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RESUMO

O cancro é uma importante causa de morte e um grave problema de saude publica
no mundo. Apesar de todos os esforcos feitos para desenvolver novas opgdes
terapéuticas e farmacos anti-tumorais, o cancro da mama é a terceira causa de morte
devida ao cancro em Portugal e o mais comum nas mulheres. Embora tenham sido
obtidos desenvolvimentos notdveis no tratamento do cancro da mama, ainda
permanecem muitos obstaculos, incluindo a reducdo dos efeitos adversos devido ao
tratamento e o equilibrio entre a toxicidade do tratamento e a qualidade de vida dos
doentes com cancro metastatico que ja realizaram tratamento extensivo.

As nanoparticulas tém sido apresentadas nesta drea do desenvolvimento de
terapéuticas como uma ferramenta de elevado valor. A aplicacdo de nanoparticulas de
ouro, em particular, em imagem e tratamento do cancro, é particularmente promissora.
Além de serem biocompativeis e ndo tdxicas, a ressonancia plasmédnica a superficie
melhora a dispersao e absorcdo de luz. Assim, é também melhorada a sua capacidade
de converter a luz absorvida em calor localizado, tornando-as adequadas como agentes
para o tratamento fototérmico do cancro, que resulta em eliminagdo térmica das células
cancerigenas. Além disso, a elevada relacdo superficie/volume das nanoparticulas de
ouro permite a biofuncionalizacdo da sua superficie com ligandos e com polimeros
biocompativeis que as podem direcionar especificamente para as células cancerigenas,
tornando-as mais adequadas para aplicagdes in vivo.

O objetivo deste trabalho é apresentar as potencialidades das nanoparticulas de
ouro no tratamento do cancro da mama, exemplificando as moléculas que podem
funcionalizar a superficie e algumas conjuga¢des com farmacos anticancerigenos com o
objetivo de maximizar a eficdcia terapéutica. Serd também efetuada uma revisao geral
guanto as nanoparticulas sendo abordados os seus tipos, vectorizacao e potencialidades
e uma revisdao quanto a patologia do cancro da mama, incluindo tdpicos como

classificacdo, diagndstico e tratamento convencional.

Palavras-chave: cancro da mama; entrega de farmacos; hipertermia;

nanoparticulas de ouro; quimioterapia
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ABSTRACT

Cancer is an important cause of death and a serious problem of public health
worldwide. Despite all efforts made to develop new therapeutic options and anti-
tumoral drugs, breast cancer is still the third cause of death due to cancer in Portugal
and the most common in women. Although notable developments have been achieved
in the treatment of breast cancer, some obstacles still remain, including reducing
treatment-related adverse events and balancing treatment toxicity with quality of life in
patients with metastatic cancer who have already received extensive therapy.

Nanoparticles have been presented in this area of the development of
therapeutics as a very valuable tool. Application of gold nanoparticles, particularly, in
cancer imaging and therapy, is notably promising. Apart from being biocompatible and
non-toxic, surface plasmon resonance enhanced light scattering and absorption. Thus,
its ability to convert absorbed light into localized heat is also improved, making them
suitable as agents for the photothermal treatment of cancer, resulting in thermal
elimination of cancer cells. Moreover, the high surface-to-volume ratio of gold
nanoparticles supports the bio-functionalization of their surface with ligands and
biocompatible polymers that can specifically target cancer cells, making them more
suitable for in vivo applications.

The objective of this work is to present the potentialities of gold nanoparticles in
the treatment of breast cancer, exemplifying the molecules that can functionalize the
surface and some conjugations with anticancer drugs in order to maximize the
therapeutic efficacy. It will also be made a general review of the nanoparticles, including
their types, vectorization and potentialities, and a review of the pathology of breast

cancer, including topics such as classification, diagnosis and conventional treatment.

Keywords: breast cancer; chemotherapy; drug delivery; gold nanoparticles;

hyperthermia
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1. INTRODUCAO

O cancro é um problema de saude publica em todo o mundo. Segundo estimativas
da International Agency for Research on Cancer (IARC), em 2012 verificaram-se 8.2
milhdes de mortes devido ao cancro e o aparecimento de 14.1 milhdes de casos no
mundo, sendo que ndo estdo incluidos cancros de pele ndo melanoma (1). O cancro é
um grande grupo de doencas que podem afetar qualquer parte do corpo, caracterizadas
pelo crescimento descontrolado de células anormais e difusdao além dos seus limites
normais, podendo invadir partes adjacentes do corpo e alastrar para outros érgaos,
sendo este processo referido como metastizagao. Se o crescimento nao for controlado
pode resultar em morte (2-4). O cancro é causado por fatores externos, como tabaco,
alcool, infecdes, habitos alimentares, obesidade e estilo de vida sedentario, e fatores
intrinsecos, tais como mutag¢Bes genéticas hereditarias, hormonas e condi¢Ges
imunoldgicas (3, 5).

O cancro da mama é o mais comum em mulheres em todo o mundo com cerca de
1.7 milhdes de novos casos diagnosticados em 2012, representando 25% de todos os
novos casos de cancro em mulheres. Este cancro é a principal causa de morte por cancro
entre as mulheres nos paises em desenvolvimento e a segunda principal causa de morte
por cancro (apds o cancro do pulmao) entre as mulheres nos paises desenvolvidos (3).

O cancro da mama é normalmente detetado durante um exame de rastreio, antes
dos sintomas se desenvolverem, ou depois do reconhecimento da presenca de um
nddulo. A maioria das massas observadas num mamograma e a maioria dos nodulos
mamarios tornam-se benignos, ou seja ndao s3ao cancerigenos, nao crescem
descontroladamente nem se difundem, e n3o sdo fatais. Quando existe suspeita de
cancro é necessaria andlise microscopica do tecido mamario para um diagndstico
definitivo e para determinar a extensdo do alastramento (in situ ou invasiva) e
caracterizar o tipo de doenca. O tecido para andlise microscopica pode ser obtido
através de uma agulha ou bidpsia cirurgica (6).

Existem varias hipdteses de tratamento, de acordo com o estadio da doenca, que
incluem quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, imunoterapia e cirurgia. O
tratamento com certos farmacos com seletividade para o cancro tem demonstrado ter

maior eficacia terapéutica e menores efeitos adversos. Apesar dos avancos observados
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nos ultimos anos no sentido de entender a natureza clinica e bioldgica do cancro da
mama e dos avangos registados ao nivel do seu tratamento, este é um problema que
permanece e que se tem tornado cada vez mais complexo (7, 8).

E neste contexto que tem surgido a nanomedicina, que se apresenta como uma
opcao terapéutica deveras promissora e que consiste na aplicacdo da nanotecnologia
em medicina. Por sua vez a nanotecnologia é a criagdo e utilizagdo de materiais,
dispositivos e sistemas através do controlo da matéria a nanoescala, em dimensdes de
aproximadamente 1-100 nm (9, 10). Trabalhar a esta escala pode constituir importantes
avancos na detecdo, diagndstico e tratamento do cancro. As nanoparticulas sdo um tipo
de nanotecnologia e tém sido desenvolvidas com a finalidade de obter imagens tumorais
in vivo, através do desenvolvimento de um perfil biomolecular de biomarcadores de
cancro, e de adquirir distribuicdo seletiva de farmacos, podendo estas técnicas ser
amplamente aplicadas em diferentes doencas (11).

Existem varios tipos de sistemas de entrega de farmacos a escala nano, entre os
quais se encontram quantum dots, nanocristais, dendrimeros, lipossomas,
nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas poliméricas, entre
outros. As nanoparticulas magnéticas (NPM) constituem uma importante classe de
nanomateriais amplamente estudada devido ao seu potencial uso em biomedicina.
Estas requerem um revestimento superficial especial para apresentarem utilidade em
medicina, que ndo sé tem de ser ndo téxico e biocompativel, como também se pretende
gue permita uma distribuicdo seletiva. A natureza dos revestimentos superficiais das
nanoparticulas ndao sé determina o tamanho global do coléide, mas também
desempenha um papel significativo na bioquimica e na biodistribuicdo das
nanoparticulas no organismo. As NPM podem ser funcionalizadas através da ligacao a
farmacos, proteinas, enzimas, anticorpos ou nucleétidos e podem ser dirigidas a um
érgao, tecido ou tumor usando um campo magnético externo. Alternativamente podem
ser aguecidas utilizando campos magnéticos alternados para aplicacdo em hipertermia
(10). Um dos tipos de NPM mais comuns sdo as nanoparticulas de ouro, que tém
propriedades fisico-quimicas Unicas e a capacidade de ligacdo a varios tipos de
moléculas, possibilitando a funcionalizacdo da superficie e permitindo o seu uso em
medicina. A funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas tem sido alvo de intensa

investigacdo e tém sido observados progressos no que se refere ao desenvolvimento de



Nanoparticulas de ouro no tratamento do cancro da mama

particulas biocompativeis e multifuncionais para aplicacao no diagndstico e tratamento

do cancro (12).
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2. OBJETIVO

Esta monografia tem o intuito de demonstrar as potencialidades das
nanoparticulas de ouro no tratamento do cancro da mama exemplificando as varias
moléculas que podem ser utilizadas para funcionalizar a sua superficie e, deste modo,
aumentar a sua seletividade e eficdcia terapéutica. Para melhor contextualizar este
tema sera realizada uma abordagem geral do cancro da mama e uma apresentacdo ao

tema das nanoparticulas.

3. METODOLOGIA

No desenvolvimento da presente monografia foram utilizadas varias fontes
bibliogréficas.

Inicialmente foi realizada uma recolha de informacao cientifica relevante através
de pesquisa bibliografica, tendo sido utilizadas as bases de dados PubMed, B-On e
Google Scholar. A pesquisa foi efetuada utilizando os termos “breast cancer”, “gold
nanoparticles” e “gold nanoparticles in breast cancer”. Esta pesquisa permitiu o acesso
a diversos artigos sobre o tema, tendo sido considerados os que tinham sido publicados
desde 2012 até setembro de 2017.

Foram também  consultadas algumas paginas de internet de
instituicbes/organizacdes relacionadas com o tema para a recolha de informagdo sobre
a patologia, tais como a Organizacdao Mundial de Saude (OMS), a Direcao Geral de Saude
(DGS) e a Lago.

Apds a recolha bibliogréfica foi efetuada a selecdo da informacao cientifica, tendo
em conta a atualidade e relevancia da mesma. Toda a informacgao utilizada para o

desenvolvimento da presente monografia encontra-se devidamente referenciada.
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4. CANCRO DA MAMA

A mama é constituida por glandulas mamarias sendo, estes drgdos os principais
responsaveis pela producdo de leite (13). O cancro da mama surge quando as células da
mama comecam a multiplicar-se de forma descontrolada, provocando uma massa de
células anormais ou tumor. O tumor é considerado maligno se as células cancerigenas
entrarem no sangue ou sistema linfatico. Se estas células forem transportadas para
outras partes do corpo podem originar novos tumores, designados metastases. Quando
0 cancro inicial surge na mama as metdstases aparecem mais frequentemente nos
pulmdes, nos 0ssos, no cérebro e no figado. A maioria dos cancros da mama ocorre em
mulheres, mas os homens também podem ter a doenca (14, 15). Esta monografia ird

apenas abordar o cancro da mama feminino.

4.1. Classificagdo fisioldgica e molecular

O cancro da mama pode comegar a partir de diferentes partes da mama podendo
ser dividido em cancro ductal, se comecar nos ductos que transportam leite para o
mamilo; cancro lobular, se iniciar nas glandulas que produzem o leite materno; cancro
da mama inflamatdrio, em que as células cancerigenas bloqueiam os vasos linfaticos na
pele; podendo ainda existir outros tipos que sdo menos comuns (14, 15).

O cancro que se mantenha dentro dos “limites” dos ductos ou dos Iébulos designa-
se ‘carcinoma in situ’, quanto o cancro que tenha ultrapassado estes “limites” se designa
‘invasivo’ (16).

Existem varios subtipos moleculares de cancro da mama, os quais se distinguem
em relacdo a presenga ou auséncia dos recetores de estrogénio, recetores de
progesterona e sobre expressado do recetor do fator de crescimento epidérmico humano
2 (HER2). O cancro pode assim ser classificado em luminal A, luminal B, HER2 e o cancro
gue ndo possui nenhum destes recetores é denominado cancro da mama triplo negativo
(17). Assim sendo, existe um risco acrescido de desenvolvimento de cancro se houver
sobre expressdo destes recetores, além dos fatores de risco como idade, sexo, raca e
historia familiar. Além destes, o estilo de vida, a dieta, o uso de contracetivos hormonais
orais ou a terapia de reposicdao hormonal podem influenciar o aparecimento do cancro

(18-20).
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4.2. Epidemiologia

Em 2016, segundo a American Cancer Society, o cancro da mama foi o mais
comum nas mulheres em todo o mundo e o segundo cancro com a taxa de mortalidade
mais elevada (21).

Segundo a Direcdo-Geral de Saude (DGS), em Portugal o cancro da mama é o
segundo cancro mais incidente entre a populagdo, seguindo-se ao cancro da prostata
sendo a terceira neoplasia com mais mortalidade depois do cancro da traqueia,

bronquios e pulmao e do cancro da prostata (Tabela 4.1.) (22).

Tabela 4.1. Taxa de incidéncia (por 100 000 habitantes) e mortalidade dos tumores
malignos por patologia em Portugal (2014) [Adaptado de (22)].

Tumores malignos Incidéncia Tumores malignos Mortalidade

Préstata 120,3 Traqueia, bronquios e pulmao 37,8
Mama 62,5 Prostata 36,2
Cdlon 47,6 Mama (feminina) 30,4
Traqueia, bronquios e pulmao 35,8 Célon 25,8
Estomago 27,8 Estomago 22,0

4.3. Diagndstico e Estadiamento

A detecdo do cancro da mama pode ser efetuada através de exames imagiolégicos
de rastreio ou de profilaxia, considerando a idade, histdria familiar em combina¢dao com
um exame fisico e a avaliacdo dos antecedentes pessoais e confirmado com avaliacdo
patoldgica (23, 24).

A mamografia utiliza raios-X para avaliar o tecido mamario e permanece o
método de eleicdo na detecdo imagioldgica do cancro da mama bem como na primeira
abordagem no diagndstico de cancros que se manifestam clinicamente (16, 23).

A ecografia contribui também para a detecdo de algumas neoplasias, sendo
utilizada sobretudo como complemento da mamografia na detecdo de cancros em
mulheres com alta densidade mamaria, melhorando a sensibilidade e a especificidade
ao permitir uma melhor caracterizacao das lesdes detetadas no exame mamografico.
Esta técnica é a primeira linha de diagndstico em mulheres jovens (< 35 anos). A

ecografia é bastante atil para distinguir um nédulo sélido de um quisto preenchido com
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liquido, sendo que uma massa sélida tem mais probabilidade de ser um cancro do que
um quisto (16, 23, 25).

A ressonancia magnética é o método mais sensivel na dete¢do do cancro da
mama, contribuindo principalmente nas doentes de alto risco e no carcinoma oculto.
Nesta técnica é utilizada a injecdo de material de contraste para diferenciar areas de
tecido anormal e areas de tecido normal. A ressonancia magnética é recomendada na
avaliacdo pré-terapéutica das doentes de alto risco (16, 23).

Um diagndstico pode conter falsos negativos e falsos positivos pelo que as
imagens radioldgicas que, pelas suas caracteristicas morfoldgicas, sdo suspeitas de
malignidade, implicam um diagndstico histolégico definitivo antes de qualquer
abordagem terapéutica. Na bidpsia é retirado tecido ou fluido mamario de modo a ser
analisado (16, 23, 26).

Depois da mulher ser diagnosticada com cancro da mama, os médicos irdo
determinar se o cancro se espalhou e, em caso afirmativo, qual a proporc¢do. Este
processo é chamado de estadiamento. O estadio normalmente é expresso como um
numero numa escala de 0 a IV, sendo o estadio 0 o que descreve cancros nao-invasivos
gue permanecem dentro da localizagdo original e o estadio IV o que descreve cancros
invasivos que se difundem para fora do peito, para outras partes do corpo. Alguns
estadiamentos tém sub-estadios designados com as letras A, B e C sendo que uma letra
inferior significa um estadio inferior (27).

O cancro da mama pode ainda ser classificado consoante o sistema TNM do
American Joint Committee on Cancer, que depende do tamanho do tumor da mama (T)
e se ele cresceu em tecidos proximos; se o cancro atingiu os nédulos linfaticos préoximos
(N); se o cancro estd metastizado (M). O estadiamento é um fator bastante importante
para decidir procedimento para o tratamento e, deste modo, determinar o seu sucesso

(27).

4.4. Sintomas e Tratamento convencional

Esta patologia pode ndo apresentar sintomas, mas quando existem podem variar
consoante a pessoa, podendo o cancro apenas ser descoberto apés uma mamografia de
rotina. Alguns sinais de alerta de cancro da mama sao: um novo nddulo no peito ou nas
axilas; dor em qualquer area do peito; espessamento ou inchaco de alguma parte do
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peito; irritacdo da pele da mama; mudanca na posicdo do mamilo; vermelhiddo ou pele
escamosa na area do mamilo ou na mama; saida de liquido do mamilo em mulheres que
ndo estdo gravidas ou a amamentar; qualquer alteracdao no tamanho ou na forma do
peito (28, 29).

O tratamento do cancro da mama tem evoluido bastante nos ultimos anos, com
tendéncia a abordagens cada vez menos invasivas. Para o cancro da mama as opgoes
terapéuticas incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia e
terapéutica dirigida. A maior parte dos oncologistas recomendam uma ou mais destas
combinac¢des tendo em conta a informacao sobre os recetores hormonais e do HER2, o
grau, a dimensdo e a disseminagao do tumor para outros érgaos (16, 30).

A cirurgia pode consistir em remover a por¢dao da mama com cancro ou a
totalidade da mama (30).

A radioterapia consiste na exposi¢cdo de uma area especifica do corpo a radiacdo
de alta energia para destruir as células cancerigenas. Este tratamento pode ser realizado
externa ou internamente. O uso de radiagdao como tratamento adjuvante combina esta
com cirurgia, quimioterapia ou ambos para tratar possiveis células cancerigenas
residuais. Normalmente a quimioterapia é administrada antes do inicio do tratamento
com radiagdo (23, 30).

Existe uma grande variedade de farmacos utilizados em quimioterapia, tendo esta
como finalidade impedir a propagacao do cancro para outras partes do corpo, diminuir
o crescimento do tumor, eliminar as células cancerigenas, de modo a impedir a
propagacao destas para outros tecidos e diminuir a taxa de recidivas. A quimioterapia
pode ser administrada antes ou depois da cirurgia, em conjugacdo ou ndo com outros
tratamentos, e muitas vezes é utilizada uma combinacdo de farmacos (30, 31). Os
regimes de quimioterapia sdo normalmente adaptados para cada doente e variam muito
(30). Os regimes mais utilizados geralmente contém antraciclinas (como a
doxorrubicina) e/ou taxanos (como o paclitaxel), embora a combinagdo de
ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluouracilo também seja muito utilizada (24).

Os citotoxicos utilizados em quimioterapia, devido a falta de seletividade, afetam
ndo sé as células cancerigenas como as células normais, uma vez que também se
dividem e crescem constantemente o que pode conduzir a efeito secundarios. Alguns

efeitos secundarios sdo normalmente tempordarios uma vez que as células normais se
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reparam a si proprias. Alguns dos efeitos secundarios mais comuns sdo ndauseas,
vémitos, dor na boca e nos olhos, alopécia, supressao da medula éssea, cansaco,
diarreia, problemas urindrios e alteragao da fertilidade (32).

A maioria das terapéuticas bioldgicas existentes para o cancro da mama sao
agentes que tém como alvo o recetor HER2, incluindo anticorpos monoclonais,
inibidores de pequenas moléculas e conjugados de farmaco-anticorpo. Sao exemplos
destes tratamentos o Trastuzumab e o Pertuzumab que sdo anticorpos monoclonais
humanizados e o Lapatinib que é um inibidor da tirosina cinase (33, 34).

Para além das terapéuticas ja aprovadas para o cancro da mama, existem
atualmente muitos trabalhos de investigacdao que analisam a aplica¢dao de sistemas
nanoparticulados no tratamento da patologia devido as suas vantagens, que incluem a
maior seletividade. Estes sistemas serdao abordados com maior detalhe no préximo

capitulo.
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5. SISTEMAS NANOPARTICULADQS

A nanotecnologia consiste na ciéncia, engenharia e tecnologia utilizadas a
nanoescala, ou seja, em dimensdes de aproximadamente 1 a 100 nandmetros (35). A
nanotecnologia envolve uma nova e ampla ciéncia, onde convergem diversas areas
como a fisica, a quimica, a biologia e engenharia a escala nano. A manipula¢gdo em
nanoescala requer uma compreensdo dos varios tipos e dimensdes dos materiais, sendo
que estes sdo denominados consoante as suas formas e dimensdes (36).

A nanotecnologia pode ser aplicada na medicina em diversas areas, como o
diagnodstico baseado na utilizagdo de sistemas nanoparticulados; medicina regenerativa,
utilizando a nanotecnologia para reconstrucdo de tecidos; tratamento do cancro
baseado em nanosistemas; desenho de novos farmacos; colocacdo de implantes como
tecidos e 6rgaos artificiais com a finalidade de diminuir a probabilidade de rejeicdo (10,
37).

A nanotecnologia permite que os fisicos, quimicos e engenheiros produzam
sistemas com tamanho nano, nos quais as leis cldssicas da fisica s3o diferentes. A medida
que o tamanho da particula diminui, a propor¢do entre a drea da superficie e o volume
da particula aumenta. Para as nanoparticulas, esta propor¢do torna-se
significativamente grande, fazendo com que uma grande fragdo de atomos resida na
superficie em comparacdo com aqueles no nucleo da particula. Por exemplo, numa
particula com 1 um de diametro, cerca de 0,15% de seus atomos estdao na superficie,
enquanto que numa particula de 6 nm de diametro, quase 20% dos seus atomos estao
na superficie (38). A grande relagdo superficie/volume das nanoparticulas é o fator
chave para as novas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas em compara¢dao com as
do material correspondente de maior tamanho. As propriedades fisicas incluem as
propriedades oticas, elétricas e magnéticas, enquanto que um exemplo das
propriedades quimicas é a taxa de reativacao quimica, e a forca e a dureza sdo exemplos
de propriedades mecanicas.

As nanoparticulas de diferentes tipos e tamanhos estdo atualmente a ser
produzidas através de varios métodos fisicos e quimicos e podem ser caraterizadas

recorrendo a varias técnicas experimentais. A sua morfologia pode ser caracterizada
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usando microscopia de forca atdmica, microscopia de tunelamento com varrimento e
microscopia eletrénica de transmissdo (38).

Existem varios tipos de sistemas usados em nanomedicina, muitos dos quais tém
sido utilizados no tratamento do cancro. Estes incluem vetores virais, conjugados de
farmacos, nanotransportadores a base de lipidos, de polimeros e inorganicos, como se
exemplifica na Figura 5.1. (39). Esta ultima classe tem vindo a ganhar reconhecimento,
tendo particular impacto no tratamento do cancro e, especificamente, no cancro da

mama. Em seguida serdo detalhadas as carateristicas destas nanoparticulas.

Nanotransportadores \\14. Nanotransportadores
baseados em lipidos ‘7‘)'5’\? baseados em polimeros

Micela

Liposs .
O fpassoma polimeérica ‘

Nanoparticula
polimerica

Nancparticula

lipidica solida

)

Conjugado
farmaco - anticarpo

- Nanoparticula
G de zilica
- Nanoparticulas
Nanoparticula inorgénicas

magneticas

Conjugados
de farmacos

Conjugado
farmaco - polimerc

e

Conjugado
proteina — polimero

Nanoparticulas virais

Figura 5.1. Tipos de sistemas utilizados em nanomedicina [Adaptado de (39)].

5.1. Nanoparticulas magnéticas

As NPM pertencem a classe das inorganicas, tais como as NP de silica, e sdo
sistemas que mostram alguma resposta quando é aplicado um campo magnético (38).
Entre os muitos nanosistemas desenvolvidos até ao momento, as nanoparticulas
inorganicas constituem um dos progressos mais importantes devido as suas
carateristicas Unicas e possibilidade de funcionalizacdo da superficie. As nanoparticulas
inorganicas abrangem um grande grupo de substancias incluindo metais no estado
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elementar, O6xidos metdlicos e sais metdlicos. Incluidas nesta categoria de
nanoparticulas encontram-se, por exemplo, as nanoparticulas de prata, que sdo usadas
em muitos produtos como bactericida, enquanto que as nanoparticulas de ouro tém
sido investigadas para muitas aplicagdes devido a sua atividade catalitica (40). As
nanoparticulas inorganicas exibem propriedades interessantes e distintas das
observadas nos materiais correspondentes de tamanho maior como por exemplo os
nanomateriais semicondutores que normalmente apresentam uma variacdo
significativa das propriedades eletrénicas, em fung¢ao do tamanho. Tais propriedades
podem ser usadas para sintonizar as carateristicas de absorcdo de luz nas regides
ultravioleta para o infravermelho préximo. Além disso, as frequéncias de ressonancia
plasmdtica, que resultam da oscilacdo de eletrées livres em fase com uma onda
eletromagnética, mudam a medida que os tamanhos ou formas dos nanomateriais
metalicos variam (40, 41).

Nas aplicacdes biomédicas, as nanoparticulas podem ser administradas por via
intravenosa ou por injecdo direta localizada no local de agdo. Ambos os métodos exigem
gue as particulas ndo aglomerem e, portanto, ndo inibam a sua propria distribuicdo. Esta
estabilidade pode ser auxiliada pela modificagdo quimica da sua superficie, que consiste
no revestimento das nanoparticulas com polimeros de alto peso molecular, tem o efeito
mais direto de aumentar o tamanho hidrodinamico das particulas (reduzindo assim as
suas propriedades de difusdo) e modificando as propriedades de transporte e
biodistribuicdo. O revestimento também desempenha um papel na estabilidade coloidal
das particulas contra agregacdao e sedimentac¢dao gravitacional, reduzindo as forcas
dipolo-dipolo entre particulas. Os revestimentos mais comuns sao os derivados de
dextrano, alcool polivinilico (PVA), polietilenoglicol (PEG). Por exemplo, demonstrou-se
gue a simples reducdo do aglcar terminal num revestimento de dextrano tem um efeito
significativo ndo apenas na estabilidade do revestimento, mas também no tamanho da
particula e propriedades magnéticas. O revestimento a base de micela de fosfolipido-
PEG foi utilizado para encapsular nanoparticulas de éxido de ferro monocristalino o que
demonstrou ter a vantagem de controlar a espessura da camada de revestimento
independentemente do nlcleo magnético. Isto foi conseguido simplesmente variando

o comprimento do polimero de PEG que estd na superficie externa da particula (38).
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As NPM injetadas por via intravenosa, no que respeita a entrega do farmaco no
tecido alvo, atravessam trés etapas sucessivas: (1) sdo dirigidas magneticamente para o
tecido alvo; (2) sdo imobilizadas no tecido enquanto o medicamento é libertado, usando
um campo magnético externo; e (3) sdao submetidas a eliminagdo do organismo. O
transporte das NPM injetadas por via intravenosa através dos vasos sanguineos é
favorecido pelas forgas hidrodinamicas do fluxo sanguineo. Logo apds injecdo
intravenosa, ocorre uma interagdao imediata entre as nanoparticulas e as proteinas
plasmaticas (opsoninas). Esta interagdo resulta na adsor¢cdo de proteinas plasmaticas
nos coldéides magnéticos, num processo denominado opsonizacdo. Esse processo de
adsorcdo desempenha um papel fundamental no destino biolégico das nanoparticulas
(isto é, biodistribuicdo e eliminac¢do). Quando as proteinas opsdnicas se aproximam da
superficie das NPM, as interacdes facilitam a ligacdo da opsonina a superficie da
nanoparticula. Em geral, a opsonizacdo das particulas hidrofébicas ocorre mais
rapidamente em comparacdo com a das particulas hidrofilicas. O processo de
opsonizagao resulta no reconhecimento por macréfagos e eliminagao sistémica das
nanoparticulas (42).

Existem varios fatores que influenciam a farmacocinética e a biodistribuicdo das
nanoparticulas injetadas por via intravenosa, entre eles o tamanho das nanoparticulas,
uma vez que deste depende a adsorgdao de proteinas plasmaticas na superficie das
nanoparticulas. A quantidade de proteina plasmatica adsorvida é inferior para as NP
menores (6% de proteina adsorvida em particulas com 80 nm) e é superior para as NP
de tamanho relativamente maior (23% e 34 % de proteina adsorvida em particulas entre
171 e 240 nm de tamanho). Consequentemente a eliminacdo sistémica das particulas
menores é mais lenta do que a das NP maiores. Além disso, as NP de tamanho superior
a 200 nm passam por filtracdo no baco, resultando na absorcdo neste local, enquanto
gue as particulas de tamanho entre 50 e 100 nm tém elevada probabilidade de ficarem
absorvidas no parénquima hepatico. As NP superiores a 4 um de didmetro ficam retidas
principalmente nos pulmdes e podem levar ao risco de embolia. Assim, o tamanho e a
distribuicdo de tamanho das NP devem ser adaptadas de acordo com a farmacocinética
e distribuicdo pretendidas (42). A carga da superficie das nanoparticulas também pode
ter influéncia na biodistribuicdo apds a injecao intravenosa. A carga neutra interage

minimamente com as proteinas plasmaticas (menor opsoniza¢do) e, assim, aumenta o
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tempo de circulagdo das nanoparticulas, enquanto que uma alta carga superficial
(positiva ou negativa) aumenta o processo de fagocitose. Ao contrario do efeito
geralmente esperado de que a densidade de carga global negativa na membrana da
célula limitava as interagOes electroestdticas eficientes entre a superficie da célula e as
nanoparticulas anidnicas, foi relatado que as NPM anidnicas interagiam eficientemente
com as células e eram internalizadas por endocitose adsortiva. Além das caracteristicas
fisico-quimicas, a via de administracdo também pode influenciar a biodistribuicdo das
nanoparticulas. Quando injetadas localmente (por exemplo, subcutaneamente ou
intratumoralmente) no local da doenca, as particulas magnéticas pequenas passam por
infiltracdo passiva nos espacgos intersticiais em torno do local de injecdo e sao
gradualmente absorvidas pelo sistema capilar linfatico. Por esta razao, as nanoparticulas
injetadas localmente (< 60 nm) sdo usadas como alvo do sistema linfatico (por exemplo,
quimioterapia ou imagem de tumores linfaticos). Neste caso, o magnetismo pode nao
ser um pré-requisito, mas pode ser uma propriedade util para imobilizar as particulas
no lugar por um periodo mais longo ou para permitir a hipertermia (42-44).

Devido a potencialidade das nanoparticulas de ouro como os novos agentes
promissores no tratamento do cancro, esta monografia incide neste tema, especificando

a aplicacdo no cancro da mama.

5.1.1. Nanoparticulas de ouro

O estudo das nanoparticulas de ouro (NPO) provém desde o século XIX em que
Michael Faraday publicou o primeiro artigo cientifico sobre a sua sintese, descrevendo
a producdo de ouro coloidal pela redug¢do do acido clorodurico pelo fésforo (45). No final
do século XX, técnicas como a microscopia eletrénica de transmissao e a microscopia de
forca atémica permitiram a imagem direta das NPO, oque permitiu melhorar o controlo
de propriedades como o tamanho e o revestimento superficial (46).

Considerando o tamanho e a funcionalidade da superficie, as NPO podem ser
divididas principalmente em trés grupos: coldides de ouro, NPO protegidas por uma
monocamada organica e pequenos aglomerados de ouro. Os coldides de ouro sdo
grandes particulas de metal com uma gama de tamanho entre 10 e 100 nm, geralmente
obtidas por reducdo de sais de Au (Ill) na presenca de agentes redutores leves, mais
comumente citrato trissédico, em procedimentos criados por Turkevich e Frens e
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melhorados por Natan (40, 47). As particulas resultantes sdo estabilizadas através do
citrato adsorvido a superficie de modo a limitar a agregacao por repulsao eletrostatica.
Esta estabilizacdo, de natureza eletrostatica, ndo permite o uso de coldides em meios
de forca idnica elevada, uma vez que a adi¢do de sais a uma suspensao coloidal resulta
em agregacao irreversivel. No entanto, os coldides de ouro podem ser estabilizados por
adsorc¢do de uma grande variedade de compostos tais como proteinas ou polimeros mas
também por interacdo com outros compostos, tais como os tidis, que formam uma
monocamada compacta a superficie. A sintese dos coldides é muitas vezes realizada sob
controlo cinético em vez de termodindmico, o que ndo permite a obtencdo da estrutura
mais estavel possivel nas condi¢cdes de reacdo empregadas. Como consequéncia, as
preparacdes de coldides de ouro contém frequentemente particulas com uma grande
variedade de formas e sdo normalmente polidispersas, tendo uma distribuicdo de
tamanhos relativamente grande. Atualmente, estdo disponiveis os procedimentos para
a obtencdo de nanorods e nanocubos de ouro que frequentemente dependem do uso
de modificadores de superficie especificos e moléculas inicias utilizadas durante a
sintese (40).

As nanoparticulas protegidas por monocamada sao particulas com um nucleo de
ouro com um tamanho na gama entre 1 e 10 nm, rodeado por uma monocamada de
ligandos fortemente ligados, sendo que os sistemas mais estudados sdo estabilizados
pelos tidis. Os materiais resultantes sdo muito estdveis, devido a forca da ligacdo entre
o ouro e o enxofre (40). As nanoparticulas protegidas por monocamada ficaram
disponiveis apds a sintese desenvolvida por Brust e Schiffrin (48). Ao contrario dos
coldides, as nanoparticulas protegidas por monocamada sdo estaveis em solucdo e no
estado sélido. A presenga de uma monocamada funcionalizada impede a agregacao
irreversivel e transmite solubilidade numa ampla gama de solventes, incluindo solugdes
aquosas e meios biolégicos. As nanoparticulas protegidas por monocamada sdo, em
geral, preparadas sob controle cinético, tém uma polidispersdo caracteristica e sao
comuns os nucleos de metal com formas diferentes. Recentemente realizou-se uma
analise termodinamica tedrica destinada a identificar as morfologias mais estaveis de
pequenas nanoparticulas de ouro, indicando que as formas de equilibrio ndo dependem
apenas da temperatura, mas também do tamanho das particulas, com transi¢cdes de

formas bem definidas que ocorrem em certos tamanhos criticos. Em geral, as formas
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mais estaveis das particulas sdo aquelas com o desenvolvimento preferencial de
superficies de baixa energia. Os pequenos aglomerados de ouro representam o "limite
inferior" das nanoparticulas protegidas por monocamada sendo que estas entidades
moleculares compreendem algumas dezenas de atomos e s3do tipicamente
"atomicamente precisas", ou seja, estritamente monodispersas. A monodispersao
dessas espécies é o resultado da sua estabilidade inerente sendo que, em varios casos,
a preparacao de pequenos aglomerados de ouro depende de um processo de
"dimensionamento de tamanho" ou de um "ataque de tiol" que converta misturas
polidispersas de aglomerados instaveis para uns mais estaveis. A monodispersao desses
sistemas permite a sua cristalizacao e a obtenc¢do de varias estruturas de aglomerados
de ouro-tiolato através da detegdo por raios-X (40).

As NPO podem assumir varias formas, como forma esférica, octaédrica, nanorod,
entre outras (Figura 5.2.). Os nanorods de ouro sao uma das estruturas preferenciais
para tratamento fototérmico, uma vez que exibem alta absor¢do na regidao com luz da
gama do infra-vermelha préoximo (NIR), que é o comprimento de onda étimo para a

penetracdo em tecidos profundos no tratamento do cancro (49).

Ol Dw

Nanoesfera Nanorod Nanoescudo Nanojaula

(1-100 nm) (50 nm) (140 nm) (50 nm)

Figura 5.2. Varias formas das nanoparticulas [Adaptado de (49)]

As nanoesferas de ouro sdo esferas sdélidas de ouro obtidas pela redugao do acido
clorodurico, variando o seu didmetro entre 5 e 100 nm. Estas nanoparticulas sdo uUteis
para a obtencdo de imagens biomédicas. Outro tipo de nanomateriais de ouro sdo os
nanoescudos de ouro. Estas sao também estruturas esféricas de tamanho entre 50 e
150 nm e sdo constituidos por um nucleo de silica com uma fina camada de ouro
envolvente. Os nanoescudos de ouro tém muitas aplicacdes em microscopia e imagem,
pois as suas propriedades dticas podem ser ajustadas por ajuste do diametro do nucleo
e da espessura do invélucro. Os nanorods de ouro sdo obtidos a partir de ouro e brometo

de cetrimdnio (CTAB) como agente estabilizador, a partir de acido clorodurico. Outras
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formas de NPO incluem nanojaulas e nanoesferas de ouro oco e essas estruturas
possuem excelentes atividades fototérmicas plasmdnicas. As diferencas de tamanho,
forma e propriedades superficiais das NPO sdo manipuladas para fins terapéuticos
especificos, dependendo da natureza da aplicagdo pré-clinica ou clinica. As NPO sao
ideais para a seletividade dos farmacos e para a dete¢cdo de doencas com base em
imagens num estagio inicial, porque os seus tamanhos sdo menores do que os alvos
bioldgicos, o que permite que se liguem especificamente as biomoléculas localizadas na
superficie celular ou dentro do citoplasma celular e organelos celulares (50).

Tém sido vdrias as vantagens atribuidas as nanoparticulas de ouro, as quais
incluem: (i) propriedades oticas, fisicas e quimicas Unicas devido ao seu tamanho e
forma; (ii) elevada area superficial, o que proporciona a ligacdo de varios farmacos; (iii)
sdo biocompativeis e permitem conjugacdo com pequenas biomoléculas, como
proteinas, enzimas, acido carboxilico, DNA e aminodcidos; (iv) tém dispersao de
tamanhocontrolada; (v) devido ao tamanho pequeno e a dispersdo uniforme, podem
facilmente chegar ao local alvo com o fluxo sanguineo; (vi) ndo sdo citotéxicas para as
células normais; (vii) sdo facilmente sintetizadas por varios métodos com controlo do
tamanho e da forma (51). Estas vantagens tém sido a base da sua proposta para
aplicacdo no diagndstico e tratamento de cancro, como se detalha nas secgdes

seguintes.

5.1.1.1. Aplicagao de nanoparticulas de ouro no diagnéstico de cancro

As NPO exibem muitas aplicagdes no campo do diagndstico molecular. O
desenvolvimento de métodos para detecdo precoce é importante para reduzir o
impacto das doencas e para melhorar as taxas de sobrevivéncia. Como foi referido, as
NPO tém elevada relacdo superficie/volume e podem ser funcionalizadas para
alcancarem alvos especificos, oferecendo limites de detecdo mais reduzidos e maior
seletividade do que as estratégias convencionais. As NPO apresentam vantagens em
relacdo aos corantes organicos de baixa toxicidade, como por exemplo muito melhor
contraste do que os corantes organicos e propriedades dticas melhoradas na superficie
(52, 53).

A abordagem de biodiagndstico mais frequente envolve o conhecimento das
sequéncias de nucleotidos que sdo cruciais para o diagndstico de doencas genéticas
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como o cancro. Os conjugados de NPO — oligonucledtidos sdo utilizados para esse
diagnodstico devido as suas propriedades 6ticas, uma drea para a qual o grupo de Mirkin
realizou contribuicdes importantes e numerosas. A hibridacdo ndo se limita a ligacao
dos nucledtidos a sequéncia alvo, mas consiste na formagao de uma rede polimérica
estendida e é detetada por colorimetria. De fato, as NPO sdo vermelhas, mas a
hibridacdo de nucleotideos entre as nanoparticulas encurta a sua distancia e as
nanoparticulas hibridizadas tornam-se azuis. Além disso, os nucleotideos hibridos das
nanoparticulas exibem uma temperatura de transicdo mais baixa quando sao
desnaturados. Este recurso permite diferenciar sequéncias diretas imperfeitas e, assim,
detetar doencgas. Algumas NPO sdo funcionalizadas com a metade da sequéncia
complementar da sequéncia alvo, e a outra parte com a outra metade. Quando as
nanoparticulas estdo alinhadas de cauda a cauda, sdo detetadas imperfeicdes como as
insercdes (53).

A expressdo de alguns antigenios no cancro é importante uma vez que as NPO
funcionalizadas com anticorpos podem permitir o seu diagndstico. Foram realizadas
experiéncias utilizando antigénios especificos para o cancro da prdstata. As NPO foram
funcionalizadas com anticorpos para os antigenios especificos e depois foram incubadas
com estes antigenos. Foi demonstrado que uma camada de ouro em torno da
nanoparticula funcionalizada era mais eficiente do que uma camada de prata, levando

ainda a um aumento da sensibilidade (53).

5.1.1.2. Aplicacdo de nanoparticulas de ouro no tratamento fototérmico

de cancro

As NPO, por possuirem ressonancias plasmonicas altamente ajustaveis, tém a
capacidade de absorver luz e converter rapidamente a energia luminosa absorvida em
energia calorifica localizada. Esta propriedade pode ser aproveitada para causar morte
térmica das células cancerigenas num processo chamado de tratamento
hipertérmico/fototérmico do cancro. Dependendo do tamanho e da forma das NPO, a
capacidade da nanoparticula de ouro para absorver a luz também varia. A hipertermia

€ uma técnica minimamente invasiva que induz apoptose celular em muitos tecidos,
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usando-se geralmente em combinagdo com outros tratamentos, incluindo radioterapia
(54).
As NPO tém sido demonstradas como tendo aplicacbes interessantes no

tratamento do cancro da mama. Deste modo, o capitulo seguinte ira detalhar este tema.
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6. NANOPARTICULAS DE OURO E A SUA APLICACAO NO
TRATAMENTO DO CANCRO DA MAMA

Recentemente, o ouro ganhou ampla atencdo e estdo a ser conduzidas pesquisas
em larga escala em relagdo a sua aplicagao médica devido, a sua natureza inerte e nao
toéxica. As NPO possuem propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas Unicas, sendo faceis
de produzir e o seu tamanho e forma podem ser controlados com precisdo para
influenciar a absorcao celular. Além disso, o ouro é conhecido por ser um metal inerte,
o que torna as nanoparticulas biocompativeis e adequadas para aplicagdes bioldgicas.
As modificacdes de superficie das NPO expandem sua utilidade, permitindo-lhes ter
como alvos sitios especificos na superficie celular, organelos, o nicleo ou a matriz

extracelular (55).

6.1. Vetorizacao das nanoparticulas

Existem muitos novos farmacos e biomoléculas para o tratamento do cancro, no
entanto, o seu potencial clinico encontra certas limitagdes fisioldgicas, terapéuticas e
toxicoldgicas, tais como o efeito de barreira da membrana celular, um comportamento
de resisténcia a farmacos desenvolvido pelas células cancerigenas através da expressao
elevada de transportadores ou enzimas metabolizadoras de farmacos. Tal como
observado no caso de quimioterapia convencional, a maioria dos agentes
guimioterdpicos exibe um grande volume de distribuicdo e penetra em érgaos e tecidos
saudaveis. Pelo contrario, as estratégias para aumentar a seletividade dos farmacos
restringem a distribuicdo de medicamentos a érgaos especificos e, assim, contribuem
para reduzir os efeitos colaterais e aumentar a eficacia. A fraca solubilidade, em agua e
no fluido fisiolégico, inerente a maioria dos farmacos anticancerigenos é outro problema
associado a quimioterapia que requer o uso de outros solventes para sua administracao.
As abordagens de entrega dos farmacos baseadas na nanotecnologia podem superar os
problemas de solubilidade. As nanoparticulas tém potencial para melhorar o tratamento
do cancro, prevenindo a resisténcia a multiplos medicamentos e aumentando o indice
terapéutico de farmacos anticancerigenas ao prolongar a circulacdo sistémica do
farmaco, a sua entrega direcionada, a libertacdo como resposta a estimulos, a absorcao

endocitica e co-entrega de agentes de sensibilizacdo a quimioterapia (56).
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A Figura 6.1. ilustra a natureza multifuncional das NPO e diferentes moléculas que
podem efetivamente entregar ao tecido e as células alvo. Existem vdrios ligandos que
podem ser conjugados quimicamente com a nanoparticula através da troca /
substituicdo de ligandos ou electrostaticamente e, alternativamente, podem ser
utilizadas moléculas de ligacdo. As funcionalizacdes dependem dos grupos funcionais
disponiveis tanto na superficie da nanoparticula como no ligando desejado (57).

A B.

Molécula seletiva Agente de Farmaco DNA
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Figura 6.1. Natureza funcional das NPO. A) Ligandos como &cido fdlico, anticorpos ou
péptidos podem ser conjugados com as NPO de forma a permitir ‘vetorizagdo ativa’. A
funcionalizacdo da superficie com polimeros hidrofilicos, como o PEG, podem aumentar
as caracteristicas para a ‘vetorizagao passiva’. B) Diferentes tipos de moléculas bioativas
podem ser conjugadas ou incorporadas com as NPO de modo a atingir os seus alvos em
células e tecidos [Adaptado de (56)].

Existem duas estratégias para a terapéutica visando os tecidos cancerigenos sendo
elas a ‘vetorizacdao passiva’ que depende da vasculatura vazante dos tecidos doentes
que proporcionam o efeito de ‘permeabilidade e retencdo aumentada’ (EPR) aos
sistemas de suporte e a ‘vetorizacdo ativa’ que envolve a funcionalizacdo do sistema de
distribuicao terapéutico por ligacdo de moléculas de afinidade que interagem com
recetores celulares especificos (Figura 6.2.). Foram adotadas abordagens estratégicas
semelhantes no caso das NPO em oncologia. A superficie altamente ajustavel e
multivalente das nanoparticulas permite integrar multiplas terapéuticas por conjugacao

covalente ou ndo covalente (56, 58).
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Figura 6.2. Esquema que representa a ‘vetorizagao passiva’ e a ‘vetorizagdo ativa’
[Adaptado de (56)].

Uma estratégia promissora para atingir os tumores é a ‘vetorizacdo ativa’ através
do desenvolvimento de alvos ativos de células cancerigenas através do tratamento com
formulagGes magnéticas ou através da interacdo mediada por ligandos, como anticorpos
folatos, lectinas e péptidos apresentados a superficie das nanoparticulas. Nos
tratamentos de farmacos magnéticos, o farmaco ou outras moléculas ativas sdo
conjugados numa superficie de uma nanoparticula magnética ou podem ser
encapsulados com uma molécula magnética numa plataforma de nanosistemas tais
como lipossomas, micelas ou dendrimeros. O alvo de formulagdes magnéticas tem sido
estudado em tumores e varias doencgas. Um campo magnético externo aplicado em
tumores a superficie, deve atrair e manter os nanosistemas carregados com moléculas
ativas na area de interesse (59).

A ‘vetorizacdo passiva’ é considerada muito importante, uma vez que a
acumulacdo de nanoparticulas magnéticas livres na drea do tumor pode aumentar a sua
detecdo e facilitar o diagndstico. Na verdade, os tumores desenvolvem o seu préprio
fornecimento de sangue a partir do sistema vascular existente. A angiogénese induzida
pelo cancro produz vasos com carateristicas anormais, que apresentam fissuras e
através deste estado de vasculatura com vazamento, as nanoparticulas podem-se
acumular nos tumores. No entanto, a ‘vetorizacdo passiva’ depende também das
diferentes propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, como o seu tamanho, a

carga superficial e a hidrofobia. De fato, as nanoparticulas pequenas (< 20 nm) sdo
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excretadas pelos rins, enquanto as nanoparticulas de tamanho médio (30 -150 nm)
foram ja encontradas na medula éssea, coragao, rim e estbmago. Em contraste, grandes
nanoparticulas (> 150 nm) tendem a acumular no figado e no bacgo. Alguns tumores tém
efeito de permeabilidade e retencdo aumentada, sendo este devido ao sistema de
drenagem linfatica deficiente em tumores sélidos causados pelo aumento da espessura
da parede endotelial. Em consequéncia, as nanoparticulas grandes ndao penetram
facilmente no tumor, enquanto que as pequenas podem facilmente aceder ao mesmo.
Prevé-se que as nanoparticulas entre aproximadamente 10 e 100 nm, se acumulam
preferencialmente nos tumores em oposicdo aos tecidos normais. Quanto as outras
propriedades das nanoparticulas, é sugerido que as hidrofobas e carregadas
positivamente tém tempos de circulacdo curtos devido a opsonizacdo, enquanto que as
nanoparticulas hidrofilicas e carregadas negativamente tém tempos de circulacdo
prolongados. Em resumo, embora a vasculatura com vazamento seja uma vantagem
enorme para a vetorizacdo de tumores, a ‘vetorizacdo passiva’ pode ndo permitir a
acumulagdo de nanoparticulas suficientes na drea do tumor para imagem e tratamento
com sucesso (59).

Existem varios tipos de ligandos que podem ser utilizados na ‘vetorizacao ativa’ de
NPO (56). Como primeiro exemplo de ‘vetorizagdo ativa’ podem citar-se as NPO
conjugadas com PEG que foram desenvolvidas e conjugadas com transferrina (TF)
humana demonstrando uma absorcdo significativamente melhor nas células
cancerigenas. Destaca-se que a biodistribuicdo das nanoparticulas foi independente do
conteudo de TF, mas a subsequente absorcdo pelas células alvo foi melhorada (60).
Noutro estudo, no entanto, a distribuicdo das nanoparticulas nos 6rgaos foi influenciada
pela quantidade de TF acoplada as nanoparticulas e verificou-se que as NPO foram
pouco absorvidas pelas células alvo e, portanto, pequenas quantidades de
nanoparticulas acumularam-se nos hepatdcitos (61).

A expressdo excessiva de recetores de folato é uma caracteristica comum de
muitos tumores. Estes recetores podem ser usados seletivamente como alvos
terapéuticos utilizando como ligandos acido fdlico, metotrexato e seus derivados. Foi
demonstrada a entrega de metotrexato por NPO combinadas com metotrexato e acido
folico em células KB positivas ao recetor de folato (62). Foram relatados trabalhos em

qgue foi realizada conjugacdo simultanea de acido fdélico e doxorrubicina (DOX) ou
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metotrexato (MTX) e cisplatina (CP) (63, 64). As NPO ligadas a DOX demonstraram um
comportamento de libertagdo rapida em pH 4&cido (pH-5-6). Esse efeito é
particularmente vantajoso para a libertacdo de farmaco desencadeada pelo pH para o
ambiente ligeiramente acido dos tecidos tumorais (64).

A adicdo de PEG as NPO aumenta a ‘vetorizacdo passiva’, uma vez que esta
molécula reduz a interagdo com as células e prolonga o tempo de circulagdo das
nanoparticulas. Esta conjugacdo é uma estratégia muito aplicada que reduz a eliminagao
de nanoparticulas pelo sistema reticuloendotelial. Foram sintetizadas NPO conjugadas
com PEG e ligadas a beta-ciclodextrina (B-CD), que foram posteriormente conjugadas
com paclitaxel (PTX) ou rodamina B, sendo que esta é usada para o diagndstico e
tratamento do cancro em simultaneo. Este tipo de NPO libertaram o PTX de maneira
controlada dependendo do nivel de glutationa intracelular (56). Além da conjungdao com
ligandos que aumentam a seletividade, a superficie das NPO pode ser funcionalizada
com ligandos que alteram a carga a superficie. Num estudo foram desenvolvidas NPO (~
2nm) que foram covalentemente conjugadas com PTX. A analise termografica desta
conjugagao mostrou que o conteudo do farmaco anexado covalentemente era de quase
67%, correspondendo a internalizagdo de PTX de 70:1 para NPO (65).

Kim et al. investigaram a influéncia da carga superficial na localizacdo das NPO
demonstrando que a taxa de absorc¢do celular das nanoparticulas positivas e negativas
foi rapida em tecidos apoptéticos e necrdticos. Curiosamente, a cinética de absorcao
das nanoparticulas positivas foi irreversivel, enquanto que é reversivel para as
nanoparticulas negativas. Esta descoberta sugeriu que as nanoparticulas carregadas
positivamente podem servir como um transportador terapéutico efetivo, pois sdo
significativamente mais acumuladas nas células em proliferagcdo. Num estudo
semelhante, foi analisada a libertacdo de DOX das NPO dependente da glutationa
intracelular, tendo sido demonstrada a importancia de uma superficie carregada
positivamente das nanoparticulas na promog¢do do aumento da permeabilidade e da
acumulacdo de farmacos na célula (66).

Airradiacdo de nanoparticulas com NIR gera calor, o que pode ser utilizado para a
libertacdo de farmaco desencadeada a partir de formulag¢des sensiveis ao calor. O calor
gerado pode aumentar o efeito anticancerigeno de farmacos que visam alvos

cancerigenos (56). As NPO podem também induzir hipertermia quando estimuladas com
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a iluminacdo laser NIR no tecido tumoral, com pouco dano aos tecidos normais (58).
Essas teorias foram adotadas no desenvolvimento de NPO revestidas com uma
superficie sensivel ao calor, de hidrogel de poli (N-isopropilacrilamida) (servem como

reservatorio de farmacos) (56).

6.2. Funcionalizacdo da superficie

Dada a sua area superficial relativamente grande e o efeito EPR, a funcionalizagao
das NPO com uma variedade de ligandos pode aumentar a libertacdo ou controlar a
libertagdao dos agentes terapéuticos para o tumor. Quando as NPO sdo absorvidas pelas
células tumorais e localizada dentro dos endossomas, o pH mais baixo dentro destes
endossomas permite a libertacdo do farmaco (58). Seguidamente serdo descritos os
varios ligandos que podem ser utilizados para funcionalizar a superficie das NPO e a sua

conjugacao com farmacos anticancerigenos.

6.2.1. Tiol

Os ligandos tiol tém sido usados para anexar uma ampla gama de ligandos as
nanoparticulas, incluindo polimeros como o PEG, corantes e fdrmacos como o PTX. Os
péptidos também podem ser conjugados diretamente a superficie da nanoparticula
usando um grupo tiol numa unidade de cisteina ou por meio do N-terminal de uma
amina primaria (57).

As NPO funcionalizadas através de tidis tém sido bastante investigadas para uma
variedade de aplica¢des terapéuticas, incluindo entrega de medicamentos e imagem
médica. A reacdo de permuta do ligando é normalmente conduzida a temperatura
ambiente num solvente, como o tolueno, durante um periodo de varios dias. No
entanto, existem inconvenientes para este método, incluindo uma maior probabilidade
de agregacdo irreversivel das nanoparticulas, dificuldade em determinar a quantidade
exata de ligando trocado e potencial para a substituicdo incompleta do ligando. Uma
abordagem eficaz para a substituicdo do ligando é substituir um ligando ligado
fracamente a nanoparticula através de uma ligacao de citrato ou fosfina com um ligando
terminado em tiol. A reacdo na superficie da nanoparticula de ouro, entre um grupo tiol

e a nanoparticula, resulta na substituicdo do hidrogénio por ouro no grupo tiol (57).
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As nanoparticulas também podem ser funcionalizadas electrostaticamente, por
exemplo, um ligando carregado positivamente seria atraido para o revestimento de
citrato carregado negativamente dependendo, assim, de efeitos eletrostaticos. No
entanto, esta abordagem tem varios inconvenientes, como ser apenas adequada para o
uso de ligandos adequadamente carregados, os ligandos ndo estdo ligados numa
orientacdo particular tornando a resposta bioldgica dificil de controlar e a ligagdo é
afetada pelas mudangas no pH (57).

Nanorods de ouro foram encapsulados em nanoparticulas de albumina e
funcionalizadas com tiol, associando PTX a superficie das nanoparticulas de albumina,
sendo que esta abordagem combinada permite a elimina¢do de células cancerigenas
tanto por hipertermia, como por tratamento de quimioterapia localizada. As células com
resisténcia ao calor serdo mortas pelo PTX, e as células que sdo resistentes ao PTX serdo
mortas por hipertermia, diminuindo drasticamente a probabilidade de sobrevivéncia
celular. A abordagem fototérmica ndo sé resulta em tratamento hipertérmico, mas
também serve para ativar a libertacdo do farmaco, quando as particulas atingirem o seu
tecido alvo. Esta estratégia de encapsulacdo originou um sistema hibrido coloidal de
tratamento capaz de aumentar a permeabilidade e efeitos de retengdo, eliminagao
fototérmica seletiva de células cancerigenas e a libertacdo de PTX ativo em apenas 15
minutos de sessdo de irradiacdo. Quando tratadas com a conjugacdao de PTX com
nanorods de ouro e nanoparticulas de albumina, as células de cancro da mama
registaram aproximadamente 82% de morte celular sem irradiacdo e aproximadamente
94% de morte celular apds apenas uma sessao de irradiagdo. A Figura 6.3. ilustra os
efeitos citotdxicos de nanorods de ouro sozinhos e nas combinagdes com nanoparticulas
de albumina e nanoparticulas de albumina com PTX, em células de cancro da mama,
num tratamento com e sem radiacdo. Estes resultados foram melhores em comparacao
com os resultados do PTX sozinho, que apenas eliminou aproximadamente 77% das
células sem irradiacdo e aproximadamente 80% com irradiacdo. O aprisionamento
interno de combinacdes de farmacos adaptados ao doente é também possivel com esta
forma de tratamento combinado, o que pode resultar em melhoria da qualidade de vida

para as pessoas submetidas a tratamentos (67).
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Figura 6.3. Imagens de microscopia de fluorescéncia dos efeitos citotoxicos em células
de cancro da mama de nanorods de ouro sozinhos e nas combinagdes com
nanoparticulas de albumina e nanoparticulas de albumina com PTX, num tratamento
com e sem radiacdo [Adaptado de (67)].

6.2.2. PEG

Para criar um tratamento ou diagndstico adequados para o uso clinico com NPO,
€ necessdrio produzir a nanoparticula com uma série de ligandos para funcdes
especificas. Estes estdo tipicamente ligados a superficie das nanoparticulas sob a forma
de uma monocamada mista, sendo que as monocamadas mistas de PEG com terminacao
em alcool se tém destacado nas aplicagdes in vivo, sem toxicidade, sem resposta imune
e alta solubilidade e estabilidade na agua. Tais revestimentos mistos da monocamada
podem ser facilmente preparados a partir de NPO produzidas por reducdo de citrato
através da reac¢ao da nanoparticula com uma quantidade apropriada de PEG tiolado para
produzir uma camada incompleta seguida pela reacdo da nanoparticula parcialmente
revestida com outro ligando terminal conforme o interesse. Uma abordagem alternativa
€ anexar os ligandos necessarios a nanoparticula por meio de uma molécula vinculadora.
Nesta disposicao, a superficie da NPO é totalmente funcionalizada com uma cadeia de
polimero, tal como PEG ou um hidrocarboneto de cadeia curta. O ligando de interesse é
entdo ligado a outra extremidade da cadeia de ligacdo. Isso pode ser referido como
funcionalizacdo sequencial, uma vez que um ligando é anexado ao final de outro. A
cadeia de ligacdo proporciona a estabilidade requerida enquanto o ligando funcional

ligado a extremidade livre esta prontamente disponivel para a interacao biolégica (57).
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Por exemplo, as NPO foram funcionalizadas com tamoxifeno e PEG com tiol e foram
seletivamente encontradas em células de cancro da mama humano, demonstrando uma
poténcia muito maior do que o farmaco livre (68).

Teoricamente a conjugacao de NPO com trastuzumab tem principalmente duas
vantagens para o tratamento do cancro da mama, sendo a primeira a de aumentar a
absorcdo de NPO e a segunda a de superar a resisténcia ao trastuzumab. Estudos
indicam que NPO revestidas com PEG e conjugadas com trastuzumab sdo toleradas
pelas células, ndo agregam quando expostos ao microambiente sanguineo in vitro e
preservam as suas propriedades de ligacdo seletiva no sangue. A aplicacdo de radiacado
em células de cancro da mama que sobre expressam HER-2 levou a quebras 5 vezes
superiores de DNA de dupla cadeia de na conjugacdo de trastuzumab com PEG em NPO
do que PEG com NPO (69, 70).

Os conjugados de trastuzumab com nanorods de ouro demonstraram ser
absorvidos em endossomas de células tumorais e lipossomas em vez de se ligarem a
membrana celular. A adi¢ao de PEG aos conjugados de trastuzumab com nanorods pode
preservar a sua afinidade de ligacdo durante o seu tempo de laténcia no sangue. Embora
o trastuzumab tenha demonstrado ser eficaz contra o cancro da mama com sobre
expressao de HER-2, 15% dos pacientes que receberam trastuzumab como terapia
adjuvante e 66-88% dos pacientes que receberam trastuzumab para a doenga
metastdtica, eventualmente desenvolveram resisténcia ao agente (58).

NPO revestidas com PEG e conjugadas com DOX demonstraram ser um sistema
biocompativel projetado para direcionar seletiva e efetivamente a entrega de DOX a
células cancerigenas e facilitar a terapia fototérmica adjuvante (71, 72). Foi descoberto
gue, em comparacdao com DOX livre ou lipossémica, nanoescudos de ouro oco
conjugadas com DOX estimuladas com um laser NIR eram mais citotdxicas para células
do cancro da mama in vitro e melhoravam a erradicacdo de tumores in vivo. Além disso,
os conjugados de ouro estimulados ndo s6 eram mais eficazes em tumores de ablacdo,
mas também menos cardiotéxicos do que a DOX lipossomal, presumivelmente porque

a forma conjugada estava associada a DOX menos livre no sangue (73).
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6.2.3. Folato

NPO foram funcionalizadas MTX, anticorpo de TGF-B1 (fator de crescimento) e o
folato como ligando de funcionalizacao, tendo sido direcionadas para células de cancro
da mama. Foi detetada elevada concentragdo intracelular de MTX e folato e menor
concentragdo de TGF-B1 extracelular (74).

Noutro estudo foram funcionalizadas NPO com folato e conjugadas com
ciclofosfamida (CF) de modo a ter como alvo o recetor folato humano alfa (aHFR), para
aplicacdo em hipertermia de modo a potenciar a citotoxicidade da CF em células de
cancro da mama positivas para aHFR. Estas nanoparticulas foram estudadas em duas
linhas celulares de cancro da mama, uma contendo aHFR na sua superficie e outra ndo
contendo niveis detetaveis de aHFR, e de seguida foi realizada a hipertermia. As NPO
funcionalizadas com folato, que se acumularam na linha celular com aHFR positivo
através de endocitose mediada pelo recetor folato, resultaram na permeabilidade da
membrana celular, causada pela hipertermia, para a CF devido ao dano da membrana
celular apés a fotoexcitagao das NPO. Pelo contrdrio, ndo ocorreu nenhuma acumulagao
de nanoparticulas funcionalizadas com folato na linha celular que nao expressa niveis
detetdveis de aHFRs. As NPO orientadas pra aHFR apods terapia fototérmica foram
capazes de sensibilizar as células de cancro da mama positivas para aHFR no tratamento
com CF, tornando esta uma abordagem promissora para o tratamento de cancros

positivos para recetores folato (75).

6.2.4. Transferrina

O recetor de TF participa na proliferacdo celular e foi detetada a sobre expressao
deste recetor nos tumores mamarios. Assim, a absor¢do tumoral de NPO seria
aumentada conjugando-os com TF. As células de cancro da mama também possuem
uma alta expressao de recetores da hormona libertadora da hormona luteinizante
(LHRH). Foram revestidas NPO com Fe3z0s e conjugadas com um analogo de LHRH, tendo
sido descoberto que esta conjugacdo nao afetou a afinidade de ligacdo ou a atividade
biolégica do recetor de LHRH. Além disso, estes conjugados tiveram efeitos
dependentes da dose significativos na sobrevivéncia e proliferacao de células de cancro

da mama expressando o recetor LHRH (58).
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6.2.5. Conjugac¢do de componentes

O tratamento do cancro da mama com tamoxifeno (TMX) tem sido usado ha mais
de trés décadas. Esta pequena molécula compete com a hormona estradiol para a
ligagdo ao recetor de estrogénio, um recetor regulado positivamente na maioria dos
cancros da mama, iniciando subsequentemente a morte celular programada. Foi
sintetizado um derivado de TMX com tiol-PEG que pode ser usado para direcionar
seletivamente e entregar NPO em células de cancro da mama positivas para recetores
de estrogénio, com elevada poténcia in vitro. Num estudo células de cancro da mama
foram incubadas com concentracdes equivalentes de TMX-PEG-tiol na forma de farmaco
livre e conjugado de nanoparticulas, sendo que as figuras a) e b), da Figura 6.4., ilustram
as curvas dose-resposta dependentes do tempo para a viabilidade celular,
respetivamente. A comparacdo dos valores de ICsp (50% de concentracdo inibitéria)
dependentes do tempo obtidos para o farmaco livre e o seu conjugado de NPO indicam
a poténcia aumentada 1,3 - 2,7 vezes (Figura c)) para o conjugado das nanoparticulas
com TMX-PEG-tiol. Esta atividade aumentada deve-se ao aumento das taxas de
transporte de TMX intracelular por endocitose de nanoparticulas. A entrega intracelular
de NPO dependente de ligandos e recetores sugerem que o recetor alfa de estrogénio
localizado na membrana plasmatica pode facilitar a absorcao seletiva e retencdo deste
e outros conjugados de nanoparticulas terapéuticas. A seletividade da vetorizagdo
combinada e a poténcia avancada proporcionam oportunidades tanto para estratégias
de tratamento enddcrino multimodal quanto para terapia fototérmica laser

complementar (68).
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Figura 6.4. Curvas dose-resposta dependentes do tempo para a viabilidade celular de
células de cancro da mama incubadas com concentracdes equivalentes de TMX-PEG-tiol
como farmaco livre (a) e como conjugado de NPO (b); e comparagdo dos valores de 1Cso
das duas estratégias (c) [Adaptado de (68)].

A conjugacdo de NPO com MTX e albumina demonstrou maior eficiéncia na
inibicdo da proliferacdao de células de cancro da mama quando comparada com o
farmaco livre MTX tendo sido também confirmada a inducdo da apoptose. A conjugacdo
foi encontrada em maior concentracao nas células cancerigenas em comparag¢ao com
uma dose equivalente de MTX livre. O aumento de atividade foi atribuido a absorgao
preferencial do complexo pelas células cancerigenas devido a presencga da albumina que
atua como fonte de nutrientes e energia para as células cancerigenas, que proliferam
rapidamente. Além disso, a seletividade do fdrmaco MTX para os recetores de folato,
sobre expressos em células de cancro da mama, também contribuiu para a absorcao e
atividade aumentadas. Em conjunto, esses resultados revelam que a conjugacao de NPO
com MTX e albumina poderia ser mais eficaz do que o farmaco livre no tratamento do
cancro (76).

A conjugacdo entre um fotossensibilizador (derivado de zinco-ftalocianina), um

PEG heterobifuncional e um anticorpo monoclonal contra HER2 numa superficie de NPO
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foi descrita como um potencial terapéutico do cancro da mama. Os conjugados de
nanoparticulas eram estaveis em relagdao a agregacao e, sob irradiagdao com luz vermelha
visivel, produziram eficientemente oxigénio téxico para as células. Em experiéncias
celulares foi demonstrado que os conjugados de nanoparticulas visam seletivamente as
células de cancro da mama que sobre expressam o HER2 e que sdo agentes eficazes de
terapia fotodinamica (77).

Noutro estudo foram produzidas NPO direcionadas para o recetor ativador de
plasminogénio do tipo uroquinase (UPAR) para vetorizacdao de células de cancro da
mama. As nanoparticulas foram funcionalizadas com um péptido curto de 11
aminodcidos (U11) derivado do dominio do fator de crescimento de uPA, que é
responsavel pela ligacdo ao uPAR. A funcionalizacdo levou a nanoconjugados muito
estdveis e ndo tdxicos, o que promoveu a seletividade do recetor para melhorar a ligacao
celular e a absorgao em células cancerigenas positivas para uPAR in vitro (78).

As NPO revestidas com Fe304 e conjugadas com um complexo de trastuzumab e
platina apresentaram seletividade na distribuicdo de platina em células positivas para
HER2. O facto de a CP ser libertada a niveis de pH mais baixos levou a investigacoes
sobre a libertagao intracelular de CP (e, portanto, a sua citotoxicidade) ser estimulada
pelo pH mais baixo dos endossomas apds a absor¢cdo dos conjugados. Os niveis de pH
mais baixos em endossomas celulares também podem facilitar a libertacdo de farmacos
de NPO conjugadas com cloroquina, que também possuem atividade antitumoral no

cancro da mama e levam a uma citotoxicidade aumentada em células cancerigenas (79).

6.3. Toxicidade das nanoparticulas de ouro

A absorcao celular e localizagao das NPO nas células cancerigenas varia em fungao
do tipo de particula, tamanho e/ou molécula de funcionalizagdo. Num estudo em células
de cancro da mama, nanorods de ouro foram absorvidos por recetores mediados por
endocitose e foram formadas vesiculas endociticas que evoluiram para lisossomas e
autofagossomas. Foi observada a recaptacdo das particulas eliminadas apds exocitose
(80).

As NPO usadas para abordagens de diagndstico (imagem) e tratamento tendem a
ter diametros de pelo menos 5 nm e, tal como o ouro de maiores dimensdes, essas
particulas de ouro maiores sdao geralmente consideradas quimicamente inertes. Foi
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descoberto que moléculas de 4 ou 10 nm de diametro, que foram mais facilmente
absorvidas do que moléculas com 28 ou 58 nm de diametro, ficaram acumuladas no
figado, nos rins, no baco e em outros érgaos, incluindo o cérebro. Varios fatores, como
a carga superficial e o tamanho, estdo associados a eliminagao dessas moléculas do
organismo. Uma carga superficial positiva na nanoparticula estimula a ligacdo das
moléculas as proteinas plasmaticas, resultando no impedimento da excrecao renal
devido ao diametro hidrodindmico maior. As particulas com diametros hidrodinamicos
inferiores a 5-6 mm mostram uma eliminagdo renal aumentada. Revestir as particulas
com materiais menores do que PEG, para neutralizar a carga superficial, pode ser uma
solucdo para aumentar a eliminagdao renal de nanoparticulas. Embora numerosos
estudos tenham investigado a toxicidade das NPO em animais, a toxicidade das NPO em
seres humanos ainda ndo foi avaliada de forma adequada (58). Um estudo de fase | para
a investigacdo da dose investigou o uso de nanoparticulas de ouro conjugadas com um
fator de necrose tumoral recombinante do virus humano (rhTNF). Para este estudo
foram utilizados doentes com tumores sélidos que ndao respondem ao tratamento
convencional e foram coletadas amostras de tecido. Vinte e quatro horas apds a
administracdo, as NPO foram encontradas em tecido tumoral. As NPO nao foram
encontradas em parénquima normal em pacientes com cancro da mama, mas foram
encontradas em tecido normal do figado em doentes com tumores hepdaticos (81).

As NPO ndo conseguem ser efetivamente absorvidas pela via oral. Em contraste,
90% das nanoparticulas administradas por via intravenosa permanecem na circulacdo
durante pelo menos 1 semana, e mais de 70% das particulas eventualmente acumulam-
se no figado. Do ponto de vista da toxicidade, a permanéncia destas particulas no
organismo é particularmente pertinente porque a sua grande relacdo area-massa
superficial pode torna-los mais ativos biologicamente (58). No entanto, num estudo de
tratamentos repetidos com NPO, as proporgdes das quantidades acumuladas
diminuiram a medida que a dose aumentava, sugerindo a ativacdo de um mecanismo

de eliminagdo (82).
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6.4. Perspetivas Futuras

O tratamento fototérmico pode ser um método de tratamento de cancro
minimamente invasivo e altamente eficiente que usa fotossensibilizadores adequados
que podem absorver eficientemente fotdes incidentes para gerar calor local suficiente
para eliminar por hipertermia as células cancerigenas. As NPO representam uma nova
classe de fotossensibilizadores que sao capazes de uma conversao eficiente de calor. A
facilidade da funcionalizagdo da superficie permite o desenvolvimento de
nanoestruturas de ouro unicas com elevada eficacia fototérmica e elevada seletividade.
Estas caracteristicas garantem maior eficiéncia na penetragcdao em tecidos profundos
diminuindo as preocupacdes quanto aos efeitos adversos tipicamente causados pelas
distribuicGes ndo especificas em tecidos normais. Assim, as NPO podem ter
multifungdes, além do tratamento fototérmico tais como a entrega de farmacos
anticancerigenos para terapia combinada e agentes de contraste para diagndstico em
simultaneo com o tratamento. Este sistema multifuncional, que integra multiplas
terapéuticas/diagndsticos numa Unica formulacdo, tem imenso potencial para possiveis
aplicagées numa ampla gama de doengas (83).

Foi iniciado em 2005 o primeiro tratamento de cancro mediado por NPO. O CYT-
6091 foi a primeira NPO a realizar ensaios clinicos em fase inicial e consiste numa NPO
de 27 nm conjugadas com PEG e TNF-a tiolados (81). O controlo complexo sobre a
biodistribuicdo e elimina¢do das nanoparticulas e a resolugdo de problemas de
toxicidade a longo prazo sdao pré-requisitos para a aplicacdo pratica destes sistemas. A
utilidade in vivo de nanoparticulas depende de diversas propriedades fisico-quimicas,
tais como tamanho, carga superficial, estabilidade in vivo e intera¢des quimicas
especificas com biomoléculas. Devido a complexidade inerente a esta aplicacdo, o
controlo total sobre a biodistribuicdo das nanoparticulas é uma tarefa dificil. Além disso,
as nanoparticulas podem distribuir-se amplamente em muitos tecidos normais através
da penetracdo de barreiras de 6rgaos dependentes do tamanho e podem ser facilmente
retidas nos orgdos do sistema endotelial ap6és administracdo sistémica. Este facto
levanta preocupacdes significativas quanto a toxicidade das NPO para estes tecidos fora
do alvo. Embora o ouro seja geralmente considerado biocompativel e ndo téxico, as
propriedades Unicas das NPO (por exemplo, a sua alta relacdo superficie-volume e
grande quantidade de ligacGes possiveis a superficie) podem aumentar
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significativamente sua atividade quimica / bioldgica, podendo causar efeitos toxicos,
como a producdo de espécies reativas de oxigénio. As moléculas de superficie das
nanoparticulas introduzidas para a estabilidade coloidal ou a funcionalizacdo quimica
também representam possiveis problemas de toxicidade. A toxicidade a longo prazo das
NPO devido a acumulacdo inespecifica em drgdos ndo direcionados é relativamente
pouco compreendida e sdo necessdrias avaliagdes abrangentes adicionais devido as
propriedades fisico-quimicas das NPO (58, 83).

Algumas nanoestruturas de ouro podem efetivamente absorver a luz NIR, mas
podem sofrer remodelacdo fototérmica, o que pode impedir o seu efeito fototérmico
continuo. Tal pode acontecer quando sdao maiores do que aproximadamente 50 nm, que
estd acima do limite de tamanho (~ 5 nm) para a eliminagdo renal eficiente. As
nanoparticulas funcionalizadas podem ter um tamanho relativamente pequeno (menor
de 6 nm), o que é favoravel a excrecao renal eficiente e pode efetivamente utilizar a luz
NIR apds agregacao em resposta ao pH. Um fotossensibilizador de NPO ideal para
aplicages clinicas deve ter alta eficacia fototérmica na regido NIR, a fim de obter a
eliminacdo completa dos tecidos tumorais. Para aliviar possiveis preocupacdes de
toxicidade, as NPO devem ter acumulagdo seletiva nos tecidos alvo com distribuicao
minima em tecidos nao especificos. Devem também ser rapidamente eliminados do
corpo apds o seu objetivo, de modo a evitar a redistribuicdo em tecidos nao especificos.
De modo a atingir estes requisitos esta a ser realizado o desenvolvimento sofisticado

das NPO (58, 83).
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7. CONCLUSAO

O cancro da mama é uma neoplasia bastante complicada que afeta
maioritariamente mulheres. Nos tratamentos convencionais, como a quimioterapia e a
radioterapia, os efeitos adversos causam consequéncias indesejadas no tratamento do
cancro. Deste modo, é essencial que sejam desenvolvidas novas estratégias para o
tratamento desta doenca.

As nanoparticulas de ouro tém muitas propriedades que demonstram bastante
potencial no tratamento do cancro da mama. Estas podem ser facilmente sintetizadas
por métodos quimicos e bioldgicos sem necessidade de grande sofisticagdo. As
nanoparticulas de ouro podem penetrar e acumular no tecido tumoral passivamente
através do efeito EPR ou ativamente através da conjugacdao com moléculas seletivas. As
nanoparticulas de ouro tém um elevado niumero atédmico, o que permite uma maior
absor¢do de energia ressonante, proporcionando maior contraste do que os agentes
padrdao, melhorando o efeito da radioterapia. Além disso, as nanoparticulas de ouro
podem ser funcionalizadas com polimeros, anticorpos e farmacos seletivos para
recetores da superficie de células cancerigenas. Podem, ainda, ser efetivamente
utilizadas no tratamento fototérmico devido a absorcdo de luz quando expostos a um
laser NIR produzindo calor, permitindo uma libertagao controlada do farmaco.

Devido a estas propriedades, existe muita expectativa e interesse entre os
investigadores de todo o mundo em relacdo as nanoparticulas de ouro. No entanto,
existem questdes relacionadas com a avaliacdo da toxicidade e com a produgdao em

grande escala para uso clinico que requerem muita atencao e otimizacao.
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