revestidas por uma camada polimérica e
utilizadas como transportadores de agentes fotossensiveis e as nanoparticulas de 6xido de zinco
(ZnO) revestidas com aminopolisiloxano e conjugadas com daunorrubicina (um agente
guimioterapico) foram utilizadas em terapias fotodindmicas. Nessa terapia, quando o ZnO em
solucdo aquosa é irradiado com luz UV, espécies reativas de oxigénio, como radicais hidroxila,
perdoxido de hidrogénio e superdxido, podem ser geradas, tornando possivel a decomposi¢cdo de
compostos organicos citotdxicos em algumas células cancerosas. As nanoparticulas de silica® e
os hidroxidos duplos lamelares (hidrotalcita)®®  também podem ser utilizados como
transportadores, em que a droga, peptideos ou proteinas podem ser transportados dentro dos
poros ou nas regides interlamelares, respectivamente.

Neste contexto, fica claro que as possibilidades de terapias quimicas envolvendo as
nanoparticulas sdo iniUmeras e os beneficios incluem o aumento da eficiéncia no tratamento e a
reducao dos efeitos colaterais. As vantagens dos tratamentos envolvendo os sistemas
nanomeétricos se refletem no aumento exponencial do nimero de artigos publicados nos ultimos
anos, sendo ressaltadas ainda mais pelos produtos “nanotecnoldgicos” ja disponiveis no mercado.

Entretanto, os estudos nanotoxicolégicos desses sistemas ndo acompanham a velocidade com que
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os artigos que exploram os beneficios das nanoparticulas sdo publicados. O que se percebe é
uma significativa discrepancia entre o numero de publicagées envolvendo as vantagens das
nanoparticulas e seus riscos a saude. Os estudos toxicoldégicos das nanoparticulas que sdo
apresentados, na maioria das vezes, sdo pouco especificos, e geralmente sdo limitados a
tradicional mortalidade dose-dependente. Além disso, a maioria dos estudos nanotoxicoldgicos é
realizada in vitro, ndo fazendo nenhuma referéncia a complexidade das interacGes in vivo. Isso

a®7*®_ Somado a essas

pode ser interpretado como uma infancia relativa deste campo de pesquis
questdes, alguns testes toxicoldgicos de nanoparticulas apresentam resultados controversos.
Talvez o caso mais discutido, até o momento, seja o dos nanotubos de carbono®®®. Esses
materiais apresentam resultados nanotoxicoldgicos totalmente contrarios em estudos realizados
por diferentes grupos de pesquisa. Esses resultados controversos podem ser decorrentes de uma
falta de padronizacdo do material, que no caso dos nanotubos de carbono é extremamente
complicada, pois diferentes amostras de nanotubos de carbono de um mesmo lote da mesma
empresa apresentam morfologias diferentes, além de impurezas e residuos de catalisadores. Uma
comparagdao entre a toxicidade dos nanotubos de carbono realizada por diferentes grupos de
pesquisa necessita de caracterizagdes fisico-quimicas detalhadas do material, o que geralmente
ndo é observado nos trabalhos com aplicagdes médicas ou bioldgicas.

Outra preocupagao com o crescente aumento na utilizagdo das nanoparticulas em medicina
€ a falta do estudo de seu “ciclo de vida”. Nos poucos trabalhos em que a toxicidade é avaliada in
vivo, os animais sdo sacrificados ap6s um periodo determinado (geralmente poucos dias) para
investigar o acumulo das nanoparticulas em determinados 6rgdaos. Nao foram observados
trabalhos em que os animais foram mantidos vivos por um longo periodo de tempo, com o intuito
de avaliar se o organismo é capaz de eliminar as nanoparticulas ou se este animal ird desenvolver
com o tempo alguma anomalia cronica. Esta observagao surgiu das seguintes indagacgdes: Apos a
terapia quimica ser concluida em um paciente, para onde vdo as nanoparticulas? O organismo é
capaz de elimina-las em sua totalidade? Devido ao tamanho reduzido, elas ndo podem percorrer o
corpo, inclusive ultrapassar a barreira de sangue do cérebro causando anomalias no sistema
nervoso central? Essas questdes poderiam ser utilizadas para balancear a “chuva de artigos”
sobre as vantagens das nanoparticulas e a falta de estudos sobre os seus riscos. Fica, desta
maneira, evidente a necessidade rapida do desenvolvimento de pesquisa sistematica de riscos,
uma vez que muitas dessas nanoparticulas ja estdo disponiveis no mercado.

Em um ponto de vista muito pessoal, essas questdes nao devem ser encaradas como
barreiras para o desenvolvimento de novas terapias quimicas, mas sim como uma grande
oportunidade de pesquisa para uma area que comega a dar os primeiros passos (ndo
desmerecendo os trabalhos ja publicados até entdo) e que com certeza terd um grande caminho

pela frente.
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