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RESUMO

As nanoparticulas sdo definidas como particulas com diametro entre 1 e 1000 nm,
ou seja, inferior a um micrémetro, constituidas por diferentes polimeros naturais ou
sintéticos, lipidios ou fosfolipidios, até mesmo metais. E relevante destacar os
beneficios da nanotecnologia aplicada a terapéutica, na qual grande parte dos
estudos desenvolvidos tem foco em preparar formulagcoes destinadas ao tratamento
de doencas inflamatorias, neurologicas, cardiovasculares, cancer e também ao
combate do virus de imunodeficiéncia adquirida. Sistemas de entrega de farmacos
vém sendo utilizados permitindo um melhor controle da taxa de liberacdo do farmaco
em determinado sitio de acdo além do direcionamento especifico ao tecido alvo e
minimizacdo dos efeitos colaterais indesejados. Dentre 0s principais
nanocarreadores aplicados na terapéutica, destacam-se o0s lipossomas, as
nanoparticulas lipidicas solidas, os dendrimeros e as nanoparticulas poliméricas,
que por sua vez incluem os sistemas vesiculares (nanocapsulas) e os matriciais
(nanoesferas). O metotrexato possui atividade citotdxica e imunossupressora,
entretanto possui limitagcdo quanto ao seu uso devido a sua toxicidade dose-
dependente, a meia-vida curta e a resisténcia em células alvo. Para tanto, com o
objetivo de minimizar os efeitos adversos do metotrexato e melhorar sua resposta
farmacoldgica, tem sido investigada nos Uultimos anos a utilizacdo de
nanocarreadores para a incorporacdo deste farmaco. Esta revisdo discute os
sistemas nanoestruturados de entrega do metotrexato visando o tratamento
terapéutico em tumores.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanocarreadores. Metotrexato. Cancer.



ABSTRACT

Nanoparticles are defined as particles with a diameter between 1 and 1000 nm, or
less than one micrometer, formed by different natural or synthetic polymers, lipids,
phospholipids, or even metal. It is worth highlighting the benefits of nanotechnology
applied to therapy, in which much of the developed studies have focused on
preparing formulations for the treatment of inflammatory diseases, neurological,
cardiovascular, cancer and also to combat the human immunodeficiency virus. Drug
delivery systems are being used allowing a better control of the drug release rate in a
given site of action in addition to the specific targeting to the target tissue while
minimizing unwanted side effects. Among the main nanocarriers applied in therapy,
we highlight the liposomes, solid lipid nanoparticles, dendrimers and polymeric
nanoparticles, which in turn include vesicular systems (nanocapsules) and matrix
(nanospheres). Methotrexate has cytotoxic and immunosuppressive activity, but has
limitations on its use due to its dose-related toxicity, short half-life and resistance in
target cells. Therefore, in order to minimize the adverse effects of methotrexate and
improve their pharmacological response has been investigated in recent years the
use of nanocarriers for the incorporation of the drug. This review discusses the
nanostructured systems of delivery of methotrexate targeting the therapeutic
treatment of tumors.

Keywords: Nanotechnology. Nanocarriers. Methotrexate. Cancer.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia vem despertando interesse de diversos grupos de pesquisa
em todo mundo, sendo considerada como ciéncia do futuro pelo fato de possuir um
elevado potencial de aplicacdo em iniUmeros setores industriais (DURAN, 2006).
Richard Feynman, fisico americano, propds a ideia da hanotecnologia no ano 1959,
guando sugeriu a possibilidade de manipular atomos individualmente em escala
nanomeétrica o que para a época foi uma ideia revolucionaria (FEYNMAN, 1960). O
prefixo “nano” tem origem grega e significa andao, sendo assim, um indicador de
medida de escala nanométrica. Ja a palavra tecnologia, também derivada do
grego, possui duas raizes onde “téchne” significa a arte, pratica, oficio e “logos” é

sinbnimo de ciéncia, estudo, conhecimento (DURAN, 2006).

O desenvolvimento da nanotecnologia tem evidenciado cada vez mais a
multidisciplinaridade entre os campos cientificos, abrange, portanto, aplicacbes em
diversas areas, desde a industria farmacéutica até setores de eletrbnica e energia
(ROSSI-BERGMANN, 2008).

O uso de nanomateriais na industria farmacéutica possibilitou o
desenvolvimento de produtos de liberacdo controlada, habitualmente chamado de
“Drug Delivery Systems”. Estes sistemas destacam-se pelas inUmeras vantagens
oferecidas em comparacdo aos sistemas de dosagem convencional (PIMENTEL et
al., 2007), tais como: possibilidade de vetorizacdo do principio ativo para seu alvo
especifico; controle da liberagdo do principio ativo, minimizando o aparecimento de
doses toxicas e sub-terapéuticas; diminuicdo da dose terapéutica e no numero de
administracdes; utilizacdo reduzida da quantidade de principio ativo, em
consequéncia se obtém um menor custo. Ou seja, os produtos de liberacdo
controlada visam melhorar a terapia medicamentosa em virtude das limitacbes
potenciais de farmacos convencionais, conferindo melhor adesdo do paciente ao
tratamento. Entre as desvantagens dos “Drug Delivery Systems” podemos citar:
dependendo dos materiais e dos processos utilizados o custo torna-se mais elevado,
entretanto, h4 a compensacédo na reducdo no niamero de administracdo de doses

necessarias e, outra desvantagem € que deve ser monitorada e controlada quanto a



possivel toxicidade dos produtos da sua biodegradacdo (ROSSI-BERGMANN,
2008).

A capacidade de controlar a liberacdo do farmaco e a escolha do polimero
tem feito as nanoparticulas poliméricas candidatas ideais para a terapia do cancer,
liberacdo de antibioticos, liberacdo de vacinas e contraceptivos (KAYSER et al.,
2005). Em relacdo as doencas mais citadas nos resumos de patentes relacionadas a
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, os dados revelam que, o cancer
encontra-se na primeira posicdo como tépico, seguido da diabetes (ROSSI-
BERGMANN, 2008).

ALVES et al. (2008) relatam que as nanoparticulas possuem caracteristicas
necessarias para que os sistemas de liberacdo de farmaco sejam efetivos, de forma
que permitem a entrega em local apropriado, mantendo os niveis de concentracéo
adequadas por longos periodos de tempo. Acrescenta também os tipos de sistemas
nanoestruturados empregados pela industria farmacéutica para a encapsulacdo de

ativos, a exemplo das nanoparticulas poliméricas, lipidicas sélidas e lipossomas.

Nos ultimos anos, vem sendo estudado e pesquisado, o uso do metotrexato
em nanocarreadores, com o intuito de melhorar a resposta farmacoldgica e
minimizar os efeitos indesejaveis do farmaco. Sabe-seque quando administrado por
via oral, 0 metotrexato possui meia vida curta, havendo a necessidade de doses
elevadas ou repetidas para manter a concentragdo no tecido alvo. O
encapsulamento do farmaco com polimeros pode aumentar sua meia vida (SINGH E
UDUPA, 1997). Além disto, é excretado pelos rins e possui como efeito secundario
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, supressdo da medula éssea entre outros efeitos
indesejaveis, e para superar, € possivel desenvolver um sistema de liberagéao

diferenciado, com vetorizag&o ao sitio-alvo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento bibliografico referente a aplicacdo de

nanocarreadores contendo o farmaco metotrexato para o tratamento de cancer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Demonstrar o potencial da nanotecnologia farmacéutica como ferramenta
destinada ao combate e controle de doencas e aspectos relevantes incluindo
o histérico.

e Abordar um panorama geral do farmaco metotrexato.

e Abordar aspectos do cancer e tratamento.

e Descrever e discutir os sistemas nanoestruturados contendo o farmaco

metotrexato.
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3 JUSTIFICATIVA

A tecnologia e as novas estratégias para a veiculagdo de farmacos
representam uma importante aplicagdo da ciéncia que contribui muito para o avango
da salude humana. A utilizacdo de sistemas de entrega de farmacos nas suas mais
variadas formas, a exemplo das nanoparticulas poliméricas, lipidicas sdlidas,
lipossomas, dendrimeros entre outros, tem se mostrado efetiva para a obtencao de

novos produtos com caracteristicas precisas e individualizadas.

Assim sendo, a escolha do farmaco metotrexato descrito neste trabalho tem
como principais razoes:

e Custo do farmaco

e Toxicidade

e Desenvolvimento em nanotecnologia farmacéutica

O metotrexato € um farmaco de custo baixo e possui um volume de vendas
bastante elevado, entretanto exige controle de seus efeitos adversos, pois possui
potencial risco devido a sua toxicidade. Portanto, em virtude do farmaco possuir alto
indice de resisténcia e toxicidade, sua veiculagdo em nanodispositivos vem sendo
vastamente investigada. O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos
tem otimizado e aprimorado os efeitos farmacologicos, superando 0s mecanismos
de resisténcia das células cancerigenas, diminuindo os efeitos adversos e

melhorando a adesédo do paciente ao tratamento.
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4 METODOLOGIA

Com o propésito de contribuir para a formacao académica e atualizagdo dos
profissionais de saude a respeito dos avancos da nanomedicina, 0 objeto desta
pesquisa utilizou de levantamento bibliografico em base de dados Scopus, PubMed,
ScienceDirect, Scientific Eletronic Library Online (SciELO). Outras formas de
referéncias também foram utilizadas para a elaboracdo desta revisdo como artigos
do grupo de pesquisa Sistemas Nanoestruturados para Administracdo de Farmacos
(SNAF) e Laboratorio de Micro e Nanoparticulas Aplicadas na Terapéutica, teses e
dissertacbes. Foramutilizados alguns termos de pesquisa (palavras-chave e

delimitadores) em combinagdes: “nano*”, "drug”, "methotrexate*”, “tumor” e “cancer”.

Os critérios de inclusdo para escolha das publicacbes foram os seguintes:
artigos publicados entre janeiro de 2000 a setembro de 2015, incluindo artigos
originais e de revisdo escritos nos idiomas inglés, portugués e espanhol, de forma
que, foram incluidos aqueles que apresentavam dados pertinentes a teméatica e que,
de alguma forma, mostrassem resultados significativos a fim de garantir o

embasamento tedrico necessario para a discussao do tema.

A partir do levantamento de dados, o trabalho foi dividido em quatro partes. A
primeira abordando a relevancia do tema nanotecnologia, o cenario mundial, seu
historico e aplicacdes. Na segunda parte foi abordado um panorama geral sobre o
farmaco metotrexato. A terceira parte foram discutidos aspectos relevantes quanto a
doenca do cancer e avancos da nanotecnologia oncologica para o tratamento do
cancer. Por fim, na quarta parte foi apresentado os sistemas de nanocarreadores
encapsulados com o farmaco metotrexato para o uso em tratamento do cancer,
sendo incluidos os sistemas de nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas

sélidas, lipossomas e dendrimeros.
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5 RESULTADOS

5.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia, de acordo com o National Nanotechnology Initiative (NNI)' -
iniciativa do governo dos Estados Unidos que envolve a pesquisa e
desenvolvimento, é definida como: “A compreensdo e controle da matéria em
dimensdes de cerca de 1 a 100 nandmetros, onde fendmenos Unicos permitem
novas aplicagdes”. Neste ambito, dentre os setores em maior evidéncia esta
nanomedicina. Segundo a European Science Foundation (ESF) o termo é definido
como: “E a ciéncia e tecnologia de diagndstico, tratamento e prevencido de doencas
e lesdes traumaticas, de aliviar a dor, e de preservar e melhorar a saude humana, o
uso de ferramentas moleculares e conhecimento molecular do corpo humano”
(WEBSTER, 2006). Ou seja, a fim de desenvolver ferramentas destinadas ao
combate e controle de doencas, pesquisadores tém focado em fazer uso de
inovacbes de base nanotecnolégica aplicada a farmacos. Os estudos de
nanoencapsulamento tém por objetivo, principalmente, direcionar e controlar a

liberacé@o de farmacos em seu sitio-alvo.

Para comprovar a atualidade do tema junto ao meio académico foi realizado
um estudo quantitativo junto as bases de dados PubMed e ScienceDirect, a fim de
verificar, em termos numericos, 0 quanto esta sendo produzido e divulgados por
jornais e revistas cientificas ao longo dos ultimos quinze anos sobre nanotecnologia,
especificamente. A Figura 1 mostra o resultado do estudo demonstrando que, o
namero de artigos a respeito do tema tem aumentado ano a ano, sendo possivel
inferir que, hoje, hd um elevado interesse envolvendo o assunto, ou seja, O
crescente numero de artigos publicados contendo a palavra “nanotechnology”

sugere e indica elevados investimentos realizados em pesquisas nessa area.
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Figura 1. PublicagBes em nanotecnologia catalogadas no PubMed e ScienceDirect
(2000-2015)

Também foi realizado um estudo comparativo quanto aproducdao cientifica em
nanotecnologia nos ultimos quinze anos, entre onze paises, incluindo o Brasil. Para
tanto, foram utilizadas informagfes disponiveis na base de dados Scopus. O
resultado desta pesquisa, conforme a Figura 2 demonstra que a quantidade de
depositos publicados dos Estados Unidos é de 22.158, o que corresponde a 55,77%
a mais em relacdo ao segundo pais, a China, com 9.801 publicacdes seguidas pela

Alemanha com 4.911.

Quanto ao cenario brasileiro, os investimentos relacionados a Nanosciences
& Nanotechnologies (N&N) tém crescido significativamente. Dados revelam que o
Brasil contribuiu cerca de 1,9% da producdo mundial cientifica, tendo a melhor e
maior infraestrutura da América Latina. Pesquisas mostraram que todas as regides
do Brasil possuem grupos de pesquisa relacionados a N&N. A regido Sudeste lidera
com 40% e Sul com 29%, seguido do Nordeste (19%), Centro-Oeste (9%) e Norte
(3%) (DIMER, 2013).
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Figura 2. Comparativo entre depésitos publicados entre onze paises na base de dados Scopus
(2000-2015).

Segundo os autores ZANETTI-RAMOS E CRECZYNKSY-PASA (2008), os
Estados Unidos (EUA), a Unido Européia (UE) e o Japao apresentam 0s maiores
niveis de desenvolvimento em nanotecnologia. Com o programa de pesquisa e
desenvolvimento em nanotecnologias, os EUA aumentaram as despesas federais de
220 milhdes de ddlares no ano 2000 para 982 milhdes de dolares em 2005. Quanto
ao cenario brasileiro, a nanotecnologia brasileira tem produzido resultados nas areas
farmacéuticas e biotecnolégicas, com énfase aos nanocarreadores utilizados em
associagcdo a medicamentos, principalmente quimioterdpicos assim como em

cosméticos também.

Para descrever o historico da nanotecnologia é necessario voltar alguns anos,
guando em 1959, o fisico americano Richard Feynman enunciou uma conferéncia na
Reunido da Sociedade Americana de Fisica, na ocasido discutiu-se a respeito da
manipulacdo de atomos na escala hanomeétrica com caracteristicas individualizadas.
Os principais acontecimentos no que diz respeito a nanotecnologia, estédo

brevemente descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Cronologia da nanotecnologia
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Ano

1959 Conferéncia de Richard Feynman, na Reunido da Sociedade
Americana de Fisica.

1966 Viagem Fantastica (Fantastic Voyage), filme baseado no livro de Isaac
Asimov.

1974 Norio Taniguchi cunha o termo nanotecnologia.

1981 Trabalho de Gerd Binnnig e Heinrich Rohrer, criadores do microscépio
eletrénico de tunelamento (scanning tunneling microscope).

1985 Descoberta dos fulerenos, por Robert Curl, Harold Kroto e Richard
Smalley.

1986 Publicacdo do livro de Eric Drexler, “Engines of Creation”.

1989 Donald Eigler escreve o nome IBM com &atomos de xendnio
individuais.

1989 Descoberta dos nanotubos de carbono, por Sumio Lijima, no Japéo.

2000 Administracdo Clinton lanca no California Institute of Technology, a
National Nanotechnology Initiative.

2001 Cees Dekker, biofisico holandés, demonstrou que 0s nanotubos
poderiam ser usados como transistores ou outros dispositivos
eletrdnicos.

2001 Equipe da IBM (EUA) constroi rede de transistores usando nanotubos,
mostrando mais tarde o primeiro circuito logico a base de nanotubos.

2002 Chad Mirkin, quimico da Northwestern University (EUA), desenvolve

plataforma, baseada em nanoparticulas, para deteccdo de doencas

contagiosas.

(Fonte: ALVES, 2004).

Os estudos e descobertas desenvolvidos pelos pesquisadores atentam que

tenha ocorrido uma nova revolucéo cientifica, quando em 2000 o governo de Clinton

langou no California Institute of Technology, a National Nanotechnology Initiative,

fato que propiciou maior visibilidade e investimentos a essa &rea de pesquisa.
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5.2 METOTREXATO

O metotrexato (acido 2,4-diamino-N10-metilpteroil glutdmico - MTX) (Figura
3a) foi desenvolvido na década de 1940 por um grupo de pesquisadores dos
Laboratorios Lederle (SKUBISZE TONG, 2012). Em 1953 foi aprovado pelo FDA
para uso em quimioterapias (KRISHAN, 2007). J& no ano de 1956, a sua aplicacao
em um tratamento de uma mulher com coriocarcinoma terminal produziu a primeira
cura de um tumor sdlido pela quimioterapia (SKUBISZE TONG, 2012).Na década de
1980, mais especificamente em 1988, o uso de MTX foi aprovado pelo FDA para o
tratamento da artrite reumatdide sendo considerada a terapia padrdo ouro
(ABOLMAALI et al., 2013).

O MTX possui massa molar de 454,5 g.mol™ e férmula molecular CoH22NgOs
e apresentando-se um p6 alaranjado cristalino. E um anéalogo do &cido folico (Figura
3b), possuindo na sua estrutura um anel pteridina, acido p-aminobenzoico e acido
glutamico. A solubilidade em agua é de 0,01 mg.mL™, ou seja, praticamente
insolavel em meios aquosos, sendo sua solubilidade pH dependente. A molécula é
sensivel ao calor e a degradacdo pela luz (ABOLMAALI et al., 2013; RUBINO,
2001). Apresenta baixa lipossolubilidade, sendo necessario ser transportado através
do carregador de folato reduzido para alcancar o citoplasma das células
(SCHRODER E STEIN, 2003).

NH,!
H @®
S ON ~N-.
N -l R
Pyl 12
®_ P - :
HsN N N PR

Figura 3. Estrutura quimica do metotrexato (a) e do acido folico (b).
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7

O farmaco é classificado com um antimetabdlico, sendo um antagonista
especifico do acido folico. Age inibindo a proliferagcdo de células malignas e a
sintese de purinas e pirimidinas (CHAN E CRONSTEIN, 2002). Atua através da
inibicdo da dihidrofolatoredutase (DHFR), enzima necessaria para a conversao do
diidrofolato em tetraidrofolato (forma ativa), resultando assim na deplecdo de
tetraidrofolatos que sdo necessarios para a sintese de purinas e timidilato. Deste
modo, a sintese de DNA e RNA sao interrompidas assim como as reacdes
metabolicas (ABOLMAALI et al., 2013).

Devido a sua atividade citotoxica e imunossupressora, o farmaco é utilizado
no tratamento de diversos tipos de tumores solidos, doengcas malignas
hematolégicas e doencas auto-imunes, tais como artrite reumatdide (AR). Tem
desempenhado papel importante e crucial no tratamento de céncer de pulmao,
mama, bexiga, osteossarcoma, leucemia linféide aguda, leucemia miel6ide crénica,
meduloblastoma cerebral e linfoma primario do sistema nervoso central (SNC)
(ABOLMAALI et al., 2013). Deve-se atentar as contra-indicacdes do farmaco, pois é
classificado na categoria D terarogenicidade, ou seja, € abortivo e teratogénico, seu
uso € contra-indicado durante a gravidez assim como nao deve ser prescrito as
mulheres que amamentam (CARRETERO et al., 2010).

A administracdo do MTX pode ser por diferentes vias dentre elas a oral,
intramuscular, subcutanea, intravenosa (PUIG, 2014). Doses orais baixas sao
rapidamente absorvidas no trato gastrointestinal (TGI) por transporte ativo,
entretanto para doses elevadas a absorcdo é irregular, devido a saturacdo do
transporte. Os niveis séricos maximos séo alcancados entre 1 a 4 horas apos a
administracdo. Aproximadamente 50% do MTX absorvido esta ligado as proteinas
séricas, porém, se distribui facilmente para as células dos tecidos, sendo as maiores
concentracbes encontradas nos rins, baco, figado e pele. A eliminacdo ocorre
majoritariamente pela via renal, cerca de 90% (OLIVEIRA, 2010). Seus principais
metabdlitos sdo  7-hidroxi-metotrexato  (7OH-MTX),  4-amino-4-deoxi-N10-
acidometilpteroico (DAMPA) e derivados poliglutamatos (RUBINO, 2001), sendo 0s
responsaveis pelo aumento da toxicidade, especialmente nos tecidos que estdo em

alta diviséo celular, tal como a pele, medula 6ssea e TGI (LELES, 2008).
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5.3 CANCER

A palavra cancer foi utilizada pela primeira vez por Hipécrates, o pai da
medicina que viveu entre 460 e 377 a.C. e possui origem grega, na traducao quer
dizer “carangueijo” (INCA, 2011). O cancer é considerado um conjunto de doengas
que possui em comum o crescimento desordenado da célula tumoral. E também
classificado como uma doencga complexa, ocasionada pela instabilidade genética e/
ou acumulo de alteracbes moleculares atipicas, de forma que ha um crescimento
acelerado e desordenado de células capazes de invadir érgaos e tecidos, podendo
espalhar-se para outras regides do corpo (FREITAS, 2011; NIE et al., 2007).

O processo de formacdo do cancer, também chamado de oncogénese ou
carcinogénese, é composto por trés estagios: 1°) Iniciacdo, quando os genes sofrem
a acdo dos agentes carcindgenos; 2° Promocdo, quando 0s agentes
oncopromotores atuam na célula ja alterada; 3°) Progressdo, no qual ocorre a

multiplicacéo irreversivel e descontrolada da célula (INCA, 2011).

A politica da legislagdo sanitaria brasileira, na década de 1920, nomeou a
proposta anti-cancer, em virtude do crescente nimero de casos de cancer na
Europa e Estados Unidos. Desde entdo, no Brasil, 0 nimero de casos de pessoas
com cancer tem aumentado significativamente, o que € preocupante e assustador
(FREITAS, 2011), o que confere na atualidade, um dos mais importantes problemas

de saude publica.

A classificacdo dos varios tipos de cancer é feita de acordo com a localizacao
primario do tumor, podendo atingir qualquer parte do corpo, sendo alguns 6rgaos
mais afetados que outros. Na populacdo brasileira, os tipos de cancer mais
incidentes s&o: cancer da cavidade oral (boca); célon e reto (intestino); eséfago;
estbmago; mama; pele do tipo melanoma e ndo melanoma; prostata; pulméo; colo
do atero e leucemias (INCA, 2011).

De acordo com dados estatisticos do INCA (2011), as principais causas de
cancer sao o tabagismo (30%), a alimentacdo (30%) e a hereditariedade (15%)
(Figura 4).
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Figura 4. Principais causas de cancer (Fonte: INCA, 2011)

Atualmente, a maior dificuldade esta em combater e desenvolver novas
terapias satisfatorias para tratamento do cancer. Em virtude disso, pesquisadores
tem se dedicado no intuito de trazer algo eficaz e inovador, neste contexto, a
nanotecnologia tem sido uma estratégia muito investigada por apresentar
caracteristicas diferenciadas (FREITAS, 2011).
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Figura 5. Diagrama esquematico que mostra aplicacdes da nanotecnologia no cancer através
de imagem molecular, detec¢ao precoce, diagnéstico molecular, terapia-alvo, e bioinforméatica

cancer.(Fonte: Adaptado de NIE et al., 2007)

Avancos da nanomedicina tém permitido o desenvolvimento de sistemas
eficientes de diagndéstico e tratamento, visa assim, alavancar melhorias perante a
medicina tradicional, no qual o diagnéstico e a entrega do ativo devem corresponder

a um tratamento pontual. Em tumores sdlidos, podem ser acumulados materiais
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nanoestruturados, através de um mecanismo passivo que faz uso do aumento da
retencado e permeabilidade em tumores, chamado de EPR (“enhanced permeability
and retention effect”) (CANCINO et al., 2014). E relevante destacar que este efeito
EPR é decorrente da ineficiéncia do sistema linfatico em conjunto com o aumento da
permeabilidade da vasculatura (BROCHADO, 2013).

O FDA (Food and Drug Administration), 6rgdo responsavel pelo controle de
novos produtos no mercado americano, aprovou, em meados da década de 1990, a
Doxil®, uma formulacdo lipossomal de doxorrubicina, no qual o farmaco foi
nanoencapsulado e os estudos demonstraram que houve a diminuicdo da
cardiotoxicidade para o tratamento de cancer nos ovarios, quando comparado a
doxorrubicina livre. O Abraxane® €é outro exemplo de produto aprovado pelo FDA,
em 2005, este consiste em uma nanoparticula contendo albumina e paclitaxel,

sendo indicado para o tratamento de diversos canceres (CANCINO et al., 2014).

Tabela 2. Exemplo de nanotecnologias aplicadas a terapia oncoldgica.

Produto Ativo Formulacao Via Aplicacao
administragdo terapéutica

Abraxane Paclitaxel NP-Albumina \Y Céancer de mama

Caelyx Doxorrubicina  Lipossoma IM Cancer de mama,
ovario e sarcoma de

Kaposi

Myocet  Doxorrubicina  Lipossoma \Y Céancer de mama

Doxil Doxorrubicina  Lipossoma \Y% Sarcoma de Kaposi

(Fonte: Adaptado de BROCHADO, 2013).

Em suma, a nanotecnologia oncolégica destaca-se pela utilizagcdo de
estratégias de veiculacdo e vetorizacdo de farmacos, permitindo a localizacdo dos
agentes terapéuticos somente nas células-alvo, deste modo, eliminando a toxicidade
nao-especifica (BROCHADO, 2013).

5.4 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

A Comissdo Europeia, em 2011 publicou no Jornal Oficial da Uni&o Europeia’

recomendacdes sobre a definicdo de nanomateriais:
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“Um nanomaterial é definido como aquele de origem natural, incidental ou
manufaturado contendo particulas em estado nao-ligado, aglomerado ou
agregado para os quais 50% ou mais das particulas da distribuicdo por
ndmero, ou uma ou mais das dimensdes externas, situa-se na faixa entre 1
e 100 nm. Em casos especificos e sempre que se justificar por preocupacao
ao meio ambiente, a seguranca, a salide ou a competitividade, o limite de
50% da distribuicdo de tamanho por nimero pode ser substituido por um
limiar entre 1 € 50%.”

Um dos comités da International Organization for Standardization (ISO)
focado em Nanotecnologia é a ISO TC 229". Conforme consta no documento, a
normalizacdo no campo nanotecnoldgico deve incluir no minimo um dos seguintes

aspectos:

- Entendimento e controle da matéria e processos em nanoescala,
tipicamente, mas néo exclusivamente, abaixo de 100 nhanometros em uma
ou mais dimensdes, onde o aparecimento de fenébmenos dependentes de
tamanho permite novas aplica¢des;

- Utilizacdo das propriedades das matérias em nanoescala que sao
diferentes das propriedades dos &tomos individuais, moléculas, ou dos
materiais macroscépicos, criando materiais, dispositivos e sistemas
melhores que explorem essas novas propriedades.”

Além disto, o Comité também aborda sobre o desenvolvimento de normas em

trés diferentes eixos: Metrologia e instrumentacédo; Terminologia e homenclatura e

praticas de saulde, seguranca e meio ambiente. Um novo eixo foi incluso mais

recentemente abrangendo a especificacdes de materiais.

Para esta parte do trabalho foi necessario restringir ainda mais a pesquisa
nas bases de dados, visando colocar os estudos mais atuais, relevantes e com
maiores numeros de citacdes da area de farmacologia e toxicologia. Além disso,
foram incluidos teses e dissertacdes pertinentes a tematica. Desta forma, foram
selecionados5 estudos para os diferentes nanocarreadores descritos a seguir: 1)
Nanoparticulas Poliméricas; 2) Nanoparticulas Lipidicas Sélidas; 3) Lipossomas e 4)

Dendrimeros.
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5.4.1 Nanoparticulas Poliméricas

De acordo com SCHAFFAZICK et al. (2003), o conceito de nanoparticulas

poliméricas é definido como:

“Séo sistemas carreadores de farmacos que apresentam diametro inferior a
1um. O termo nanoparticula inclui as nanocépsulas e as nanoesferas, as
quais diferenciam entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural.
As nanocapsulas sao constituidas por um involucro polimérico disposto ao
redor de um ndcleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste
nacleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas,
gue nao apresentam o6leo em sua composi¢do, sdo formadas por uma
matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido.”

Farede Matriz
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Figura 6. Imagem ilustrativa de a) nanocapsulas contendo farmaco dissolvido no nucleo oleoso;
b) nanocépsulas contendo farmaco adsorvido na parede polimérica; c) nanoesferas com farmaco retido
na matriz polimérica e d) nanoesferas com farmaco adsorvido/ disperso na matriz polimérica. (Fonte:
SCHAFFAZICK et al., 2003)

A preparacdo das nanoparticulas pode ser classificada basicamente em duas
diferentes metodologias, a primeira delas é baseada na precipitacdo dos polimeros
pré-formados e a outra na polimerizagdo in situ de monbémeros dispersos
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Os polimeros como poli(acido latico) (PLA), o
poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL) sdo os mais
utilizados clinicamente, bem como os biopolimeros quitosana e albumina que
possuem a vantagem de menor custo em relacdo aos sintético (ROSSI-
BERGMANN, 2008). ApOs a preparacdo da formulacdo € possivel compreender o
comportamento fisico quimico destes sistemas através da realizacdo de analises

morfologicas, determinacdo da distribuicdo de tamanho de particula, determinacéao
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da distribuicdo da massa molar do polimero, medicdo do potencial zeta e pH das
suspensdes (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Visando avaliar a eficdcia de nanocapsulas de nucleo lipidico incorporadas
com metotrexato (LNC MTX) para o tratamento do glioblastoma multiforme (GBM),
PEREIRA (2015) avaliou, experimentalmente, o efeito citotoxico em linhagens de
células tumorais de glioma murino (GL261) e de micréglia (BV2). O GBM € uma
doenca grave, classificada como neoplasia maligna de origem astrocitaria e nao
possui um tratamento eficaz visto que a quimioterapia possui uma limitacdo na
sobrevivéncia do paciente, uma vez gque a barreira hemato-encefalica (BHE) confere
algumas restricbes na terapia de doencas que atingem o sistema nervoso central.
Os resultados mostram que as LNC MTX possuem efeito citotoxico nas duas
linhagens celulares tumorais, atuando na fase G1 do ciclo celular, entretanto, as
células BV2 sdo mais resistentes ao MTX causando a fragmentacdo do DNA, ja as
células GL261 sdo mais sensiveis a este efeito. Além disso, foi possivel detectar
uma reducao do volume tumoral do GBM, tal reducéo nao foi detectada em animais
tratados com solucdo de MTX, sendo assim a estratégia da nanoencapsulacdo do

MTX sugere ter sido importante para o tratamento do glioblastoma.

JAIN et al. (2015) desenvolveram uma formulacdo de nanoparticulas
poliméricas utilizando PLGArevestidas e carregadas comtween 80 e metotrexato-
transferrina, respectivamente,(NP-MTX-TF-Tw) com o objetivo de aumentar a
permeacdo de moléculas bioativas através da barreira hematoencefalica (BHE) para
tratamento de cancer no cérebro. Foram realizados estudos de citotoxicidade em
células de glioma C6 e avaliaram, experimentalmente, em modelos de ratos a
efichcia anti-tumoral da formulacdo desenvolvida comparando ao controle. Foi
possivel detectar uma maior citotoxicidade da formulagdo desenvolvida para as
células de glioma C6 e além disso, o pequeno tamanho das nanoparticulas podem
levar ao efeito EPR assim como o revestimento de polissorbato 80 pode permitir
uma melhor permeabilidade celular devido as alteragbes na fluidez da membrana
celular. Também detectaram uma maiorcompatibilidade, menor toxicidade e maior
atividade antitumoral da formulagdo NP-MTX-TF-Tw, visto que 0s animais tratados
mostraram uma significativa reducao do volume do tumor enquanto o grupo controle

negativo nao apresentou nenhuma inibicdo do tamanho do tumor. Conclui-se neste
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estudo que as NP-MTX-TF-Tw sdo uma Otima ferramenta para a terapia de cancer
no cérebro, devido principalmente ao seu potencial de entrega sustentada.

Visando desenvolver um sistema de entrega de drogas polimérico AFSHARI
et al. (2014) propuseram utilizar os polimeros PLGA e PEG nas nanoparticulas de
metotrexato. A capacidade de induzir apoptose através da atividade da caspase-3 e
a citotoxicidade em trés diferentes linhagens de células tumorais foram avaliadas em
comparacao ao farmaco livre. Os resultados mostraram que as nanoparticulas de
MTX (PLGA-PEG) foram mais eficazes, tanto na citotoxicidade quanto na
capacidade de induzir apoptose visto que a atividade da caspase-3 aumentou nas
linhagens de células MCF-7 (adenocarcinoma de mama), AGS (carcinoma gastrico

humano) e A549 (carcinoma de pulmé&o).

CHEN e colaboradores (2013) relataram uma nova estratégia de preparacao
de nanoparticulas de MTX. Utlizaram o polimero quitosana (CS) e
metoxi(polietilenoglicol) (MPEG) para melhorar a segmentagao e prolongar o tempo
na circulagcdo sanguinea. Prepararam e avaliaram as nanoparticulas (NPs MTX-
MPEG-CS) e o MTX livre quanto a eficacia e toxicidade alvo in vitro e in vivo. Os
resultados demonstraram que se obteve maior eficiéncia de inibicAo quando os
animais foram tratados com NPs MTX-mPEG-CS, ou seja, a inibicdo do crescimento
e proliferacdo das células tumorais foi muito maior quando comparado ao farmaco
livre. Desta forma, a estratégia proposta e estudada visa ser um alvo promissor
principalmente para o tratamento de carcinoma do colo do Gtero, visto que os testes
de citotoxicidade foram realizados em células epiteliais de carcinoma do colo de
utero humano (HelLa).

Um estudo realizado por PRETTI et al. (2012), relata um sistema de entrega
de droga no qual o farmaco, MTX, foi encapsulado em um copolimero anfifilico
biocompativel e biodegradavel (nPEG-PCL) formando o completo NP-MTX-mPEG-
PCL. Realizou-se teste de liberacdo controlada e avaliou-se o potencial de
citotoxicidade em células de osteossarcoma humano (MG63) — tumor 06sseo
maligno. Como conclusdo, os autores do estudo confirmaram a diminuicdo na
viabilidade celular das células de osteossarcoma indicando que o nanodispositivo do

farmaco foi eficiente.



26

5.4.2 Nanoparticulas Lipidicas Solidas

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foram introduzidas na década de 90
por Miuller e Lucks ao patentearem a primeira formulagdo de NLS por
homogeneizacao a alta pressdo (MULLER et al., 2000).

SOUTO et al. (2011) definem as NLS como:

“Sistema alternativo de encapsulagdo de principios ativos em relacdo aos
sistemas coloidais tradicionais, tais como emulsdes, lipossomas e
nanoparticulas poliméricas. O grande diferencial das NLS é a sua excelente
estabilidade fisico-quimica, que proporciona maior prote¢cdo contra a
degradacdo de farmacos labeis. Na area farmacéutica, as NLS podem ser
usadas por todas as vias de administracdo, como a oral, parenteral e
cuténea, devido seu tamanho reduzido, variando de 50 a 1000 nm e
biocompatibilidade.”

Lipideo

em estado
solido

Figura 7. Esquema representativo de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) (Fonte: Adaptado de
MULLER et al., 2000)

As NLS sédo formadas por uma matriz lipidica sélida, ou seja, lipidios sélidos a
temperatura ambiente no qual a substancia ativa é incorporada, tensoativos para
estabilizacdo e agua. Mistura de glicerideos, ceras e triglicerideos sdo exemplos de
lipidios utilizados na preparagdo das NLS. Possuem elevada versatilidade para
carrear diferentes ativos, podendo ser administradas pelas vias oral, oftalmica,
parenteral e dérmica, sendo a via oral mais atrativa em virtude do seu potente
comercial (MARCATO et al., 2009).
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Dentre as vantagens destes sistemas tem-se a facilidade de produgdo em
larga escala, o que atrai o interesse das empresas para producdo deste
nanocarreador. Além disso, ha a possibilidade de utilizar diferentes métodos na
producdo das NLS, sendo possivel utilizar reagentes aprovados pela FDA e néo
usar solventes organicos. Como desvantagens, tem-se que a eficiéncia de
encapsulamento € baixa (MARCATO et al., 2009).

Visto que o metotrexato sofre de baixa biodisponibilidade, KAKKAR et al.
(2015) estudaram um sistema nanoparticulado que consiste em um nucleo lipidico
peguilado de acido esteérico, a fim de avaliar o potencial de encapsulamento e a
entrega do farmaco quimioterapico. Quanto a avaliagdo fisico-quimica das
particulas, observou-se que a formulacdo de NLS peguiladas € estavel, com
tamanho médio em torno de 130 nm e baixo indice de polidispersdo e morfologia
quase esférica. Estudos de citotoxicidade in vitro foram realizados em células V79
de fibroblastos, para tanto utilizou-se o ensaio de MTT. A viabilidade versus
concentracdo revelou uma diminuicdo da atividade mitocondrial em virtude do
aumento do tempo de exposicdo a formulacdo desenvolvida, desta forma foi
possivel concluir que as NLS de &cido estearico carregadas com MTX sdo nao
toxicas para as células normais, permitindo seu uso como veiculos para farmacos

quimioterapicos.

ZHUANG et al. (2012) desenvolveram trés formula¢cdes de nanoparticulas
lipidicas sélidas contendo mitoxantrona (MTO), paclitaxel (PCT) e metotrexato (MTX)
para aplicacdo futura na clinica, visando investigar os efeitos citotoxicos sobre a
linhagem celular de cancer da mama (MCF-7). A partir das curvas de crescimento
obtidas pelo ensaio de MTT, foram obtidos os valores da concentragéo inibitéria 50%
(IC50). A citotoxicidade in vitro da NLS-PCT e do PCT livre foram semelhantes,
enquanto que para as formulagdes de NLS-MTO e NLS-MTX foi mais elevada do
gue os respectivos farmacos livres. Os pesquisadores ainda realizaram um estudo
farmacoldgico em ratos afetados, trataram com as NLS durante um més e o tumor
foi inibido significativamente (p<0,05) quando comparado ao tratamento com o
farmaco livre. A conclusdo sugere que, as formulagdes desenvolvidas contendo os
farmacos anticancer, incluindo a MTO, MTX e PCT podem ser mais eficazes para a

terapia do cancer de mama.
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Visando propor um novo meétodo para preparar nanoparticulas lipidicas
sélidas (NLS) BATTAGLIA et al. (2011) estudaram o encapsulamento do MTX dentro
das NLS pela técnica de coacervacdo, além de avaliar a eficacia in vitroe in vivo
para linhagens celulares Mat B-Ill e MCF-7 e em modelos de tumores de mama. Em
comparagdo com o farmaco livre as NLS carregadas com o0 metotrexato
apresentaram um aumento significativo na inibicdo do crescimento das células
tumorais de forma que houve um maior acumulo no tecido neoplasico, sendo assim
as NLS-MTX séo promissores veiculos para a entrega do farmaco e eficazes para o

tratamento do cancer de mama.

Com o intuito de investigar o potencial de superficie projetada de
nanoparticulas lipidicas sélidas como vetores para contornar a barreira
hematoencefalica e também propiciar melhor eficacia terapéutica de farmacos anti-
cancer, AGARWAL et al. (2011) investigaram as NLS-MTX conjugadas com
albumina de soro bovino catiénico (CSBA). Estas foram preparadas pela técnica de
fus@o-dispersao por ultra-som seguido pelo método modificado descrito por Nimje et
al. (2009) e ap0s foram caracterizadas quanto ao tamanho, indice de polidisperséo e
potencial zeta. Obteve-se tamanho de particula 94,5+1,5 nm, indice de polidisperséo
de 0,086+0,009 epotencial zeta positivo (+10,3+0,6mV) devido a substituicdo dos
grupos carboxilicos com funcionalidades amina na ligagdo do CSBA na NLS.
Estudos de captacdo celular foram avaliados utilizando células cerebrais (BCs) e
HNGCL1 (linhagens de células neuroglial humano). NLS-MTX-CSBA exibiram efeito
citotoxico mais potente quando comparado ao MTX livre. Assim, pode-se considerar
esta formulacdo como potencial veiculo para uma variedade de farmacos

guimioterapicos visando a entrega especifica ao tumor.

RUCKMANI et al. (2006) desenvolveram e caracterizaram NLS contendo
metotrexato para administracdo intravenosa. As particulas de NLS-MTX (com &cido
estearia e lecitina de soja) foram preparadas pelo método de microemulsificacdo dos
lipidios fundidos e subsequiente dispersdo da microemulsdo. Obtiveram tamanho de
particula em torno de 270 nm e 51,3% aprisionamento farmaco. O estudo
farmacoldgico foi realizado em camundongos portadores de EAC (Ascite Ehrlich
Carcinoma), neste estudo foi possivel detectar a melhor atividade antitumoral da
formulacdo desenvolvida (NLS-MTX), ou seja, aumentou o tempo de sobrevivéncia
dos camundongos quando comparado ao controle.
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5.4.3 Lipossomas

Os lipossomas sao sistemas compostos por vesiculas fechadas, esféricas e
formadas por uma ou mais bicamadas de fosfolipideos, sendo assim, um sistema
promissor de liberagdo de medicamentos. O processo de formagao destes sistemas
requer a hidratacdo sob agitacdo de fosfolipideos, para que ocorra a formacao de
uma dupla camada de moléculas anfipaticas. Estruturalmente, assemelham-se as
membranas celulares, sendo biodegradaveis, atdéxicos e nao-imunogénicos. Tais
caracteristicas o0 tornam muito versatil, com inumeras aplicacbes na clinica
(GARCIA, 2014).

As formulacbes de lipossomas ja sdo utilizadas na terapéutica, um bom
exemplo é o primeiro agente quimioterapico lipossomal desenvolvido, a Doxil®
(Doxorubicina lipossomal), aprovado pelo FDA para o tratamento de diversos tipos
de tumores como céancer de célon, mama e melanoma (ALVARENGA et al., 2014).

Entre as principais vantagens dos lipossomas, destacam-se a
biocompatibilidade, pois podem ser aplicados tanto para farmacos hidrofilicos quanto
para hidrofébicos, conforme ilustrado na Figura 8. A baixa eficiéncia de
encapsulacdo de farmacos, principalmente para os hidrofébicos € a principal
desvantagem destes sistemas, além da instabilidade. Entretanto, alterando a
composicdo da bicamada lipidica € possivel melhorar a estabilidade, tal como a

adicao de polimeros adesivos, a exemplo da quitosana e PEG (FENG, 2011)
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Figura 8. Imagem ilustrativa de um corte transversal de umlipossoma, podendo conter farmaco
hidrofébico retido na bicamada lipidica ou farmaco hidrofilico na cavidade interna aquosa.
(Fonte: PIMENTEL et al., 2007)
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PRIVALOVA et al. (2015), investigaram duas formulacbes nanométricas
sendo uma nanoemulsdo contendo docetaxel e outra formulagdo lipossomal
contendo metotrexato. Realizaram estudos de citotoxicidade in vitro em cultura de
células de adenocarcinoma da mama humano MCF-7 através de dois modelos:
cultura em monocamada 2D e modelo 3D baseado em esfer6ides multicelulares
tumorais (MTS). Resultados demonstraram que a viabilidade celular das células em
MTS foi cerca de 1,4 vezes mais elevada comparando com a cultura em
monocamada,indicando que h& maior resisténcia das células. Os autores sugerem
gue MTS seja uma ferramenta promissora para experimentos in vitro, destaca-se por
conseguir restabelecer caracteristicas muito semelhantes a tumores avasculares in

Vivo.

KUZNETSOVA et al. (2009) desenvolveram formulagdes lipossomais
contendo metotrexato na forma de um pré-farmaco lipofilico conjugado diglicérido
(1,2-dioleilglicerol de MTX ou MTX-DG). Caracterizaram a composi¢céo, tamanho e
estabilidade e realizaram experimentos em culturas de células leucémicas humanas
(CEM-CCRF). Os resultados demonstraram que o0 conjugado MTX-DG na
formulacéo lipossomal foi capaz de superar a resisténcia das células tumorais. Os
autores sugerem que isto esta relacionado as proteinas da familia ABC, que séo
proteinas transmembrana e podem participar no desenvolvimento da resisténcia a
antifolatos lipofilicos. Como concluséo, a formulacdo desenvolvida representa um
veiculo eficaz de entrega de farmacos, entretanto requer mais investigacdes quanto

aos parametros farmacocinéticos

DODDOLI et al. (2005) desenvolveram lipossomas polimerizados contendo
metotrexato  (LSP-MTX). No estudo, foram avaliados o0s parametros
farmacocinéticos, estudos de citotoxicidade em linhagem celular THP-1 e captacéo
celular em macrofagos. Os resultados mostram claramente as diferencas
farmacocinéticas entre a forma lipossomal e o farmaco livre, demonstrando que os
lipossomas permitem manter o MTX no interior do pulmdo. Relatam que a

formulacéo lipossomal do MTX aumentou significativamente a acumulagao celular.

PIGNATELLO et al. (2003) desenvolveram formulacbes de lipossomas
multilamelares (MLV), conjugados com MTX-LAA, obtidos a partir de fosfolipidios

com diferentes cargas e composi¢cdo. No estudo, avaliaram a atividade inibitoria
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contra células eritroleucémica humana (K562) comparando com atividade do
farmaco parenteral e dos conjugados livres e discutiram sobre a carga da superficie
e o tipo de conjugado, na forma éster ou forma carboxilico, correlacionando com o
efeito biolégico. Os autores observaram que a encapsulacdo em lipossomas
aumentou o potencial de atividade contra as células tumorais testadas. Os dados
também mostraram que houve influéncia da carga sobre a atividade antitumoral, no
caso de conjugados na forma carboxilico as vesiculas positivas apresentaram efeito
inibitdrio maior enquanto a neutra e a negativa reduziram a atividade do farmaco. Ja
no conjugado na forma éster a atividade mostrou equivalente e/ ou maior nas trés

cargas.

Com o objetivo de caracterizar lipossomas termossensiveis contendo
metotrexato e investigar o seu potencial em melanoma (B16F1) com e sem
hipertermia localizada, SANDIP et al. (2000) desenvolveram uma formulacdo
lipossomal feita de lipidios sintéticos (distearoilfosfatidilcolina-DSPC e
dipalmitoilfosfatidilcolina-DPPC) contendo MTX. Os resultados mostram que
lipossomas-MTX a temperatura sensivel e com hipertermia localizada de uma hora
contribuiram para um sistema de entrega do farmacodevido a reducao do volume e
ao atraso de crescimento significativo, quando comparado ao MTX livre. Mesmo o
sistema lipossomal-MTX sem hipertermia foi vantajoso em relagdo ao farmaco livre.
Os autores sugerem que o efeito da hipertermia para as células tumorais ocorre em
decorréncia das mudancas no fluxo sanguineo, seguido de alteracdes do pH e

tenséo do oxigénio.

5.4.4 Dendrimeros

Os dendrimeros sdo moléculas com estrutura bem definidas, apresentam um
elevado grau de monodispersibilidade e sdo extremamente ramificadas, conforme
ilustrado na Figura 9 (GARCIA, 2014). O termo deriva do grego “dendron” significa
arvore e “meros” parte ou fragdo. Foi produzido pela primeira vez por Donald
Tomalia, na década de 1980 (ROSSI-BERGMANN, 2008).
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Sdo estaveis e podem ser funcionalizados em sua superficie através de
moléculas e ligantes especificos, a exemplo do folato. A encapsulagdo do farmaco
pode ocorrer no nucleo multifuncional, onde ha a protecdo devido a elevada
ramificacdo existente (GARCIA, 2014). A solubilidade, flexibilidade, densidade,
polaridade, a forma, o peso molecular e o tamanho dos dendrimeros sdo muito bem
controlados, dependem da escolha dos componentes estruturais, nucleo central,

grupos funcionais utilizados e das unidades ramificadas (AVTI, 2013).

Figura 9. Esquema ilustrativo de um dendrimero (Fonte: FARAJI, 2009)

Dendrimeros de poliamidoamina(PAMAM) tem sido amplamente investigados
para a entrega de farmacos na terapia do cancer. Sao altamente ramificados e com
estrutura quimica bem definida, sendo facilmente conjugados com diversas
funcionalidades, como por exemplo, o direcionamento de moléculas e farmacos e
como agentes de imagiologia. ZHANG et al. (2011) sintetizaram um dendrimero (G5)
PAMAM conjugado com acido folico e metotrexato, utilizararam para a sintese uma
nova via chamada “onepot” considerada facil, viavel para sintese de larga escala e
reprodutivel. Realizaram estudos de citotoxicidade através do ensaio colorimétrico
“XTT” comparando com outro lote de G5-FA-MTX sintetizado por Cambrex Inc. que
utilizaram para a preparacao a via de sintese classica, ou seja, a conjugacao de FA
e MTX acontece através de ligacdes amida e éster, respectivamente. Os resultados
mostram que tanto o conjugado sintetizado pelos autores quanto o lote Cambrex

foram citotdxicos in vitro e tumoricidas in vivo.

KONG et al. (2009) estudaram dendrimeros G4-PAMAM peguilado com
polietilenoglicol (PEG) através de ligacdes amida. O farmaco utilizado como modelo
foi o metotrexato. Conjugados PAMAM-MTX e PAMAM-PEG-MTX foram

preparados. Avaliaram a atividade antitumoral dos complexos PAMAM-PEG-MTX
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comparando com o farmaco livre e PAMAM-MTX através de administracdo
intravenosa em ratos portadores de tumor S180. Durante o experimento 0s autores
calcularam a taxa de inibicdo do tumor e medicdo do peso médio do tumor. Os
resultados revelaram que a taxa inibitoria do tumor pelo PAMAM-PEG-MTX foi 1,8 e
2,1 vezes maior sobre o complexo PAMAM-MTX e o farmaco livre, respectivamente.
Foi possivel concluir que o conjugado proposto pelos pesquisadores exerceu uma
atividade antitumoral maior, sendo assim, o sistema peguilado sugere ser util no

complexo de entrega do farmaco.

Na tentativa de aumentar a permeabilidade dos sistemas de entrega atraves
da barreira hematoencefalica, diminuir a resisténcia a droga e a fraca penetragao no
tecido do tumor, DHANIKULA et al. (2008) avaliaram veiculos de farmacos para o
tratamento de gliomas. Desenvolveram dendrimeros conjugados com D-
glucosamina carregados com metotrexato, no intuito de aumentar a permeabilidade
e a vetorizacdo ao tumor alvo. Os valores de IC50 foram calculados e dendrimeros
carregados com MTX apresentaram menor IC50 que o MTX livre, sugerindo assim
gque o MTX carregado em dendrimeros aumentou a sua poténcia. Foi avaliada a
eficacia da formulagdo desenvolvida em células U87MG e U343MGA, na qual os
dendrimeros-MTX foram capazes de matar até mesmo as células resistentes ao
MTX. A glicosilacdo elevou a permeacdo cumulativa e desta forma também
aumentou a quantidade de MTX disponivel. O estudo sugere que a glucosamina
utilizada € importante ndo apenas para o direcionamento para tumores gliais, mas
também para obter maior permeabilidade na barreira hematoencefalica. Conclui-se
assim que os dendrimeros conjugados a D-glucosamina carregados com MTX tem

sido um potencial candidato para o tratamento de gliomas.

GURDAG et al. (2006) investigaram a funcionalidade de dendrimeros PAMAM
conjugados com metotrexato em células linfoblastoides de leucemia aguda humana
(CCRF) e de ovéario de hamster chinés (CHO). Dendrimeros PAMAM-MTX
conjugados por ligagdo amida foram sintetizados, sendo que um dendrimero foi
terminado em acido carboxilico e amina do MTX (A — dendrimero anibénico) e outro
terminado com amina e grupo carboxilico do MTX (B — dendrimero catiénico). Os
resultados mostram que o conjugado (A) possui atividade superior em ambas as
linhagens de células quando comparado ao MTX livre. O conjugado (B) néo
apresentou atividade relevante em nenhuma das duas linhagens pesquisadas. Desta
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forma, os pesquisadores constataram que a diferenca da toxicidade dos conjugados
(A) e (B) ligados por amida podem ser indicativas das diferencas na liberacdo do

MTX intracelular, devido as divergéncias da funcionalidade da superficie

KUKOWSKA-LATALLO et al. (2005) avaliaram a eficacia de dendrimeros
poliméricos (PAMAM) conjugados com acido félico, como agente de direcionamento
e acoplados com marcadores fluorescentes ou metotrexato. Este conjugado foi
injetado em camundongos portadores de tumor humano (KB) que super-expressam
o receptor de folato, via intravenosa, comparando-se os resultados com o farmaco
livre e com o polimero sem &cido folico. Os resultados da microscopia confocal
confirmaram a internalizacado dos dendrimeros conjugados com MTX para as células
tumorais. Conclui-se assim, que estes sistemas conjugados com MTX aumentaram a
atividade antitumoral e diminuiram significativamente a toxicidade quando

comparado ao farmaco livre.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel destacar que os estudos cientificos embasam o desenvolvimento
de base nanotecnoldgica, “Drug Delivery Systems”, de forma a possibilitar a
transferéncia de tecnologia para as industrias farmacéuticas. Estes possibilitaram
grandes avancos, inovacao e tecnologia, quando se refere a terapias e tratamentos

ainda nao disponiveis no mercado.

O metotrexato € considerado um promissor agente terapéutico com uso em
um amplo espectro de doencgas tais como o cancer, doencas auto-imunes, psoriase
entre outras. Entretanto, as propriedades farmacocinéticas do farmaco e sua
elevada toxicidade prejudicam o0s resultados terapéuticos dos sistemas
convencionais de entrega do farmaco. A estratégia da nanoencapsulacdo do MTX,
nos diversos estudos apresentados, mostrou-se eficaz, entre o0s beneficios
apresentados estéo:

e Aumento da atividade antitumoral;

¢ Reducao do volume tumoral,

e Maior inibicdo do crescimento e proliferacéo de células tumorais;
e Capacidade de superar a resisténcia das células tumorais;

e Efeito citotoxico mais potente em linhagens de células tumorais;
e Aumento da acumulacgao celular significativa;

e Capacidade de induzir apoptose;

Tais sistemas nanoestruturados descritos neste trabalho refletem uma
variedade de ferramentas para contornar e superar as limitacdes e a toxicidade
apresentada pelo farmaco. Revelam-se, os novos Drug Delivery Systems, muito
atrativos na terapia oncoldgica, demonstrando a potencialidade da nanotecnologia
guando comparado aos sistemas convencionais, possibilitando melhoria da
seguranca e eficacia do farmaco, melhor biodisponibilidade e estabilidade do agente

terapéutico e diminuicédo dos efeitos adversos.
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