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RESUMO

TOBLER, Juliana Palermo. Bases regulatérias para a avaliagdo da seguranca de
medicamentos oncolégicos a base de nanotecnologia. 143f. Dissertacdo Mestrado
Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na IndUstria Farmacéutica — Fundacéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2014.

A nanotecnologia é uma tecnologia transdisciplinar que esta sendo desenvolvida e
aplicada em diversas areas, dentre as quais cabe ressaltar a da sadde, principalmente no que
tange a terapéutica e ao diagndstico. Na oncologia os tratamentos sdo muito prolongados, a
necessidade de exames de imagem é frequente, as doses administradas dos tratamentos séo
muito elevadas e a toxicidade para o paciente €, muitas vezes, o fator limitante da terapia.
Com os avancos da nanotecnologia, espera-se que essas deficiéncias sejam resolvidas ou, pelo
menos, amenizadas, tendo em vista algumas caracteristicas especiais destes materiais.
Entretanto, ainda ndo se tem clara a relacdo entre essas caracteristicas e seus efeitos
toxicologicos. Por isso, é necessario entender se 0s requisitos regulatérios, em termos de
avaliacdo toxicoldgica, para registro de um medicamento com base em nanotecnologia, sdo
capazes de identificar os possiveis riscos advindos desta nova tecnologia. Esse trabalho teve
por objetivo comparar a abordagem regulatéria da EMA, FDA e ANVISA com relacdo a
avaliacdo de nanomedicamentos em comparacdo com medicamentos convencionais. Para isso,
foi analisado o perfil toxicolégico do DOXIL® em relagdo a doxorrubicina convencional. Esse
medicamento foi escolhido para ser analisado por ser o primeiro lipossoma aprovado pelo
FDA, em 1995, e pela importancia da doxorrubicina no tratamento oncol6gico. Foram
analisadas as possiveis deficiéncias dos testes requeridos pelas agéncias reguladoras e quando
possivel foi sugerido procedimentos para sua melhoria. Ainda nesse sentido, foi destacada a
importancia do compartilhamento de experiéncia sobre a regulamentacdo da nanomedicina
entre 0s paises e, mais especificamente, seu potencial para impulsionar o desenvolvimento
dessa area no Brasil. Pode-se concluir que os testes toxicoldgicos preconizados atualmente
pelas agéncias reguladoras dos Estados Unidos da América, Unido Europeia e no Brasil,
apesar de estarem alinhados, ndo sdo especificos para a avaliacdo de nanomedicamentos. Em
base as informacdes disponiveis, ndo se pode garantir que os dados gerados pela bateria de
testes solicitada sejam confiaveis para o estabelecimento de uma relacdo risco/beneficio
robusta para 0s nanomedicamentos. Além disso, foram demonstradas muitas das limitacdes
desses testes e algumas sugestdes de melhorias para a condugdo dos mesmos. Ainda nesse
sentido, foi ressaltada a importdncia da caracterizacdo bio-fisico-quimica de cada
nanomedicamento submetido as analises. Com relacdo a bateria de testes toxicol6gicos
solicitada para a avaliacdo do DOXIL®, pode-se concluir que seu perfil de seguranca néo
pode ser adequadamente estabelecido pelos testes realizados. Entretanto, os dados de pds-
comercializacdo demonstraram que seu perfil de toxicidade esta bem estabelecido e que
manteve alinhamento com os resultados obtidos durante o seu desenvolvimento. Nao se pode,
entretanto, extrapolar este mesmo comportamento para outros casos, 0s quais deverdo seguir
normativas atualizadas. A luz dessas diferencas e limitacdes, este estudo traz a discussdo os
esforgos para entender melhor a aplicabilidade dos requisitos atuais de avaliacdo toxicologica
para aprovacao de nanomedicamentos e visa contribuir com a ANVISA para a implementacéo
de um programa de avaliagdo toxicologica robusto para garantir o desenvolvimento seguro da
nanomedicina.

Palavras-chave: Nanomedicina. Seguranca. Toxicologia. Regulamentagéo. ANVISA.
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ABSTRACT

Regulatory basis for the safety assessment of nanotechnology-based cancer drugs.

Nanotechnology is a transdisciplinary technology which is under developement and is being
applied in various fields, among those it is worth highlighted in health, especially with regard
to the therapy and diagnosis. Oncologic treatments are very long and expensive, the need for
imaging studies is frequent, treatment doses are very high and toxicity is often the limiting
therapy factor for patients. The advances in nanotechnology bring a promise expectation to
overcome these deficiencies and even mitigate it, taking into consideration some particular
characteristics of these materials. However, there is still no clear relationship between these
characteristics and their toxicological effects and more studies on this field need to be done in
order to validate this as an efficient therapy alternative for those patients. Therefore, it is
necessary to understand if the current regulatory requirements in terms of toxicological
assessment for registration of a drug based on nanotechnology are able to identify the possible
risks arising from this new technology. This study aimed to compare the regulatory approach
of the EMA, FDA and ANVISA regarding the evaluation of nanodrugs compared with
conventional medicines. For this, the toxicological profile of DOXIL® compared to
conventional doxorubicin were reviewed. This product was chosen to be analyzed by being
the first liposome approved by FDA in 1995, and the importance of doxorubicin in cancer
treatment. Possible shortcomings of the tests required by regulatory agencies and possible
suggested procedures for improvement were analyzed. Also in this sense, was highlighted the
importance of sharing experience on nanomedicine regulation across countries, and more
specifically, its potential to boost the development of this area in Brazil. It was concluded that
toxicological tests currently recommended by regulatory agencies in the United States,
European Union and Brazil, although they are aligned, are not specific to the assessment of
nanodrugs. Based on the available information, it cannot guarantee the reliability of the data
generated through the battery of tests required for establishing a robust risk / benefit ratio for
nanodrugs. Moreover, were demonstrated many of the limitations of these tests and some
suggestions for improvement on the conduction of such investigations. Also in this sense, was
highlighted the importance of biophysicochemical characterization of each nanomedicine
subjected to analysis. It could be concluded that the DOXIL® safety profile were not
adequately represented by the toxicological tests performed for regulatory approval. However,
the post-marketing data sustain that its toxicity profile is well established and maintained in
alignment with the results obtained during its development. Notwithstanding, it is not possible
to extrapolate the same behavior for other cases, which should follow new standards. In light
of these discrepancies and limitations, this study brings to discussion the efforts to understand
better the applicability of current toxicological assessment requirements for nanomedicines
approval and aims to contribute with ANVISA to implement a robust toxicological
assessment program to guarantee the safe development of nanomedice.

Keywords: Nanomedicine. Safety. Toxicology. Regulation. ANVISA.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia (NN) é uma ciéncia transdisciplinar, que esta sendo desenvolvida e
aplicada em diversas areas, tais como: automotiva, téxtil, de materiais esportivos,
telecomunicacdes, eletronica, alimentos, beleza, dispositivos médicos, testes diagnosticos,
farmacéutica, dentre outras (LAUTERWASSER, 2005; BOWMAN; HODGE, 2006; ABDI,
2010). Até 2011 ja estavam no mercado mais de 1.300 produtos com base em nanotecnologia,
de acordo com o inventario de The Project on Emerging Nanotechnologies (CONSUMER
PRODUCTS INVENTORY, 2013). Além desses, existem muitos outros produtos em
diferentes fases de desenvolvimento.

Dentre essas areas, cabe ressaltar a importancia da nanotecnologia para a area da
salde, principalmente no que tange a terapéutica e ao diagnéstico (MURDAY et al., 2009), j&
que é notoria a necessidade de sistemas terapéuticos e de diagndsticos mais eficientes,
principalmente quanto a relacdo risco/beneficio para os pacientes (SHI, 2011).

Nesse sentido, uma das areas nas quais existe maior exposi¢do a toxicidade dos
tratamentos e agentes diagnosticos tradicionais é a oncologia. Nesta area, 0s tratamentos sdo
muito prolongados, a necessidade de exames de imagem é frequente e as doses administradas
dos tratamentos sdo muito elevadas. Além disso, é comum a utilizacdo de terapias
combinadas, pois existem muitos mecanismos de resisténcia as terapias convencionais onde
os farmacos sdo distribuidos de forma néo especifica no organismo (FERRARI, 2005; DAVIS
etal., 2008; HALEY; FRENKEL, 2008).

Ressalta-se, ainda, que existem muitos tipos diferentes de cancer e para cada um
existem distintos fatores progndsticos ou marcadores bioldgicos, 0s quais
conferem peculiaridade aos pacientes, ainda que portem 0 mesmo tipo de cancer.
Essas peculiaridades interferem na efetividade e na tolerabilidade dos tratamentos (DEROSE
etal., 2011; MENDELSOHN, 2013; LIU et al., 2014).

Isto posto, a despeito das melhorias na eficiéncia dos tratamentos convencionais ao
longo dos ultimos anos, a maioria dessas formulagGes estdo associadas a varios desfechos e
sintomas negativos para 0 paciente, como: toxicidade sistémica, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, toxicidade vascular, infertilidade, complicacdes tromboembdlicas, perda de
cabelo, nauseas, vomito, infarto do miocéardio, dentre outras. Além das dificuldades em

termos de administracdo e aderéncia dos pacientes aos tratamentos (MADANI et al., 2011).



Com os avancos da nanotecnologia, espera-se que essas deficiéncias sejam resolvidas
ou, pelo menos, amenizadas, tendo em vista algumas caracteristicas dos nanomateriais, tais
como: elevada razdo superficie/volume (maior carreamento de principio ativo), forma e
tamanho (facilitando a captacdo pela célula alvo - efeito da permeabilidade e retencédo
aumentadas - EPR), introducdo de moléculas direcionadoras e melhorias fisico-quimicas do
nanossistema (tempo de circulacdo sanguinea aumentado, evasdo do sistema reticulo-
endotelial, direcionamento eficaz e acimulo nos locais de destino) (MAEDA et al., 2000;
JAIN; STYLIANOPOULOQS, 2010; DOANE; BURDA, 2012).

Grande parte desses beneficios ainda ndo estd traduzida em medicamentos
comercialmente disponiveis no mercado. Para o tratamento do c&ncer podemos citar: o
Doxil/Caelyx®:, Abraxane®, Myocet® e Daunoxome® (HUYNH et al., 2009; DESAI, 2012;
PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012; SVENSON, 2014). Neste caminho arduo da ciéncia em
busca de nanomedicamentos e nanodispositivos, deve-se levar em consideracdo, de forma néao
menos importante, a adequada caracterizacdo do perfil de toxicidade inerente a esses novos
materiais. Apesar de algumas publicacdes mostrarem efeitos toxicologicos das nanoparticulas
nas células, a natureza desta citotoxicidade ainda ndo estd esclarecida (ELSAESSER,;
HOWARD, 2012).

De fato, a populacdo ja estd exposta aos efeitos benéficos e aos potenciais riscos
dessa nova tecnologia. Sendo assim, € importante entender e caracterizar esses materiais
adequadamente, bem como compilar e disponibilizar essa informacdo para a comunidade
cientifica, a industria, os érgdos reguladores e para a sociedade como um todo.

A justificativa para a escolha deste tema da-se pela importancia da toxicicidade dos
nanomateriais para os pacientes. Por isso, é necessario entender se 0s requisitos regulatorios,
em termos de avaliagdo toxicoldgica, para registro de um medicamento com base em NN, sdo

capazes de identificar os possiveis riscos advindos desta nova tecnologia.

! DOXIL® e Caelyx® sdo os dois nomes comerciais da doxorrubicina lipossomal peguilada da Schering-Plough,
sendo DOXIL® o0 nome registrado nos Estados Unidos e Caelyx® na Europa e no Brasil.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanotecnologia

Inicialmente, importa destacar algumas consideracGes que terdo por finalidade
elucidar pontos essenciais e situar o leitor no contexto do conteudo a ser analisado. Destaca-
se, para tanto, que a palestra do pesquisador Richard P. Feynman em 29 de dezembro de 1959
é considerada como marco inicial da concepcao da ideia da NN, mesmo sem que este tenha
utilizado diretamente o termo nanotecnologia (FEYNMAN, 1960).

Durante seu discurso, o referido pesquisador procurou incitar a possibilidade de
existir um fendmeno complexo que teria uma infinidade de aplicagGes. Esse fendmeno seria a
capacidade de manipular e controlar materiais em uma escala extremamente pequena. Além
disso, nessa escala incrivelmente minuscula, existiria tanto espaco que viabilizaria um mundo
de possibilidades, como, por exemplo, escrever toda a enciclopédia britanica na cabeca de um
alfinete ou, mais ainda, escrever todo o contetdo de todos os livros do mundo em um pedaco
de papel ndo maior ou mais pesado que uma carta normal (FEYNMAN, 1960)-.

Ja em 1974, o pesquisador japonés Norio Taniguchi utilizou diretamente o termo
nanotecnologia quando descrevia um processo de semicondutores. Esta foi considerada a
primeira utilizacdo deste termo (TANIGUCHI, 1974).

A partir da década de 80, a convergéncia de descobertas cientificas possibilitou um
consideravel avanco da nanotecnologia. Dentre esses avangos, pode-se citar 0
desenvolvimento do microscopio de varredura por tunelamento, em 1981, que possibilitou a
visualizacdo de superficies em nivel atbmico (BINNIG; ROHRER, 1987a; 1987b).

Outro marco importante que levou ao aumento da popularizacdo da nanotecnologia
foi a publicacdo do livro Engines of creation: The coming era of nanotechnology, do
pesquisador Eric Drexler, em 1986. A nanotecnologia, a partir da visdo do professor Drexler,
também ficou conhecida como Nanotecnologia Molecular (DREXLER, 1986).

Desta forma, as nanoparticulas (NPs) tornaram-se uma ferramenta importante para
muitas inddstrias, incluindo a farmacéutica, sendo que, ao longo das Gltimas duas décadas,
varios produtos com base em NN de primeira geracdo entraram no mercado (SHI et al.,
2011).



Com o inicio da evolucdo dos conceitos e a manipulacdo da matéria, pdde-se notar
que seria necessaria uma abordagem transdisciplinar para que todas as facetas dessa nova
tecnologia pudessem ser estudadas, compreendidas e aplicadas (HADORN, 2008).

Quanto mais conhecimento é gerado nessa area, maior € a complexidade para
solucionar os desafios insurgentes. Observa-se que as &reas envolvidas ndo podem ser
simplesmente separadas e linearmente analisadas para se encontrar solu¢Bes Unicas, como
preconiza a metodologia cartesiana. Nesse pequeno e vasto mundo da nanotecnologia, estéo
entremeados conceitos e problematicas de diversas ciéncias - bioldgicas, exatas, sociais e
humanas.

Desse universo de discussbes sobre nanotecnologia, surge a necessidade de
uniformizar os conceitos utilizados. Essa padronizacdo é necessaria para que o conhecimento
gerado possa ser analisado, comparado, compilado e utilizado por diversos pesquisadores,

orgdos regulamentadores, industrias e membros da sociedade em geral, entre outros.

2.1.1 Definicdo

Entre as diferentes agéncias regulatérias e o0s centros de pesquisa existem
divergéncias quanto a definicdo do que seria nanotecnologia (LOVESTAM et al., 2010). Para
efeito deste trabalho, a nanotecnologia é o entendimento e controle da matéria e processos em
nanoescala, tipicamente, mas ndo exclusivamente, abaixo de 100 nandmetros, em uma ou
mais dimensdes, onde o aparecimento de fendmenos dependentes do tamanho normalmente
permite novas aplicacbes do material. Essa € a conceituacdo utilizada pela Organizacdo
Internacional de Padronizacdo (ISO), bem como para propositos regulatérios na Unido
Europeia (I1SO, 2010).

Vale citar que, nos Estados Unidos da America, a Food and Drug Administration
(FDA) - agéncia regulatéria americana - apesar de ainda ndo ter uma definicdo formal
estabelecida para materiais/produtos nanotecnoldgicos, os considera como produtos formados
por particulas que tenham pelo menos uma de suas dimens@es entre 1 e 100 nm, ou produtos
que demonstrem propriedades ou fendmenos, incluindo propriedades fisico-quimicas ou
efeitos bioldgicos, que sejam atribuidos a sua dimensdo, mesmo que esteja fora da dimensao

anteriormente mencionada (FDA, 2012).



Neste contexto, € importante mencionar que ainda existem muitas discussfes em
curso sobre o que deveria ser considerado para a definicdo de material/produto
nanotecnoldgico: tamanho, forma, carga, relacdo superficie-volume e outras propriedades
fisico-quimicas da particula formadora do material.

Dentre as possiveis defini¢cdes, importa ressaltar uma que vem sendo empregada cada
vez mais nas publicagbes cientificas: nanomaterial é definido como qualquer material
fabricado intencionalmente, contendo particulas em estado desagregado, agregado ou
aglomerado - onde pelo menos 50% das particulas na distribuicdo quantidade/tamanho possui
uma ou mais dimensdes externas entre 1 e 100 nm. Quando pautado por preocupacdes para
com 0 meio ambiente, a salde, a seguranca ou a competitividade, o limiar da distribuicéo
guantidade/tamanho pode ser considerado de 1 — 50% (UE, 2013).

Além disso, fulerenos, flocos de grafeno e nanotubos de carbono com parede Unica
de carbono com uma ou mais dimensdes abaixo de 1 nm devem ser considerados
nanomateriais. Onde seja tecnicamente factivel e solicitada por regulamentacdo especifica, a
aderéncia a esta definicdo pode ser determinada pela relacdo superficie/volume. Um material
pode ser considerado nanomaterial desde que a relacdo superficie/volume especifica do
material seja maior que 60 m*cm?® (UE, 2013).

Entretanto, materiais que estejam incluidos na definicdo original e possuam relacdo
superficie/volume menor que 60 m%cm?® seguem sendo considerados nanomateriais - Essa
definicdo é recomendada por um relatorio recentemente publicado pela Unido Europeia
(Nanosafety — Risk Governance of Manufactured Nanoparticles) (FLEISCHER; JAHNEL,
SEITZ, 2012), que teve como foco principal definir alguns termos para finalidades
regulatorias, sendo certo que ja se encontra prevista a revisao dessa definicdo para 2014.

Dentre outros motivos para a limitagdo da nanoescala entre 1 e 100 nm, estad a
preocupacdo em realmente restringir os produtos que necessitam ser submetidos a analise
regulatoria diferenciada e que esse critério seja 0 mais claro possivel, tanto para as industrias,
quanto para as agéncias regulatorias. Essa definicdo ndo tem a intencdo de identificar quais
materiais sdo perigosos ou ndo (FLEISCHER; JAHNEL,; SEITZ, 2012).

Como forma de ilustrar a magnitude da escala nano, segue abaixo figura comparativa

entre estruturas nanomeétricas e macroscopicas (figura 1).
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Figura 1: Comparativo entre o tamanho dos nanomateriais e outras estruturas. Fonte: KIM; RUTKA;

2.1.2 Técnicas de estruturacdo de nanomateriais

Ha uma grande variedade de técnicas para a estruturacdo de nanomateriais, dentre as

quais existe variabilidade quanto a qualidade do produto fabricado, a velocidade e ao custo de
fabricacdo. Essas técnicas de fabricacdo sdo divididas em duas categorias: 'bottom-up' e 'top-
down' (SOCIETY, 2004).

A fabricagdo ‘bottom-up’ se baseia na construcao de estruturas, &tomo por &tomo ou
molécula por molécula. Essa técnica pode ser dividida em trés categorias: sintese quimica,



automontagem e montagem posicional. Somente nessa Ultima categoria 0s atomos ou
moléculas podem ser colocados deliberadamente um-a-um. Nas outras categorias um grande
numero de atomos, moléculas ou particulas sdo utilizados ou criados por sintese quimica e,
em seguida, se organizam de forma natural em estruturas especificas (SOCIETY, 2004).

Na fabricagdo ‘top-down’, isto ¢, de cima para baixo, parte-se do material
macroscopico, por procedimentos de decapagem, moagem ou por remocdo de material
excedente, o que pode ser feito por meio de diferentes técnicas, tais como engenharia de
precisdo e litografia (SOCIETY, 2004; CANELAS; HERLIHY; DESIMONE, 2009).

2.1.3 Métodos de caracterizacdo dos nanomateriais

A caracterizacdo adequada de qualquer material é de extrema importancia para sua
correta classificacdo (WARHEIT, 2008). Os critérios de classificacdo podem variar de acordo
com o tipo de material analisado, mas, infelizmente, nem sempre esses critérios estdo
definidos para todos os casos. Dentre esses casos, incluem-se 0s nanomateriais. Diante desse
contexto, observa-se a necessidade de se avaliar, primeiramente, quais séo 0s reais requisitos
a serem caracterizados, de forma que possam ser amplamente aceitos e incorporados a préatica
de todos os profissionais que trabalham com nanotecnologia (CRIST et al., 2013).

No caso dos nanomateriais, ndo € importante apenas o tamanho, mas também a
existéncia de determinadas propriedades (6ticas, magnéticas, mecanicas, cataliticas, elétricas
etc.) que, de alguma forma, estdo relacionadas com outras peculiaridades do material em
analise, conferindo-lhe funcdo adicional. Nesse caso, por tratar-se de caracteristicas ainda ndo
completamente compreendidas, faz-se necessario caracterizar, de forma valida, precisa e
fidedigna, o conjunto de peculiaridades conferidas a este material (POWERS et al., 2007,
WARHEIT, 2008; BERHANU, 2009; LANDSIEDEL et al., 2009; SAYES; WARHEIT,
2009; JORIS, 2013).

Somente assim sera possivel planejar de forma racional a bateria de testes a que esses
nanomateriais deveriam ser submetidos, para serem utilizados como nanomedicamentos, por
exemplo, assim como para enriquecer a analise e discussdo de possiveis resultados obtidos
desses testes, pois, como se sabe, boa parte das davidas em relacdo as questfes toxicoldgicas

geradas atualmente, repousa na ainda inconclusiva caracterizacdo de alguns materiais



(POWERS et al., 2007; WARHEIT, 2008; BERHANU, 2009; LANDSIEDEL et al., 2009;
SAYES; WARHEIT, 2009; JORIS, 2013).

Uma variedade de técnicas tem sido desenvolvida ou adaptada para a caracterizacao
de nanomateriais, incluindo microscopia, espectroscopia, espectrometria, técnicas
cromatograficas etc. E importante notar que as diferentes técnicas adequar-se-ao as diferentes
apresentacdes do material em andlise (por exemplo, aerossois, suspensdes etc.) e, em muitos
casos, nenhuma técnica isolada sera capaz de satisfazer completamente 0s requisitos para a
caracterizacdo de um nanomaterial. Além disso, vale lembrar que o0 momento e o local de
onde é retirada a amostra para caracterizagdo também podem impactar no resultado obtido e,
por consequéncia, impactar na comparabilidade dos dados disponiveis na literatura.

A titulo de ilustracdo, sem a intencdo de exaurir as opg¢des de técnicas de avaliacdo,
pode-se notar a variabilidade de técnicas de caracterizacdo disponiveis para nanomateriais na
Tabela 1, que segue abaixo. Essa tabela foi extraida do guia de procedimento dos Estados
Unidos sobre o formato no qual as informagdes sobre nanomateriais devem ser informados ao

orgdo regulador para sua avaliacdo (FDA, 2010).

Tabela 1: Métodos Comuns para Avaliacdo de Nanomateriais.

Propriedades Técnicas de avaliacédo

MORFOLOGIA

Tamanho (particula primaria) TEM, SEM, AFM, XRD

Tamanho (agregado/aglomerado) TEM, SEM, AFM, DLS, FFF, AUC, CHDF, XDC,

HPLC, DMA(L)

Distribuicao de tamanho TEM, SEM, AFM, DLS, AUC, FFF, HPLC, SMA

Massa molar SLS, AUC, GPC
Estrutura/Formato TEM, SEM, AFM, NMR
Estabilidade (estrutura 3D) DLS, AUC, FFF, SEM, TEM
SUPERFICIE

Area de superficie

BET

Carga de superficie

SPM, GE, METODOS DE TRITACAO

Potencial Zeta

LDE, ESA, PALS

Composicao da superficie da particula

SPM, XPS, MS, RS, FTIR, NMR

Cobertura da superficie da particula

AFM, AUC, TGA

Reatividade da superficie

Varia com o nanomaterial

Interacdo superficie-nucleo

SPM, RS, ITC, AUC, GE

Topologia

SEM, SPM, MS

QUIMICA

Composicao quimica (nlcleo e superficie)

XPS, MS, AAS, ICP-MS, RS, FTIR, NMR

Pureza

ICP-MS, AAS, AUC, HPLC, DSC

Estabilidade (quimica)

MS, HPLC, RS, FTIR




Propriedades Técnicas de avaliagdo

Solubilidade (quimica) Varia com o nanomaterial

Estrutura quimica NMR, XRD

Estrutura cristalina XRD, DSC

Atividade catalitica Varia com o0 nanomaterial

OUTRAS

Preenchimento do nanomaterial com MS, HPLC, UV-Vis, varia com 0 hanomaterial
farmaco

Poténcia e funcionalidade do nanossistema  Varia com o0 nanomaterial

Deteccéo de liberacdo do ativo in vitro UV-Vis, MS, HPLC, varia com o nanomaterial
Deformabilidade AFM, DMA(2)

Siglas mantidas em Inglés devido a sua ampla utilizacdo. Traducdo disponivel na lista de siglas.
Fonte: FDA, 2010.

2.2 Aplicacbes da nanotecnologia na medicina

A aplicagdo da nanotecnologia na area médica (tratamento, diagndstico,
monitoramento e controle de sistemas bioldgicos) da-se o nome de “nanomedicina”. Os
projetos de pesquisa nesta area exploram, principalmente, formas de vetorizacdo de farmacos,
sua liberacdo e acdo no local e sistemas diagnosticos mais eficazes e menos invasivos
(MURDAY et al., 2009; KIM; RUTKA; CHAN, 2010; WANG; BILLONE; MULLETT,
2013).

Nesse contexto, vale ressaltar a importancia das pesquisas na identificacdo de alvos
terapéuticos especificos (célula e receptores), o percurso que o farmaco deve fazer para
alcancar seu local de agdo e os tipos de interagdes necessarias para que possa gerar sua
resposta bioldgica para uma condicdo clinica especifica. A partir desse conhecimento, as
pesquisas em nanomedicina podem desenvolver-se de forma mais consistente e eficaz, pois,
com o desenvolvimento de novas tecnologias em escala nanométrica, pretende-se mudar as
bases da prevencdo, tratamento e diagndstico disponiveis atualmente (EUROPEAN
MEDICAL RESEARCH COUNCIL, 2005).

Considerando os medicamentos existentes no mercado, pode-se dizer que ainda nédo
dispdem de um sistema muito elaborado de liberacdo e direcionamento do farmaco, mas,
mesmo assim, tem-se demonstrado melhoria dos perfis de tolerabilidade e de eficacia de

alguns medicamentos tradicionais (ARORA et al., 2012). Nesse sentido, apesar do seu



10

enorme potencial, a translacdo de NPs da bancada para as prateleiras das farmécias tem
enfrentado desafios consideraveis (SHI et al., 2011).

Um problema significativo tem sido a dificuldade no desenvolvimento de NPs-alvo,
com propriedades bio-fisico-quimicas 6timas, através de processos de fabricacdo robustos que
facilitem o escalonamento (scale up) e a manufatura. Atualmente, os esforcos estédo centrados
no desenvolvimento de NPs através de automontagem por processos de alto rendimento, para
facilitar a triagem, o desenvolvimento e a fabricacdo de NPs com estas propriedades distintas
(SHIl et al., 2011).

A superagdo destas dificuldades mostra-se importante, pois, em razdo de seu
tamanho nano, os nanomedicamentos oferecem vantagens sobre 0s medicamentos
convencionais. De acordo com Parveen e colaboradores (2012), algumas possiveis vantagens
em utilizar nanoparticulas séo:

1) Aumentar a solubilidade aquosa do principio ativo.

2) Proteger o principio ativo da degradag&o.

3) Possibilitar uma liberacdo prolongada do principio ativo.

4) Melhorar a biodisponibilidade do principio ativo.

5) Melhorar o direcionamento do ativo para o sitio de acéo.

6) Melhorar o perfil de toxicidade do medicamento.

7) Possibilitar o desenvolvimento do medicamento para diversas vias de
administracao.

8) Permitir o desenvolvimento mais rapido de formulacdes.

9) Permitir o diagndstico mais precoce do cancer e de seus marcadores

biologicos.

No estudo de Elbakry e colaboradores (2012) é demonstrado o beneficio de se
utilizar sistemas nanoparticulados (nanoparticulas de ouro - Au) para 0 transporte e
direcionamento de medicamentos. Nesse estudo, € feita a comparacdo ndo apenas entre o
tamanho da particula (20, 30, 50 e 80 nm) e sua endocitose na célula de destino, mas também
com a quantidade de principio ativo a ser entregue em cada célula pelo sistema Au-PElI
(AuNP-acido nucleico-polietilenoimina). Como resultado deste estudo, foi demonstrado que o
sistema nanopaticulado final de 88 nm (20 nm de Au, 12 nm de cobertura e 56 nm de corona
proteica) levou ao maior nimero de nanoparticulas e moléculas terapéuticas de ADN por
célula, bem como permitiu maiores concentracbes de polietilenoimina, um agente

reconhecidamente toéxico.
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Ainda nesse sentindo, o estudo de Gao e colaboradores (2013) demonstra a utilizagdo
de nanoparticulas para aprimorar a formulagéo de principios ativos pouco sollveis, como é o
caso do lapatinibe (inibidor reversivel da autofosforilagdo de ambos os receptores tirosina-
quinase HER1 e HERZ2). Isso porque, atraves da incorporacdo do lapatinibe em uma
nanoparticula similar a uma lipoproteina (LTNP — corona lipidica e nucleo de lapatinibe e
albumina), pode-se demonstrar significativa melhora em sua endocitose na célula de destino,
assim como inducdo de apoptose.

Hoshino e colaboradores (2012) discutem em seu trabalho a possibilidade de se
utilizar as nanoparticulas como biodetoxificadores (ou antidotos), mas existem muitos
desafios para se alcangar uma nanoparticula que tenha alta afinidade e capacidade de carrear
essas toxinas. Além disso, deve-se levar em consideracdo o perfil de toxicidade desta
nanoparticula com sua corona proteica, pois, como ja se sabe, essas proteinas adsorvidas
podem alterar ou suprimir o desempenho esperado. Nesse estudo foi usada a melitina,
principal constituinte do veneno da abelha, e foi demonstrado que a administracdo das
nanoparticulas, apds a exposicdo a toxina, reduziu a mortalidade dos camundongos.

Entretanto, enquanto nanomedicamentos oferecem beneficios promissores, €
preocupante que as propriedades inerentes das nanoparticulas, como o seu tamanho, forma,
potencial de aglomeracédo e agregacao, e quimica de superficie, possam afetar adversamente a
seguranca da sua utilizacdo (HOCK; YING; WAH, 2011).

Além disso, de acordo com Hock e colaboradores (2011) atualmente ndo ha
diretrizes regulamentares desenvolvidas especificamente para nanomedicamentos, devido a
limitagdes, incluindo o conhecimento insuficiente sobre o comportamento das nanoparticulas,
a auséncia de nomenclatura padronizada e falta de validacdo da metodologia para avaliacdo e
caracterizacdo de nanoparticulas. E mais, estas limitacdes, acrescidas a falta de pessoal
qualificado, o protocolo de seguranca especifico e o controle ineficaz de contaminagdo de
nanoparticulas, desafiam as atuais exigéncias das boas praticas de fabricacdo relativas a
producdo de nanomedicamentos. Por estas razGes, autoridades regulatérias estdo buscando
melhorar exigéncias para o controle dos processos de fabricacdo, qualidade do produto e de
seguranga dos nanomedicamentos.

Assim, & medida que cresce o conhecimento sobre nanotecnologia, cresce também o
numero de debates sobre sua importancia e seus impactos para a sociedade. Dentre os topicos
discutidos, estdo os fatores sociais, éticos e possiveis impactos a salde dos organismos
expostos (FLEISCHER; JAHNEL,; SEITZ, 2012).
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2.3 Aplicagao da nanomedicina em oncologia

2.3.1 Epidemiologia do cancer no Brasil e no mundo

De acordo com os dados do Globocan 2012, houve 14,1 milhdes de casos novos de
cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo, em 2012.

Cerca de 30% das mortes por cancer estdo relacionadas aos cinco principais fatores
de risco: elevado indice de massa corporal, baixa ingestdo de frutas e legumes, sedentarismo,
tabagismo e consumo de alcool (WHO, 2014). O tabagismo é o fator de risco mais importante
para o cancer, sendo responsavel por mais de 20% dos 6bitos por cancer globais e cerca de
70% dos dbitos globais por cancer de pulméo (WHO, 2014).

Mais de 60 % do total anual dos casos novos de cancer no mundo ocorrem na Africa,
Asia e América Central e do Sul. Estas regides sdo responsaveis por 70 % das mortes por
cancer no mundo (WHO, 2014).

Em 2030, a expectativa global é de 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2
milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da
populacdo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e nas mortes por doencas infecciosas
em paises em desenvolvimento (INCA, 2014).

No Brasil, a estimativa para os anos de 2014 e 2015 mostra a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer. O cancer de pele do tipo ndo melanoma
(182 mil casos novos) sera 0 mais incidente na populacéo brasileira, seguido pelos tumores de
préstata (~69 mil), mama feminina (~57 mil), colon e reto (~33 mil), pulméo (~27 mil),

estdbmago (~20 mil) e colo do atero (~15 mil), conforme Figura 2. (INCA, 2014)
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Localizagéo primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prostata £8.800 22,8% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Brénquio e Pulmao 16.400 5,4% Golon e Reto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5.7%

Estémago 12.870 4.3% Traqueia, Bronquio e Puimdo  10.930 4.0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Gléndula Tireoide 8.050 2.9%

Esdfago 8.010 2,6% Estbmago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% QOvirio 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sisterna Nervoso GCentral 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

*Nameros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

Figura 2: Estimativa de Novos Casos por Tipo de Cancer no Brasil. Fonte: INCA, 2014.

2.3.2 Patogenia do cancer

Atualmente, a definicdo cientifica de céancer refere-se ao termo neoplasia,
especificamente aos tumores malignos, como sendo uma doenca caracterizada pelo
crescimento descontrolado de células transformadas.

Existem, aproximadamente, 200 tipos diferentes de céancer conhecidos até o
momento. Estes se diferenciam por sua capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, vizinhos ou
distantes (MADANI et al., 2011; INCA, 2014).

Em 2000, os pesquisadores Hanahan e Weinberg propuseram o conjunto de seis
marcadores essenciais para o entendimento da complexidade das doencas neoplésicas.
Basicamente, o conceito dessa publicacdo fundamentava a origem do cancer como sendo a
progressao de células normais que, ao longo do tempo, adquirem caracteristicas novas. Essas
caracteristicas diferenciam as células novas das células originais, dando a elas a capacidade de
se tornarem malignas.

A organizacdo dessas novas células e suas novas habilidades demonstram que o
cancer ndo é somente um aglomerado de células que se proliferam infinitamente, mas sim
uma doenga complexa, que se desenvolve atraves do estabelecimento de novos processos e
interacOes que possibilitam sua sobrevivéncia. Dentre essas interagdes, destaca-se o papel das
células adjacentes as células neoplasicas. Essas células tém participacdo ativa na formacéao e
manutencdo do cancer. Por isso, para se entender realmente a fisiopatologia dessa doenca,
faz-se necessario entender todo seu microambiente (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Em 2011, esses mesmos pesquisadores publicaram uma atualizacdo do artigo

mencionado acima. Nessa atualizacdo foram incluidos mais detalhes sobre cada marcador e
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novos marcadores e caracteristicas, a luz do conhecimento cientifico gerado na década que se
sucedeu (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Dentre esses marcadores fundamentais estdo: a autossuficiéncia em sinais de
crescimento, a dessensibilizacdo aos fatores antiproliferativos, a habilitacdo da invasao
tissular e a formagdo de metéastases, a capacidade replicativa ilimitada e a ativacdo da
angiogénese. Em 2011 foram adicionados: a desregulacdo energética da célula, a promocao da
inflamacéo pelas células cancerigenas, a habilidade de se proteger do sistema imunoldgico e a
instabilidade genémica e estimulo a mutacdes, como mostrado na Figura 3 (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Manutengdo da Dessensibilizagdo aos
sinalizagdo supressores de
proliferativa crescimento tumoral

Evasdo do
sistema

energética da célula' %munolégico
S
- Co. Q\’ N (o N
( %“ O .'_ !
oS

Resisténcia a
morte celular

Ativacdo da
) <« imortalidade
replicativa

Promogéo da
inflamagdo
pelo tumor

Instabilidade
genomica &
mutagdo

Indugéo da Ativacdo da
angiogénese invasdo e
metastase

Figura 3: Patogenia do Cancer. Fonte: HANAHAN; WEINBERG, 2011.

Deve-se estudar e entender todas essas caracteristicas como fatos conjuntos e nédo
isolados. Todos esses processos ocorrem em paralelo na célula cancerigena, sempre que
necessario. Seria como se a célula neoplasica fosse um tanque de guerra de Ultima geracéo,
onde tudo que fosse necessario para cumprir sua funcdo fosse acionado por diversos botdes do
seu painel de comando e, além disso, esse tanque fosse aprendendo novas fun¢des de acordo
com as necessidades. Abaixo estdo mais detalhes de cada uma dessas caracteristicas citadas
anteriormente.

Dentre os processos mais importantes para serem adaptados na célula cancerigena
estd o controle dos mecanismos necessarios para a manutencao da sua proliferacdo. O tecido
normal possui um controle bem sincronizado entre suas vias de sinaliza¢do para o controle do

seu crescimento, tantos sobre os fatores que estimulam, como sobre os que inibem a
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proliferacdo. Conforme bem explicado no artigo em comento, “desregulando essas
sinalizagoes, as células cancerigenas se tornam donas dos proprios destinos ™.

Para tanto, as células cancerigenas podem utilizar-se de varios mecanismos, dentre
eles: producdo propria de fatores de crescimento, que fariam o estimulo autocrino; estimulo
das células normais do tecido adjacente ao tumor a gerarem fatores de crescimento que sao
utilizados pelas celulas cancerigenas; aumento ou diminui¢do da expressdo de receptores de
fatores de crescimento na superficie celular e ativacdo constitutiva de componentes da cascata
de sinalizacdo de crescimento celular, através de mutagcdes somaticas (i.e., pos-zigéticas) dos
genes ligados a essa cascata de sinalizacéo.

Logrando esse objetivo, essas células estariam aptas a se proliferarem
ilimitadamente, ndo fossem os mecanismos de feedback negativos do organismo. Isso
aumenta a complexidade para a proliferacdo das células em questdo, pois, além de garantir o
seu abastecimento em termos de sinais de crescimento, as células cancerigenas devem impedir
o funcionamento dos mecanismos de supressdo de crescimento celular.

Assim, a fim de garantir a homeostase do organismo, as cascatas de sinalizacdo de
crescimento possuem em sua constituicdo pontos de controle da sua acdo, isto €, se a acéo
proliferativa atingiu o nivel necessario, mecanismos de desativacdo dessa cascata sdo
ativados. Esses mecanismos de controle podem atuar através da inativacdo direta de
mediadores da cascata ou, indiretamente, por exemplo, pela a inativacdo de componentes que
inativam a cascata, possibilitando o crescimento continuo da célula. Esse controle também é
muito importante para garantir a sobrevivéncia da célula cancerigena. Mas, além disso, ainda
sera necessario inibir outro mecanismo de controle do organismo, que é a ativacao das vias de
inducdo de senescéncia e/ou apoptose celular.

Mesmo que os mecanismos de controle via feedback negativo citados acima nao
sejam suficientes para controlar o crescimento da célula, o organismo pode recorrer a ativacao
de outras duas vias de controle celular: senescéncia e apoptose. O objetivo dessas duas vias de
controle seria a manutencdo da célula em fase ndo proliferativa e inducdo da morte celular
programada, respectivamente. As vias de controle celular sdo propositalmente redundantes, de
forma a buscar o controle da proliferacdo celular até mesmo em células que estejam com
alguns mecanismos inibidos. Porém, mais uma vez, as células cancerigenas sdo capazes,
tambem, de contornar esses mecanismos de controle.

Além desses mecanismos, pode-se citar, ainda, 0 sequestro de receptores de fatores

de crescimento da superficie celular, a alteracdo da superficie celular, facilitando a entrada de
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substancias especificas, a alteracdo do fendtipo da célula epitelial para mesenquimal, dentre
outros.

A transformacdo da caracteristica da célula epitelial para mesenquimal facilita a
evasdo da celula cancerigena, conferindo malignidade ao tumor. Além disso, a liberacdo de
fatores pro-inflamatorios pelas células necréticas do tumor, também demonstrou ter
importancia para a manutencdo da sobrevida das células cancerigenas. O recrutamento de
células do sistema imunologico contribui para a angiogénese, a proliferacdo celular e
aumentam o potencial para invasao de outros tecidos.

Outro marcador importante para a historia tumoral é a capacidade de replicacéo
ilimitada. Dessa forma, as células cancerigenas nao teriam um ndmero de replicacdes
limitado, aumentando seu potencial carcinogénico. Essa capacidade ocorre em funcdo da
superexpressdo da telomerase. Em células normais a expressdo dessa enzima é praticamente
nula, j& nas células cancerigenas € elevada (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Além da funcdo mencionada acima, de fazer o reparo do desgaste telomérico, essa
enzima tem outras funcdes nas células cancerigenas que também levam a proliferacéo celular
e resisténcia a apoptose, reparo de danos ao ADN, dentre outras.

Para manter toda essa estrutura tumoral é necessario garantir o suprimento de
nutrientes e oxigénio, assim como manter uma rota para a liberagao dos detritos metabolicos e
dioxido de carbono gerados. Nessa publicacdo, Hanahan e Weinberg (2011) ressaltam a
importancia do processo de angiogénese ndo sé no crescimento macroscopico do tumor, mas
também para a fase microscépica pré-maligna da progressdo neoplasica. Assim como nos
outros processos citados até agora, a angiogénese pode ser ativada ou inibida de diversas
formas. Esses mecanismos podem ser mediados tanto pela ativacao/inativacdo de oncogénes
(exemplo, Ras e Myc), como por sinais induzidos por células do sistema imunoldgico, dentre
outros.

Na atualizacdo dessa publicacdo de 2011, Hanahan e Weinberg incluem mais 2
marcadores emergentes do processo neoplasico e duas caracteristicas que possibilitam a
aquisicdo dos marcadores. Dentre 0s novos marcadores emergentes estdo a desregulacdo
energetica celular e o desvio do sistema imunoldgico. Ja as caracteristicas sdo: inflamacéo
promovida pelo tumor e instabilidade gendmica e mutacéo.

A reprogramacao energética da célula é um processo muito interessante, pois a célula
tumoral, mesmo em presenga de oxigénio, seria capaz de ativar a glicolise. Além disso,
também se considera que existam diferentes subpopulagdes de células tumorais com distintos

mecanismos energéticos que se complementariam e funcionariam de forma simbidtica. Um
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modelo citado nesse artigo seria uma subpopulacédo que dependa de glicose e secrete lactato e
outra subpopulacéo que dependa de lactato como fonte principal de energia.

O sistema imunoldgico € uma barreira importante para a formacdo do tumor.
Portanto, de acordo com Hanahan e Weinberg, a habilidade adquirida pela célula tumoral de
se proteger do sistema imunoldgico estd sendo proposta como um dos novos marcadores
neoplésicos. Dentre esses processos, pode-se citar a prevencao da infiltracdo de células NK
(“natural killer”) e CTLs (linfocito T citolitico) através da secrecdo de TGF-B (fator de
transformacédo do crescimento beta) e outros fatores imunossupressores (YANG et al., 2010;
SHIELDS et al.,, 2010). Outro mecanismo mencionado é o recrutamento de células
inflamatorias que s&o imunossupressoras, como as células T reguladoras (Tyegs), dentre outras.

Dentre as duas caracteristicas que possibilitam o desenvolvimento dos demais
marcadores estdo, conforme mencionado anteriormente, a instabilidade genémica e estimulo a
mutacdes e a promoc¢do da inflamacdo pelas células cancerigenas. A primeira caracteristica
gera mutacdes randdmicas, incluindo rearranjo cromossomico, que possibilitam as alteracGes
celulares que permitem a progressdo tumoral. Ja a inflamacdo induzida pelas células do
sistema imunoldgico inato pode dar suporte aos varios marcadores da neoplasia citados
anteriormente, através do suprimento de fatores de crescimento; fatores de sobrevida, que
limitam a morte celular; fatores pré-angiogénicos; enzimas modificadoras da ME, que
facilitam a angiogénese, invasdo e metastase; dentre outros.

Além disso, o continuo acumulo de evidéncias mostra que o tecido tumoral contém
uma populacdo minoritaria de células responsaveis pela iniciacdo, crescimento e recorréncia
do tumor. Estas sdo chamadas "células-tronco tumorais". Ensaios funcionais identificaram
capacidades de autorrenovacdo e iniciacdo do tumor nessas células. Além disso, estudos
recentes revelaram que estas células sdo um dos fatores responsaveis pela resisténcia do tumor
a quimioterapia (VINOGRADOV; WEI, 2012; WANG, K. et al., 2013).

2.3.3 Desafios e perspectivas na terapéutica do cancer

Levando-se em consideracdo a complexidade da patogenia do cancer explicada
acima, dentre os principais desafios na terapéutica do cancer pode-se citar: o baixo beneficio
clinico das terapias convencionais, sua elevada toxicidade e o rapido desenvolvimento de
resisténcia aos tratamentos disponiveis (CHARI, 2008; OBEROI et al., 2013; WANG et al.,
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2014). A utilizacdo de combinagdes de tratamentos, alternacdo de ciclos e altas doses de
quimioterapias sao estratégias empregadas na pratica clinica para tentar superar esses desafios
(FREI et al.,, 1998). Dentre os tratamentos disponiveis atualmente, pode-se citar:
quimioterapia, radioterapia, cirurgia, agentes biologicos e terapias moleculares, além dos
novos avangos tecnoldgicos nas areas de terapia celular, terapia génica e terapia molecular
dirigida.

Outro desafio, conforme mencionado anteriormente, é a rapida adaptacéo das células
tumorais as pressdes do seu microambiente e, dessa forma, sua esperada variabilidade
gendmica, epigendmica e em relacdo as suas interagbes com o seu microambiente. Essa
variabilidade determina, portanto, a existéncia de uma série de tipos de cénceres, com
diferentes assinaturas moleculares, o que acarreta distintos fatores prognosticos e marcadores
bioldgicos, que conferem peculiaridade aos pacientes, ainda que sejam portadores do “mesmo
tipo celular de cancer”, interferindo, desta forma, na efetividade e tolerabilidade aos
tratamentos (SEOANE et al., 2014).

Além disso, levando em consideracdo a dificuldade de reverter a resisténcia das
células-tronco tumorais com as terapias convencionais, conforme mencionado anteriormente,
pode-se notar o possivel beneficio da nanotecnologia nessa area. Conforme demonstrado em
alguns trabalhos , alguns nanodispositivos estdo sendo explorados para direcionar a liberagao
de farmacos, seletivamente, para essa populacdo de células. Esses estudos tém mostrado
resultados promissores. (VINOGRADOV; WEI, 2012; WANG, K. et al., 2013).

Diante das tantas particularidades de cada paciente, a sociedade cientifica busca o
desenvolvimento de terapias cada vez mais direcionadas. 1sso mostra que, para a medicina,
mais especificamente para a oncologia, ndo se pode lidar com medicamentos desenvolvidos
seguindo a filosofia de um medicamento servir para todos os pacientes (“one size fits all”).
Atualmente, existe informacéo suficiente para embasar a necessidade do desenvolvimento de
novas tecnologias que venham tornar os tratamentos progressivamente mais especializados.

Mesmo com todo o desenvolvimento focado na especializagcdo dos tratamentos,
pode-se notar que as limitacfes desses medicamentos ainda ndo foram superadas e que muitos
dos tratamentos ainda sdo realizados por tentativa e erro, no proprio consultério médico. Essas
limitacOes tém grande impacto na resposta clinica do paciente e, por consequéncia, em sua
sobrevida e qualidade de vida.

De forma ampla, pode-se citar como pontos de melhorias para as terapias
oncologicas:

1) Reducéo da distribuicéo sistémica inespecifica dos farmacos.
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2) Aumento da concentracdo do farmaco no sitio tumoral.
3) Reducéo da toxicidade associada ao tratamento.

5) Melhoria dos sistemas de monitoramento da resposta terapéutica.

Tendo em vista 0s recentes avangos da nanotecnologia, espera-se que essa nova
abordagem possa ser util para reduzir as deficiéncias dos tratamentos convencionais
disponiveis e, até mesmo, para alterar o padrdo de tratamento oncoldgico. Esses
beneficios sdo esperados através de planejamento quimico e fisico de diversos componentes
das nanoparticulas.

Os sistemas de nanoparticulas sdo meticulosamente desenvolvidos levando em
consideracdo sua metabolizacdo, imunogenicidade, tempo de circulacdo, citotoxicidade e
permeabilidade ao endotélio. Sendo assim, é importante ressaltar que, para que as
nanoparticulas possam atingir seu objetivo de forma simplificada, precisam escapar da
filtracdo renal, do sistema imunoldgico, do metabolismo hepético e serem entregues no sitio
tumoral em concentracgdo terapéutica (PORTNEY; OZKAN, 2006).

Uma grande variedade de nanomedicamentos esta atualmente sob investigacdo,
incluindo nanoparticulas poliméricas ou ndo poliméricas, pontos quanticos, nanotubos de
carbono, lipossomas, dendrimeros e micelas. Segue na Figura 4 abaixo, a linha do tempo com
o desenvolvimento e aprovacdo de alguns nanomedicamentos e diagnostico apresentado por
Shi et al. (2011).

Lipossomas Genexol-PM
descritos, Doxil aprovado comercializado
1960s pelo FDA, 1995 . naKorea, 2007
p— .
13 publicagio EERS Abraxane NP poliméricas
sobre aprovado “I\ direcionadas em estudo
dendrimeros pelo FDA, clinico (BIND-014), 2011
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Ferumoxido
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Figura 4: Desenvolvimento e aprovacdo de alguns produtos nanotecnoldgicos. Fonte: SHI et al.,
2011.
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Estudos ilustram algumas classes de ligantes passiveis de serem adicionados as NPs
para melhorar o direcionamento e liberagdo dos farmacos no seu local de acdo. Dentre eles,
vale citar: pequenas moléculas, peptideos, anticorpos, proteinas manipuladas, aptameros
(moléculas de ARN ou ADN que se ligam com alta afinidade a ions, oligossacarideos,
proteinas e glicoproteinas) (FRIEDMAN et al., 2013). Sdo examinados, ainda, métodos
selecionados de fabricacdo e aplicacOes para nanomedicina de nanodispositivos funcionais
capazes de lidar com culturas de células e/ou tecidos e produzir particulas. Na oncologia,
esses dispositivos, utilizados em conjunto com NP, ligados a anticorpos monoclonais, podem
ser usados para auxiliar na detecgdo precoce de mutagdes tumorais, metéstases e recaidas do
paciente (HASHIMOTO et al., 2013).

Conforme ressaltado por Hashimoto e colaboradores (2013), algumas caracteristicas
dos nanodispositivos mencionadas por eles, tais como a miniaturizacdo, a capacidade para
gerar culturas tridimensionais e imitar microambientes de 6rgédos especificos, por exemplo,
fazem esta tecnologia promissora para a rapida avaliacdo da eficacia e toxicidade dos
nanomateriais. Além disso, o potencial para reproduzir com precisdo 0s ambientes
fisiolégicos que ocorrem in vivo pode reduzir a dependéncia dos modelos animais em testes
toxicoldgicos e farmacologicos.

Outra terapia para o cancer que estd em desenvolvimento é a interferéncia por ARN
(RNAI). Nesta técnica é utilizada uma fita dupla de ARN, que se liga a uma sequéncia de
nucleotideos complementar que estd localizada no ARN mensageiro alvo. Dessa forma,
ocorre a inibicdo da traducdo. Essa terapia se embasa em um mecanismo natural da célula,
conhecido como silenciamento génico. A célula utiliza esse mecanismo para controlar o
funcionamento dos genes e para manter a integridade gendmica.

Muitos estudos tém utilizado o RNAI para bloquear a expressdo de genes-alvo de
forma especifica e, assim, transformar a terapia do cancer. Mas, para isso, € necessario o
desenvolvimento de técnicas para se introduzir o RNAI na célula-alvo, de forma a manter sua
poténcia, especificidade e estabilidade frente as nucleases.

Atualmente, propdem-se modelos de liberacdo de RNAI com base em NN. Um
exemplo destas propostas € o modelo MSV (multistage vector)/EphA2. Nesse modelo,
proposto por Shen e colaboradores (2013), 0 objetivo seria silenciar a expressao do gene
EphA2, cuja expressdo esta relacionada ao mal progndstico de alguns tumores. Para isso, 0S
pesquisadores propuseram a utilizagéo de particulas discoidais de silicone poroso, preenchidas

com o RNAI lipossomal, e foi demonstrada a eficiéncia desse sistema para a liberacdo do
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RNAI no citoplasma celular. Porém, os pesquisadores ressaltam que esse modelo merece ser
mais bem estudado para sua aplicacdo na clinica médica.

Dentre as varias utilizacbes de nanomateriais para diversas doencas, cabe ressaltar a
importancia da utilizacdo de lipossomas. No presente trabalho serd revisado o
desenvolvimento, aprovacdo e desempenho na préatica clinica do primeiro nanomedicamento
aprovado para o tratamento do cancer - o0 DOXIL®. Esse medicamento é uma renovacio da
formulacdo da doxorrubicina utilizando lipossomas peguilados como serd exposto mais
adiante. Porém, cabe ressaltar nesse momento a origem e caracteristicas dos lipossomas.

Em 1961 o pesquisador Alec D. Bangham caracterizou um sistema de vesiculas
lipidicas, que mais tarde foi denominada como lipossomas. Os lipossomas sdo pequenos
compartimentos esféricos delimitados por bicamada fosfolipidica. Seu tamanho, nimero de
camadas e composicao lipidica sdo importantes para a definicdo de suas caracteristicas, como:
fluidez, permeabilidade, estabilidade e estrutura. As formulages lipossomais permitem a
utilizacdo de sua fase aquosa e lipidica para a incorporacdo de agentes terapéuticos com
diferentes caracteristicas. Além disso, permite a adaptacdo do seu tamanho e composicéo,
para facilitar sua distribuicdo ao tecido alvo. Esse sistema terapéutico tem sido utilizado em
diversos medicamentos, incluindo quimioterapicos, antibidticos, agentes quelantes,
hormdnios peptidicos, enzimas, proteinas, vacinas, materiais genéticos, dentre outros.

Atualmente existem varios medicamentos e vacinas no mercado com base em
lipossomas para diversas indicacdes médicas: Ambisome® (anfotericina B/infeccdo fngica),
Abelcet® (anfotericina Blinfeccdo fingica), Amphotec® (anfotericina Blinfeccdo fingica),
DaunoXome®  (daunorrubicina/cancer),  Lipo-dox  (doxorrubicina/cancer), Myocet®
(doxorrubicina/cancer),  Visudyne®  (verteporfina/degeneragdo  macular),  Depocyt®
(citarabina/meningite neoplésica), DepoDur® (morfina/dor), Epaxal® (virus e Hepatite A
inativado/Hepatite A), Inflexal® (hemaglutininas inativada do virus de Influenza tipo A e B)
(KIM; RUTKA; CHAN, 2010).

A base para que essas nanoestruturas reduzam a toxicidade, associada com a terapia
do cancer, pode ser atribuida a sua capacidade para transportar grande quantidade de farmaco,
ligantes direcionadores multivalentes, conduzindo, assim, a uma maior especificidade para os
tecidos-alvo, o que possibilita combinar diferentes tratamentos em um mesmo dispositivo e
permite contornar os mecanismos de resisténcia tradicionais (AKHTER et al., 2013). Ao
passo que se vislumbram tantas vantagens com a utilizagdo dos nanomateriais, deve-se

considerar também seu perfil de toxicidade, o que impde a necessidade de uma extensa
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avaliacdo antes da exposi¢cdo em massa dos pacientes aos nanomedicamentos (AKHTER et
al., 2013).

2.4 Nanotoxicologia

2.4.1 Importancia e definicdo

Especialmente importante para o desenvolvimento da nanomedicina é a compreensao
dos efeitos toxicologicos destes novos materiais e dispositivos para 0s pacientes. Isto porque a
toxicologia estuda as intoxicagcOes, 0s agentes que as produzem, seus sintomas, seus efeitos,
seus antidotos e seus métodos de anélise, visando a protecdo dos individuos expostos sendo
que, quando esta expressdo € utilizada no contexto das nanotecnologias, utiliza-se o termo
nanotoxicologia, por ser mais especifico (DONALDSON et al., 2004).

Um dos principios para a diferenciacdo da toxicologia como nanotoxicologia é que
0s materiais que ndo se mostram prejudiciais em sua forma macroscépica podem ser toxicos
em nanoescala (DONALDSON et al., 2004; LAI et al., 2010). Um exemplo classico desse
efeito é visto com o ouro, por exemplo. Ouro em macro escala, € normalmente inerte, ja o
material nano-particulado de ouro é altamente reativo e, por isso, Gtil para aplicacdo em
exames de imagens e biodistribuicdo de farmacos.

Notdrio, portanto, que a nanotoxicologia venha ganhando importancia recentemente
(anos ap0s a entrada do primeiro produto com base em nanotecnologia no mercado), posto
que, atualmente, esta disponivel ao consumidor um grande nimero de produtos com base em
nanotecnologia (SHI et al., 2011). E, no entanto, sabe-se muito pouco sobre 0s possiveis
efeitos da exposicdo aguda e prolongada a esses materiais. Até porque, como descrito,
particulas do mesmo material podem demonstrar um comportamento muito diferente quando
em contato com o organismo e esse efeito pode estar relacionado, por exemplo, a sua
superficie, carga, ao tamanho, conforme mencionado anteriormente. Isso faz com que os
estudos nanotoxicologicos destes materiais sejam mais complexos (CANELAS et al., 2009;
HARPER et al., 2011).

Esse é um ponto muito importante para demonstrar a complexidade da

nanotoxicologia. Deve-se considerar, por exemplo, a analise toxicologica do farmaco ou
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agente diagndstico que estd sendo carreado, as caracteristicas das NPs e, além disso, as
possiveis alteracbes de superficie programadas para melhorar o desempenho desses
dispositivos, assim como as alteracdes de superficies que acontecem espontaneamente, apos a
administracdo do nanomedicamento, pela interacdo da NP com o microambiente biologico,
por exemplo (DONALDSON et al., 2002).

Dentre os estudos, destaca-se a importancia da andlise da rota de exposi¢do;
diferencas na cinética por causa do tamanho ou carga da superficie do material; exposicédo
aumentada por unidade de massa (relacdo superficie/volume elevada); distribuicdo aos
tecidos; diferencas nos mecanismos de captacdo celular; metabolismo; clearance; efeito do
meio bioldgico nas propriedades dos nanomateriais; correlacdo entre os estudos in vitro e in
vivo (JOHN et al., 2007; STRATMEYER et al., 2010); interferéncia dos nanomateriais nos
testes disponiveis atualmente; aderéncia dos nanomateriais aos utensilios médicos e de
laboratério; confirmacdo da captacdo intracelular dos nanomateriais ou agregados (DE
ZWART et al., 2004; LANONE; BOCZKOWSKI, 2006; HAGENS et al., 2007).

Além disso, cabe ressaltar a importancia dos estudos de genotoxicidade e
carcinogenicidade. Os estudos de genotoxicidade sdo essenciais para o desenvolvimento de
novos produtos. Esses estudos devem ser realizados nas etapas iniciais do processo de
desenvolvimento dos medicamentos, pois, dessa forma, pode orientar o pesquisador sobre o
potencial genotdxico e/ou carcinogénico da molécula e auxiliar na adaptacdo da estrutura do
farmaco para que se obtenha uma estrutura menos toxica. Os agentes genotdxicos sdo
definidos funcionalmente por sua capacidade de alterar a replicacdo e a transmissao da
informacdo genética. Essa alteracdo pode ser originada por varios processos, entre 0s quais
podem-se citar: danos ao ADN, inducdo de mutacGes e de aberragbes cromossémicas
(COMBES, 1992; NATH; KRISHNA, 1998; GOLLAPUDI; KRISHNA, 2000; HARTMANN
et al., 2001; KISKINIS; SUTER; HARTMANN, 2002).

A inducdo de carcinogenicidade pode ser originada por mecanismos genotoxicos e
ndo-genotdxicos. Dessa forma, é demonstrada a importancia de se utilizar tanto os estudos de
genotoxicidade, quanto os de carcinogenicidade. De forma geral, quando um farmaco
apresenta resultado positivo nos dois tipos de testes, pode-se concluir que se trata de um
carcindgeno genotoxico. Os farmacos que sdo negativos nos dois testes sdo considerados nédo-
carcinogénicos e ndo-genotdxicos. Os farmacos que demonstram carcinogenicidade mesmo
na auséncia de genotoxicidade sdo considerados carcindgenos ndo-genotoxicos. Ja os que

demonstram genotoxicidade, mas ndo apresentam carcinogenicidade, sdo mais dificeis de



24

serem classificados e, provavelmente, precisardo de outras andlises para serem classificados
(NATH; KRISHNA, 1998; SNYDER; GREEN, 2001).

Pode-se notar um alinhamento entre essas necessidades e a crescente publicacédo de
artigos nessas areas. Dentre estes estudos, podem-se citar diferentes metodologias, dentre
elas: citotoxicidade, utilizando diferentes linhagens de células, tempos de incubacédo e ensaios
colorimétricos com diferentes nanomateriais (LEWINSKI et al., 2008; KROLL et al., 2011).
Neste sentido, de acordo com Lewinski, assim como Kroll, a toxicidade in vitro dos
nanomateriais analisados ndo foi atribuida a uma propriedade fisico-quimica definida e a
identificacdo ac