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Resumo

Com o simultdneo desenvolvimento dos nanomateriais e da biologia molecular, a interface
bionano traz varias aplica¢cdes das nanoparticulas hibridas para a nanomedicina.

As nanoparticulas hibridas ndo s6 apresentam propriedades de componentes individuais
como também demonstram ter efeitos sinérgicos para aplicacbes especializadas.

O desenvolvimento de nanoparticulas hibridas para marcar células alvo e para diagnosticos
e terapéuticas de varias doencgas, tem vindo a tornar-se de grande interesse na
nanomedicina.

Os nanomateriais podem ser categorizados em diferentes formas, tamanhos e
componentes.

Ajustando estes aspetos, podem ser geradas novas propriedades nos nanomateriais para
aplicacdes especificas. A integracdo de moléculas bioldgicas com nanomaterial, traz-nos
novas prospecdes para a nanotecnologia no futuro da medicina.

Nanoparticulas com o tamanho e caracteristicas adequadas, tém vindo a ser produzidas
para a veiculacao sistémica e intracelular.

Esta pesquisa foca-se no fabrico de novas classes de nanoparticulas hibridas que sao
desenhadas para maximizar a entrega de DNA em células alvo, levando ao aumento da
eficacia e reducao dos efeitos secundarios.

A entrega de acidos nucleicos, como o DNA, é promissora para o tratamento de diversas
doencas, incluindo cancro, por desenvolver um novo mecanismo biologico de acao.
Nanoparticulas ndo virais, sdo uma classe promissora de transportadores de &cido
nucleicos, que podem ser desenhados para serem seguros e mais versateis do que 0s
vetores virais tradicionais.

Neste artigo, sdo descritos 0s avangos mais recentes na entrega do DNA focando-se nos
métodos de entrega das nanoparticulas. As propriedades do material que tém permitido uma
entrega com sucesso, sdo discutidas, tal como as aplicagbes que tém sido utilizadas na
terapia do cancro. Estratégias de co-entrega de diferentes acidos nucleicos tém se
destacado tal como novos alvos, para co-entrega de acidos nucleicos.

A inovacao continuada de novas formas terapéuticas com recurso a nanotecnologia tem
como alvos especificos e formas personalizadas de terapia genética no desenvolvimento de
medicamentos genéticos para tratamento do cancro.

Palavras- chave: nanotecnologia, DNA, transporte de genes, nanotransportadores,
nanoparticulas hibridas
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Abstract

Together with the simultaneous development of nanomaterials and molecular biology, the
bionano interface brings about various applications of hybrid nanoparticles in nanomedicine.
The hybrid nanoparticles not only present properties of the individual components but also
show synergistic effects for specialized applications.

The development of advanced hybrid nanopatrticles for targeted and on demand diagnostics
and therapeutics of diseases has rapidly become a research topic in nanomedicine.
Nanomaterials can be categorized into different shapes, sizes, and material components. By
tuning of these aspects, new properties of nanomaterials can be generated for specific
applications. In particular, the integration of biological molecules with nanomaterial is highly
expected to bring about new prospects for nanotechnology in future medicine.

Nanoparticles with a suitable size range have been fabricated for blood circulation and cell
uptake.

The research focus is to produce novel classes of programmable hybrid nanoparticles that
are precisely engineered to maximize DNA delivery in target cells, leading to enhanced
efficacy and reduced secondary effects.

The delivery of nucleic acids such as DNA is promising for the treatment of many diseases,
including cancer, by enabling novel biological mechanisms of action. Non-viral nanoparticles
are a promising class of nucleic acid carriers that can be designed to be safer and more
versatile than traditional viral vectors.

In this review, recent advances in the intracellular delivery of DNA are described with a focus
on hybrid nanopatrticle-based delivery methods. Material properties that have enabled
successful delivery are discussed as well as applications that have directly been applied to
cancer therapy. Strategies to co-deliver different nucleic acids are highlighted, as are novel
targets for nucleic acid co-delivery.

The continued innovation of new therapeutic modalities and nanotechnologies to provide
target-specific and personalized forms of gene therapy hold promise for genetic medicine to
treat diseases like cancer in the clinic.

Keywords : nanotechnology, DNA, gene delivery, nanocarriers, hybrid nanoparticles
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1. Introducéo

A nanotecnologia caracteriza-se pela manipulacdo da matéria a uma escala atébmica e
molecular.

Ou seja, é a manipulacdo de objetos a escala manométrica de forma a criar estruturas que
podem levar a formacdo de novos produtos ou otimizacao de outros ja existentes.

A nanotecnologia ainda esta envolvida na sintese, formula¢do, concecao, caracterizacao e
aplicacao de materiais e dispositivos estruturados, em pelo menos uma dimenséo, na escala
nanometrica.

Em virtude do seu reduzido tamanho os nanomateriais apresentam propriedades fisicas,
qguimicas, mecéanicas, elétricas, magnéticas e oticas muito diferentes daquelas que regem o
mundo macroscopico. A medida que o tamanho dos sistemas diminui, os fenémenos fisicos
que regem a matéria alteram-se, uma vez que na escala nanométrica sdo os efeitos
gquanticos que dominam. Isto é, com a alteracdo do seu tamanho, os nanomateriais alteram
as suas propriedades como a estabilidade e a reatividade entre outros fatores. Algumas das
propriedades que tornam estes materiais interessante deve-se a sua elevada
superficie/volume, estrutura bem organizada e definida.

De todas as areas de aplicacdo aquela que tem suscitado maior interesse na comunidade
cientifica € a biomedicina. A aplicacdo da nanotecnologia na medicina surge como um novo
campo de pesquisa interdisciplinar entre diversas areas da ciéncia, combinando os avancos
da medicina com as engenharias. Tem como principal objetivo o fabrico de nanodipositivos e
nanomateriais para atuacdo biologica. E um campo com inimeras aplicacbes e
potencialidades em diversas areas no diagnostico e terapia, desenvolvimento de sistemas
inteligentes para entrega e libertacdo controlada de farmacos, nanocosmética, entre outros.
Nos ultimos anos a utilizagdo de NPs aumentou de uma forma exponencial tanto na
inddstria como na investigagao.

As NPs sdo sistemas coloidais definidos como sistemas sélidos a base de polimeros
(sintéticos, semissintéticos ou naturais), ou de outros materiais, de natureza biodegradavel
ou ndo e que podem servir de veiculos para farmacos. Apresentam um tamanho
nanomeétrico, ou seja, se definem como particulas que tém um tamanho compreendido entre
1-100 nm.

De acordo com o processo de sintese, as NPs podem adquirir tamanhos diferentes e
morfologias distintas.

Glucose Protein Cell Salt Grain Tennis Ball
s “
D _ .
<« -
107 10° 10° 10° 10¢ 107 10¢

Nanometers

Micelle Liposome Dendrimer Gold Nanoshell Quantum Dot Polymers

Fig 1. Comparacdo de tamanho entre os diferentes tipos de estrutura. (adaptada [58])
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Apesar dos beneficios que as nanoparticulas tém prestado a medicina, algumas aplicacbes
continuam a ser um desafio, como por exemplo, na monitorizacdo em tempo real dos
processos celulares, principalmente o local onde se da a libertacdo do farmaco. A criacéo de
nanoparticulas hibridas pode melhorar significativamente as caracteristicas das NPs ja
existentes e superar este tipo desafio.

A descoberta de que o acido desoxirribonucleico (DNA) exdgeno introduzido num nucleo
isolado pode ser transcrito em mMRNA, levando a expressao proteica, foi um passo
importante para ver a terapia genética como uma modalidade capaz de tratar uma variedade
de doencas.

Os primeiros métodos de entrega dos &cidos nucleicos, envolviam processos de disrupcéo
mecénica da membrana celular ou injecdo direta. Contudo, estes métodos sao de dificil
aplicacédo clinica.

Métodos virais de entrega de DNA sao efetivos, mas podem induzir imunogenicidade ou
tumorigenicidade, sendo assim limitados quanto a sua traducao clinica. Métodos nao virais
de entrega de DNA ndo séo tdo efetivos, no entanto podem ser desenhados de forma a
evitar a tumorigénese e a estimulacdo imunolégica. Os continuos avancos em vetores de
nanoparticulas para transporte de acidos nucleicos, tém vindo a aumentar a eficacia do
transporte destes e minimizar a sua toxicidade, todavia existem ainda varios obstaculos que
fazem do sucesso do transporte um desafio constante.

Devido ao seu tamanho e a sua carga negativa, os acidos nucleicos ndo conseguem passar
a membrana celular para os seus locais intracelulares de agéo.

Nanoparticulas (NPs) transportadoras conseguem encapsular os acidos nucleicos, nao
apenas para promover uma entrega bem sucedida as células, como também para proteger
estes da sua degradacao pelas nucleases extracelulares.
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2. Objetivos:

Esta monografia tem como objetivo conhecer os fatores que influenciam o desenho de uma
nanoparticula hibrida de forma a esta conseguir contornar as varias barreiras biol6gicas
para a entrega de DNA na célula. Abordando os varios tipos nanoparticulas transportadoras
que dao origem a nanoparticulas hibridas promissoras e o equilibrio dos fatores que
asseguram o bom transporte de DNA pelas mesmas.
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3. Materiais e métodos:

Para a realizacdo desta monografia foi realizada o estudo inicial de varios artigos,
provenientes de uma pesquisa inicial de conceitos e defini¢cdes, historia e etiologia.

Foram utilizados como motores de busca o PubMed(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)/),
0 Google Scholar (https://scholar.google.pt/ ) e o] Science Direct
(http://www.sciencedirect.com/).

Tendo como critério de selecdo incial , artigos com menos de 3 anos, no entanto ao longo
do deste estudo foi demonstrado a necessidade de alargar o data dos nossos artigos para
conseguirmos perceber as barreiras colocadas neste tema.

Os conceitos utilizados para a pesquisa do conteido da monografia foram, “nanotecnologia”,
“DNA”, “entrega de genes”, “nanotransportadores” e “nanoparticulas hibridas”, fazendo estes
parte da construcdo do nosso tema.
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4. Resultados e Discussao:

4.1 Nanotransportadores de DNA

Os nanotransportadores para entrega de acidos nucleicos incluem lipossomas para restringir
o DNA dentro do seu interior aquoso, polimeros catidnicos que ligam os &acidos nucleicos
aniénicos para formarem polipexos e nanoparticulas sélidas que transportam os 4cidos
nucleicos via ligacdes covalentes.

De forma a prevenir interacdes néo especificas entre nanoparticulas e biomoléculas e
células, as nanoparticulas sdo frequentemente cobertas por polimeros hidrofilicos, como o
polietileno glicol (PEG).

Para a entrega intracelular, as células tém que aceitar os acidos nucleicos transportados
pelas nanoparticulas. De forma a facilitar a aceitacdo da célula, péptidos penetradores de
células podem ser usados para promover a entrada direta através da membrana da célula.
ou nanoparticulas catiénica podem interagir nao especificamente com a superficie celular
carregada negativamente para promover a entrada endossomal dos acidos nucleicos.

Se entrarem via endossoma, as nanoparticulas devem escapar do endossoma para prevenir
a sua degradacdo nos lisossomas, prevenindo também a reciclagem fora da célula e
promovendo a entrega citosoélica. Isto é possivel com biomateriais hidrofobicos ou anfifilicos
que podem destabilizar a membrana endossomal.

A escapatéria endossomal pode também ser conseguida usando o mecanismo de esponja
protonada, em que o0 nanomaterial pode ctuar como buffer contra a acidificacdo endossomal,
0 que resulta numa lise endossomal. Embora este mecanismo tenha vindo a ser desafiado,
tem sido a hipétese mais aceite para explicar uma tranfeccdo com sucesso quando se utiliza
nanomateriais com aminas titulaveis.

Os nanotransportadores para entrega de DNA podem ter que se manter intactos por mais
tempo, devido a difusdo lenta do DNA no citosol, podendo este ser degradado, no seu
caminho até ao nucleo, por nucleases citosolicas.

Células que ativamente se dividem sdo mais faceis de transfectar, tem sido uma hip6tese
para aumentar a transfeccdo em células cancerigenas comparando com células néo
cancerigenas que crescem lentamente.

Nas células ndo mitbticas, anexar uma sequencia peptidica de localizagdo nuclear ao DNA
€ uma estratégia que aumenta a penetracdo nuclear. Complexacdo do DNA dentro de um
nanotransportador polimérico tem demonstrado um grande desenvolvimento na associagao
e permeabilidade nuclear. Para todos estes passos, as propriedades do nanomaterial sdo a
chave para alcancar intracelular nanoparticulas DNA base.

11
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Fig 2. Esquema de co-transporte de DNA e siRNA. (A) Nanoparticulas a transportarem
DNA e siRNA separadamente com fraca co-entrega, enquanto nanoparticulas que
transportam os dois acidos nucleicos, otimizam a coexpressao. (B) Existem diversas classe
de nanoparticulas néo virais para entrega de genes. Cada classe tem a sua estrutura
guimica (cima), nanoparticula especifica (centro) e uma método de transporte do acido
nucleico (em baixo). (C) Existem diversas formas de entregar com sucesso DNA e miRNA.
(adaptada [59])

4.2. Nanoparticulas transportadoras

A composicao das NPs determina a compatibilidade e a adaptagéo para as diferentes
aplicacdes, tais como entrega do farmaco, bioimagem, reconhecimento biomolecular,
sensores e revestimentos. Dependendo da composi¢céo das nanoparticulas, estas podem
ser caracterizadas como organicas (agregados micelares, dendrimeros, vesiculas,
nanoparticulas poliméricas), inorganicas (NPs de silica, ouro, diéxido de titanio, di6xido de
ferro, quantum dots) e hibridas, com dois ou mais componentes na sua constituicéo. [19]

12
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Tab 1. Diferentes tipos de sistemas de entrega de farmacos (adaptada de [20])

Sistema de entrega de farmaco Estrutura Propriedades / Caracteristicas

Forma vesiculas com nucleo aquoso

Lipossomas e Encapsulac¢ao de farmaco ocorre no ncleo ou
na bicamada lipidica

MNucleo bem definido

Dendrimeros Incorpora biomoléculas atraves de interaccfes

electroestaticas e hidrofobicas

Nanoestrutura cilindrica

Nanotubos de carbono Nanotubo de parede unica ou multiplas

paredes

- Fotossensiveis
Nanoparticulas de ouro ’ Fi
- Utilizadas como nticleo

Nanoparticulas superparamagnéticas

Necessita de estimulo para libertar
biomoléculas

Nanoparticulas de dioxido de titéanio

Estrutura nanotubular

Nanoparticulas de oxido de ferro .
Terapia fotodinamica
) "i‘i‘s Estrutura mesoporosa

Nanoparticulas de sllica 19 6

Multifuncionais

4.2.1 Lipossomas e materiais lipidicos

Nanoparticulas lipidicas, sdo o método quimico nao-viral mais utilizado para o transporte de
acidos nucleicos.

Os lipossomas possuem uma estrutura esférica composta por uma ou varias bicamadas
lipidicas e tém a capacidade de se organizar espontaneamente consoante 0 meio em que se
encontram. Isto deve-se ao facto de serem moléculas anfifilicas (cabecga hidrofilica e cauda
hidrofébica). O encapsulamento do farmaco ocorre no interior da dupla camada lipidica ou
no nucleo aquoso. [22]

Para o transporte de DNA, a estrutura molecular catiénica do lipido é um fator importante
para a eficacia da transfeccdo, sendo que esta determina a interacao do lipossoma com o
DNA e com a membrana celular.

Estes lipossomas podem ser modificados, ao serem conjugados, na sua superficie, com
ligandos alvo ou adicionando colesterol, otimizando assim a sua capacidade de se ligar a
célula e a sua entrada nesta.

Por exemplo, DOTAP nanoparticulas, numa vacina de DNA induziu uma resposta imune
maior do que o DNA sozinho. Assim, DOTAP pode ser utilizado como adjuvante no
transporte de DNA. [21]

Ao comparar uma nanoparticula com um lipossoma, esta possui mais vantagens
relativamente ao tamanho, a encapsulagéo do farmaco, a libertagdo controlada e ao custo.

13
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Tab 2. Comparacdo entre dois sistemas de entrega de farmaco, lipossoma e
nanoparticula (+: baixo; ++: moderado; +++: elevado) (adaptada [20])

. Tamanho Quantidade  Libertagédo Estabilidade Biocompati-  Baixo
Nanosistema ) o .
menor  defarmaco  sustentada in vivo bilidade custo
Lipossoma + + + ++ + +++ ++
Nanoparticula + + +++ ++ ++ ++ ++4+

4.2.2. Nanoparticulas mesoporosas de silica (MSNPs)

As dimensdes nanométricas das NPs de silica e a sua elevada razdo area superficial, o
volume de poros na sua superficie permitem-lhes uma enorme versatilidade e multiplicidade
de aplicacdes, destacando-se a sua utilizacdo como veiculos para a libertacdo controlada de
farmacos.

Além disso, estas NPs podem ser modificadas para melhorar a sua eficiéncia, por exemplo,
mediante a funcionalizacdo e conjugacdo com outras moléculas, dependendo da sua
aplicacdo biomédica: diagndstico ou terapéutica.

Estas NPs séo constituidas por uma matriz de silica e sao caracterizadas pela presenca de
poros com um didmetro compreendido entre os 2-50nm. Destacam-se pelo seu reduzido
tamanho o que as torna adequadas para trabalhar a nivel celular. A sua estrutura rigida e
estavel permite que sejam submetidas a elevadas temperaturas, mudancas de pH e também
ao stress mecanico.

As suas propriedades de superficie permitem que estas sejam utilizadas em conjunto com
uma elevada gama de componentes, tais como farmacos, proteinas ou sensores. Além
disso, as moléculas hospedadas dentro dos poros vao ser protegidas de uma possivel
degradacdo em ambientes hostis, como por exemplo o intestino e estdbmago. Estas
propriedades tornam estas NPs interessantes em nanomedicina, em particular em areas
relacionadas com o drug delivery. [23,24]

Principais caracteristicas das MSNPs

e Elevada area superficial (> 1000 m?2.g%) o que permite acumular uma grande
gquantidade de carga (35%);

e Elevado volume de poro (> 1 cm3.g?); grande porosidade;

e Tamanho do poro pode ser modificado e com uma distribuicéo estreita (2-10nm),

permitindo que sejam suscitaveis a serem usadas em drug delivery de destintas

moléculas;

Boa estabilidade quimica e térmica;

Baixa toxicidade e biocompatibilidade com o organismo humano;

Duas superficies funcionalizaveis (interna e externa);

Mesoestrutura estavel;

Faceis de modificar morfologicamente (controlo do tamanho, poros e forma)

Faceis de sintetizar [25]

14
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4.2.3. Nanoparticulas mesoporosas de silica vazias (HMSNPs)

Semelhantes as nanoparticulas mesoporosas de silica, no entanto para além de conter as
mesmas vantagens que estas, tem também a vantagem de o seu nudcleo estar vazio,
permitindo assim acomodar uma maior quantidade de farmaco. [18]

4.2.4. Nanoparticulas de Fosfato de Calcio

As nanoparticulas de fosfato de calcio (CaP) permitem a entrega de DNA através da sua co
precipitacdo, em cristais a escala nanométrica. Foram sintetizadas nanoparticulas com o
nicleo em CaP, sendo este com camadas de CaP alternadas com camadas de DNA,
prevenindo a degradacao deste ultimo e aumentando a eficacia da transfec¢éo.[26]

4.2.5. Nanoparticulas de ouro

As NPs metalicas, em especial as NPs de ouro (AuNPs) tém sido alvo de intensa
investigacdo em diversas areas devido, sobretudo as suas propriedades oOticas, cataliticas,
eletrénicas, fototérmicas e magnéticas, que Ihes conferem uma elevada versatilidade de
usos em diversas areas. Desta forma, a sua aplicacdo na medicina parece ser das mais
promissoras, nomeadamente na prevencdo, no diagnéstico e no tratamento de diferentes
patologias como no cancro ou ha terapia genética. [29]

A semelhanca das MSNs, estas NPs também se podem definir como sistemas
transportadores, uma vez que permitem controlar a libertacdo de farmacos. A libertagéo dos
farmacos, pode ser controlada mediante estimulos internos, como a variacdo de
concentracao, ou por estimulos externos como o uso de um laser).

As NPs metalicas apresentam propriedades Gticas, eletrénicas e cataliticas diferenciadas
dependendo do seu tamanho nanométrico. [28]

Estas NPs apresentam uma baixa toxicidade, elevada estabilidade e biocompatibilidade e
uma sintese relativamente simples. Por serem substancialmente inertes em fluidos
biol6gicos tornam-se atrativas para aplicagbes em nanodiagnostico. Possuem uma grande
area superficial sendo por isso capazes de adsorver biomoléculas sem afetar a sua
atividade biolégica.

A superficie desta particula pode ser modificada por grupos catidnicos, como o sal de
amonio quaternario, de forma a melhorar a ligagdo do DNA. [29]

Sao constituidas por um nucleo metalico, ou seja, estdo revestidas por uma camada
organica a qual é fundamental para modular o tipo de interagbes com o ambiente circulante.
Esta camada determina a sua estabilidade e a reatividade. [27]

A absorcao por ressonancia plasmonica de superficie (SPR) de NPs metdalicas pode ser
seguida de uma rapida conversao da luz absorvida em calor. Esta propriedade pode ser
utilizada para eliminar células cancerigenas ou para entrega de moléculas dentro das
células em um conceito designado por fototermia. Han et al. (2006) utilizou uma ligacéo
ester o-nitrobenzil para controlar a libertacdo prolongada do DNA, aplicando luz UV. [27]
Assim, as propriedades quimicas e fisicas dependem de fatores como o tamanho, a
composicao, a forma, razéo area de superficie/volume e a natureza da sua superficie. Deste
modo, estas NPs apresentam um enorme potencial de aplicacdo em areas tais como
nanoimunologia, hanobiotecnologia e na nanomedicina, uma vez que as suas propriedades
podem ser facilmente ajustadas na sintese controlando fatores como o tamanho e forma.
Além disso, devido a sua escala de tamanho, estas NPs podem ser utilizadas para
aplicagcdes em drug delivery. [28]
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4.2.6. Quantum dots

Quantum dots como nanoparticulas CdSe/ZnS podem ser usadas como fluoréforos, assim
como veiculos de DNA. O DNA pode ser conjugado covalentemente com o quantum dot de
um péptido ou através de uma associacdo ndo covalente como polimeros catibénicos que
revestem a superficie do quantum dot.[30,31]

4.2.7. Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas de Poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) sao vantajosas para diferentes
tipos de drug delivery devido a sua biodegradabilidade e estabilidade. Pelo que, tém
também sido utilizadas em alguns dispositivos médicos aprovados pela FDA.
Nanoparticulas de PLGA séo sintetizadas por um processo de evaporacdo emulsao-
solvente, e podem conter na superficie, moléculas de modo a facilitar a sua ligacdo as
células e transportar outras moléculas. [32]

O DNA pode ser encapsulado dentro das particulas PLGA, através de um duplo processo de
emulsdo ou adsorvido pela superficie da particula, apos o seu tratamento com agentes hio
aderentes, como por exemplo o carbémero. [33]

Os polimeros mais utilizados na formag¢éo das nanoparticulas poliméricas transportadoras
de genes, sao frequentemente catidnicos e interagem, através de energia electroestética,
com &cidos nucleicos dando origem a polipexos.

Em estratégias mais antigas era frequentemente utilizada a poli(L-lisina) (PLL) devido a sua
natureza cationica, estas foram modificadas, através da adicdo de grupos de PEG,
prevenindo assim a agregacdo de particulas no soro. Kim et al.(1998) criou o sistema
terplex com particulas estéreis PLL, lipoproteinas de baixa densidade, aumentando tanto a
compactacao das particulas de DNA, como a ligacéo deste. [34]

Materiais poliméricos semelhantes tais como poli (amido aminas) (PAAs) e poli (amido
etileneiminas (PAEIs) tém sido desenhados com capacidades tampao do pH endossomal. A
degradagdo dos dendrimeros de PAA é feita através do tratamento de calor, aumenta a
flexibilidade do dendrimero, o que leva a uma transfec¢céo mais eficaz. [35]

4.2.8. Nanoparticulas baseadas em ciclodextrina

Ciclodextrinas sdo moléculas sollveis em agua, constituidas por 6-9 unidades de glucose
gue formam uma estrutura com a forma de um cone, em que a parte interior € hidrofébica e
pode complexar com diversas moléculas, incluindo acidos nucleicos. [37]

As nanoparticulas para entrega de DNA podem ser feitas conjugando ciclodextrina com
polimeros, incluindo PEI e PAA, que condensam o DNA por interacdes electroestéticas. O
DNA pode também ligar-se covalentemente as ciclodextrinas através de liga¢Ges catidnicas.
[38]

4.2.9. Dendrimeros

Dendrimeros séo estruturas poliméricas que consistem num ndcleo molecular central de
onde partem diversas cadeias com uma exposicdo simétrica.

Um dos passos importantes da sintese dos dendrimeros € o controlo do tamanho do
polimero, a0 mesmo tempo que a estrutura das cadeias resulta numa grande densidade de
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grupos nos seus terminais, constituindo uma superficie Unica, ficando também com uma
maior area para se ligar a fArmacos ou a outras substancias.[39] Dois dos dendrimeros que
tém sido utilizados para a entrega de um gene sdo o PAAs e a polipropilenimina (PPI). Os
dendrimeros deste ultimo com um nucleo de butilenediamina (DAB) tém demonstrado um
aumento na ligacdo com o DNA, levando a uma otimizacdo do balanco entre a ligagdo dos
acidos nucleicos e a toxicidade. [40]

A arginina tem sido conjugada com os terminais, no intuito de aumentar a permeabilidade da
membrana e a localiza¢do nuclear. [41]

4.3. Nanoparticulas hibridas

As nanoparticulas hibridas sdo preparadas tendo em conta um nivel aceitavel de tamanho
da particula, a sua capacidade e especificidade de transportar o farmaco e a razao entre 0s
diferentes componentes quimicos. As variagbes dos componentes estruturais das
nanoparticulas hibridas influenciam as caracteristicas destas. [48]

4.3.1. Modificac&o das nanoparticulas

A presenca de grupos silanol na superficie das nanoparticulas permite a sua modificacao
com grupos funcionais ou (bio)moléculas, tais como moléculas fluorescentes, agentes de
acoplamento e biomoléculas, quer por uma ligacédo covalente ou por adsorcdo. A presenca
de grupos reativos (tais como amina, carboxilo ou hidroxilo) na superficie das particulas
proporciona locais ativos para ligar outras moléculas. A elevada area de superficie, a
versatilidade em ligar-se a grupos funcionais e a biocompatibilidade faz das nanoparticulas
um dos nanomateriais mais estudados como sistemas de entrega de farmacos. [42]
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Fig 3. Funcionalizagdo da superficie de NPs de silica, com diferentes grupos
funcionais e (bio)moléculas (adaptada de [42])

A funcionalizacdo das nanoparticulas pode ocorrer em diferentes regifes da particula
consoante o objetivo. Na superficie externa destas pode-se imobilizar polimeros ou
biomoléculas para possivel direcionamento ou detecdo. Para funcionalizar as MSNs por
exemplo, somente na superficie externa € necessario a presenca do tensioativo que permite
gque os poros fiqguem bloqueados e ndo ocorra funcionalizacdo no interior. Apés a
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funcionalizacéo o tensioativo podera ser removido ficando o poro disponivel para incorporar
diferentes moléculas.

A modificacdo da superficie tem como finalidade o acoplamento de um agente modificador
ou realizar o “enxerto” de uma cadeia polimérica. O agente modificador é constituido por
grupos silano e pode ser representado por RSi(OR")3, em que o grupo hidrolizavel
corresponde ao OR™ e o grupo R dara a nova funcionalidade a superficie da nanoparticula.
[43]
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Fig 4. Esquema representativo da funcionalizagdo da superficie um alcoxi-silano.

Os coléides sao apresentados como NPs que tém uma gama de tamanho de 1nm e sdo
responsaveis pelo aparecimento da cor e turbidez. Um sistema coloidal pode ser, sélido,
liquido ou gasoso.

Os coldides tém um sistema com um estado de energia mais elevada do que os materiais
macroscépicos. A estabilidade coloidal é determinada pela energia livre no sistema. O
principal pardmetro € a grande area de superficie entre a fase dispersa e a fase continua. A
estabilidade das NPs depende de varias caracteristicas fisicas adquiridas a partir das etapas
de crescimento e de nucleacéo.

4.3.2. Fatores que afetam as nanoparticulas hibridas (HNPs) transportadoras

A cobertura lipidica que cobre o nucleo polimérico confere beneficios as nanoparticulas
hibridas e distingdo sobre as nanoparticulas ndo hibridas. A razdo entre dois componentes
(lipido-polimero) das particulas hibridas tem um papel importante na estabilidade da
formulacao, na dispersibilidade e na eficacia da encapsulacgéo. [50]

Quando a razdo L/P é baixa, a superficie das nanoparticulas ndo estd completamente
coberta pelos lipidos, permitindo assim que se formem ligagbes com a parte lipidica de
outras particulas, causando a agregacao e a formacao de particulas maiores.

Numa concentracao lipidica elevada, tem tendéncia a que o rendimento da reacdo decresca
e a quantidade nao incorporada nas particulas e os lipidos livres se rearranjem e formem
lipossomas, podendo estes afetar a homogeneidade da formulagéo.

A concentracdo dos lipidos deve ser otimizada, de forma a que estes cubram o nucleo
polimérico, tendo como base o tamanho da particula e o rendimento da reacao.

Num estudo, Chew et al.(2011). Preparou HNPs com PC (fosfatilcolina) e PLGA para
transportar antibioticos, com Wec/WpLga cOm valor < 15% e dos 90%. Com um valor lipidico
abaixo dos 15%, formaram-se particulas maiores (800-1000nm) e a uma concentracao
Otima, houve um grande decréscimo no tamanho destas.

A razdo lipidica acima de uma concentracdo O6tima, por exemplo, 30% néo reduziu o
tamanho da particula, mas redidzio o rendimento, assim como todos os lipidos estudados.
[49]
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Um valor 6timo da razéo entre lipido e polimero também confere estabilidade coloidal as
HNPs, levando a uma densidade o6tima de carga na superficie, que é responsavel pelas
forcas electroestéticas repulsivas que previnem a coalescéncia e estabilizam a formulacao.
No caso da parte lipidica ser insuficiente e as forcas electroestéticas repulsivas serem
fracas, alguns componentes como PEG, podem ser incorporados na formulacéo, de forma a
criarem repulsdes estéreis e estabilizarem as HNPs.[52]

A carga da parte lipidica que € responsavel pelas repulsGes electroestaticas entre as
particulas, é protegida quando existe uma mistura de lipidos cationicos e zwiteridnicos.

As cabecas anibnicas dos lipidos zwiteridnicos ficam viradas para fora, o que reduz a carga
dos lipidos catidnicos, promovendo assim a agregacao de particulas. O lipido zwiteriénico
DPPC da origem a uma agregacao menor que o lipido cationico DOTAP, por isso um ido
zwitter lipidico d4 uma maior estabilidade do que outros ides lipidicos.[53]

Os dois beneficios que o aumento lipidico confere as HNPs séo a eficacia da encapsulacéo
e a libertacdo prolongada do farmaco. O primeiro é conseguido, evitando a perda durante o
processo de formacdo; o segundo é devido a reduzida interagdo dos lipidos com a
dissolug&o do meio, adiando a penetragdo da agua.

A carga da superficie dos lipidos e dos farmacos também afeta a eficacia da encapsulacgéo,
devido a interacdo entre a carga da superficie da HNP e do farmaco. [51,53]

Para que a estabilidade dos sistemas HNP suporte solucdes salinas, agbes tampéao e
absorcéo pelos macrofagos é modificada a sua superficie com PEG, dando-se a peguilagao.
PEGs pode aumentar em escala o tempo de circulagdo das HNPs, prevenindo a agregacéao,
a opsozinacdo e a adsor¢do das proteinas plasmaticas.

A incorporagdo do PEG-lipido afeta a estabilidade coloidal das HNPs de duas maneiras,
através do comprimento da cadeia PEG-lipido e da razdo molar do PEG-lipido. [51]

HNPs cobertas por longas cadeias de PEG-lipido exibem uma estabilidade maior do que
cobertas com cadeias curtas. O mesmo acontece, quando séo incorporados mais PEG-
lipidos no nucleo polimérico, todos com o mesmo tamanho, e a espessura da camada
lipidica aumenta, diminuindo assim o potencial zeta e aumentando a sua estabilidade.
[51,52]

As caracteristicas como a densidade e a carga superficial, ttm um papel importante na
producdo das HNPs.

HNPs produzidas com elevada densidade polimérica, sdo menos estaveis no que diz
respeito as forgas i6nicas do meio, devido a uma elevada sedimentagdo que acontece
guando as cargas electroestaticas sao protegidas.

A PLA é 1.18 vezes mais densa do que o poliestireno; consequentemente, HNPs
preparadas com um nudcleo de PLA tem uma menor estabilidade coloidal, devido a forca
ibnica do meio ser crescente. [54]

Zhang et al.(2008) avaliou a mudancga da viscosidade do polimero PLGA de 0.19 para 0.82 o
gue resultou na diminui¢cdo do didmetro da particula de 92.7 nm para 66.7 nm. [55]

A adsorcdo de lipidos sobre as particulas poliméricas para formar a camada lipidica,
depende da curvatura e da carga superficial da particula.

Os lipidos catidnicos exibem uma maior adsor¢cdo do que os zwiterides em relacdo ao
nucleo polimérico aniénico. Devido a atracdes electroestaticas sobre o nucleo polimérico, da
parte do polimero aniénico PLA, tem uma maior afinidade com lipidos catiénicos DPTAP do
que com DPPC zwiteridnico.

O rearranjo lipido a volta do nucleo polimérico pode ser rapido e completo se a afinidade
entre lipido e polimero for elevada. Uma maior distribuicdo e estruturas lipidicas livres sao
observadas, quando os lipidos ndo se conseguem rearranjar a volta do nucleo polimérico,
pela sua fraca afinidade.
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A modificacdo do valor do pH do meio pode melhorar a afinidade do polimero para com o
lipido, fazendo variar também a carga da superficie. [54,56,57]

4.4. Estudo de citotoxicidade e de transfeccao

Péptidos penetradores de células (CPPs), tal como os lipidos, tém recebido uma grande
atencdo como eficiente vetor de entrega celular, por causa da sua intrinseca habilidade de
entrar nas células e mediar a entrada de algumas cargas, como pDNA, farmacos,
nanoparticulas, etc. [44]

Shufanf et al.(2016) formou diversos complexos com TAT, PEG-PEI, acido oleico,LPNs,
pPDNA e DOX, e estudou a sua citotoxicidade e a eficiéncia da transfeccdo contra linhas de
células do cancro das prostata in vitro e in vivo.

Referente aos dados de citotoxicidade TAT-DTX/pDNA LPNs inibiu a viabilidade e a
proliferacdo da linha de células cancerigenas em baixas concentragées, com um valor de
ICs0 muito mais baixo que qualquer outra formula testada, o que prova ter maior habilidade
de inibicdo das células tumoriferas.[11] Uma maior toxicidade de TAT-DTX/pDNA LPNs
comparativamente com DTX/pDNA LPNs, pode evidenciar a habilidad do TAT em marcar
células cancerigenas, aumentando assim a eficacia dos farmacos anticancerigenos.[46]
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Fig 5. Resultados in vitro da citotoxicidade da solucéo de DTX, DTX/pDNA LPNs
e TAT-DTX/pDNA LPNs (a densidade 6tica (OD) foi medida a 570 nm, num leitor
de microplacas) (adaptado [11])
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Fig 6.Eficiéncia da transfecc¢éo in vivo da solu¢cdo de DTX, DTX/pDNA LPNs e
TAT-DTX/pDNA LPNs em ratos modelo com tumores (as células foram
incubadas por mais 24h, depois do meio ter sido substituido por um meio
completamente novo. (A eficiéncia da transfec¢do foi quantitativamente avaliada
usando a citometria de fluxo)

Foi observada uma maior transfeccdo no grafico do grupo TAT-DTX/pDNA LPN tanto nas
24h como nas 48h apo0s a administracdo, estes resultados podem ser explicados pela
camada lipidica da LPNs e a sua grande afinidade a estrutura lipidica da superficie da
célula, a carga cationica superficial pode absorver a carga negativa da superficie da célula,
promovendo a fusdo dos nanotransportadores com a membrana da célula e entregar mais
gene as células tumoriferas. A estrutura de LPNs pode adiar a libertacdo do farmaco/gene
mais do que outros vetores, resultando no efeito de entrada mais longo e duradouro do
farmaco/gene nas células tumorais. [47]

4.5. Estudo de conjugacdo da molécula de DNA

Zhong et al. (2010) fez um estudo de otimizacdo de entrega de DNA por trés classes de
complexos nanoparticulas hibridas (HNPs)/DNA, em que o gene foi complexado com seis
diferentes nanoparticulas hibridas, sintetizadas através de misturas PLGA e lipidos
catibnicos DOTAP ou DC-Chol. As particulas apresentavam um tamanho 100-400nm de
didmetro e o resultado dos complexos tinha DNA adsorvido na superficie (out), encapsulado
(in) ou DNA adsorvido e encapsulado (both). Foi estudada a expressdo destes seis
complexos em 293 células.

A aceitacdo de DNA pelos complexos NP/DNA foi 500-600 vezes mais eficiente que DNA
livre.

NPs com DNA ligado externamente (out) tiveram uma descida abrutada nas linhas de
analise de regressdo, enquanto nanoparticulas DNA encapsulado e adsorvido (both)
exibiram um tempo de retencéo maior.

Sendo potencialmente utilizado as HNPs com DNA adsorvido (out) como “priming” em
estudos de imunizacdo animal, enquanto HNPs com DNA adsorvido e encapsulado (both)
séo Otimas para fortalecer o sistema imunitario.[10]
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Fig 7. Analise de degradacgao de 293 células pela entrega de DNA por seis diferentes

complexos de nanoparticula/DNA, em mais de 4 semanas.

Foram usadas duas misturas lipidicas (PLGA/DOTAP e PLGA/DC-Chol) e trés classes de
complexos NP/DNA (out, in and both). Lip (mistura Lip2000/DNA) foi utilizado como controlo
positivo. As colunas acima mostram a atividade da luciferase em intervalos de 3 ou 4 dias,
durante 4 semanas. O grafico do meio corresponde a nanoparticulas DOTAP e o de baixo a
nanoparticulas DC-Chol. A andlise regressiva deu linhas rectas (azul para out, vermelha
para in e verde para both) para as nanoparticulas e Lip (roxa). (adaptada [10])
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5. Conclusao:

A nanotecnologia tem um forte impacto na area da saude. O seu avango, em conjunto com a
capacidade de manipular e controlar a matéria a uma menor escala e o aproveitamento das
propriedades novas dos nanomateriais, apresenta uma nova forma de encarar a doenca.
Deste modo, a nanomedicina comegou a ganhar um espago na sociedade, académica e
clinica devido ao seu grande espectro de aplica¢des, algumas das quais j4 se encontram no
mercado (anexo |). Na atualidade, a nanotecnologia tem potencial para introduzir melhorias
na detecdo precoce e no diagndstico, e para o tratamento de diversas patologias cronicas e
agudas, favorecendo a rapidez, a sensibilidade e especificidade de analise.

As tecnologias de nanoparticulas para entrega de DNA tém evoluido rapidamente, com
muito biomaterial complementar e desenhos de novas particulas. Varias plataformas de
entrega promissoras que envolvem uma base lipidica, inorganica e nanotransportadores
poliméricos tém vindo a ser desenvolvidos com forte eficacia in vivo, alguns entraram
mesmo em ensaios clinicos (anexo I). O interesse nestas tecnologias deve-se ao seu
grande potencial para a entrega de material genético, para tratar doengas causadas por
expressdes genéticas aberrantes, como o cancro, e a necessidade de obter métodos
seguros e efetivos de entrega. A investigacdo continuada na inovacdo da nanotecnologia,
nomeadamente sobre como ultrapassar as diferentes barreiras para a entrega intracelular
podem melhorar a abordagem no tratamento de doengas genéticas como o cancro.

No futuro, serd necessario ter em conta que a nanotecnologia se encontra em crescente
desenvolvimento e que requer mais investigacdo, ndo s6 a nivel das suas potencialidades
de diagndstico e de terapéuticas, mas também ao nivel da toxicidade e efeitos secundarios
dos novos nanomateriais no organismo. Ou seja, serd necessario compreender melhor as
interagdes e as reagdes das NPs no organismo. O transporte das NPs ao nivel da circulagédo
e a forma como séo excretadas também necessitam maior compreenséao e estudo.
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Anexo |
Drug product Active ingredient Manufacturer Indications FDA approved
date/clinical
trial status
Doxil (Caelyx) Pegylated Orthobiotech, Ovarian/breast November
doxorubicin Schering-Plough cancer 1995
Abraxane Albumin-bound Abraxis Various cancers Jan-05
Paclitaxel Bioscience, Astra
nanospheres. Zenica Metastatic
Nab paclitaxel in pancreatic cancer September
combination with Celgene 2013
gemcitabine
Myocet Liposome- Elan/Sopherion Breast cancer 2000,
encapsulated therapeutics Approved in
Doxorubicin Europe and
Canada
DaunoXome Liposome- Gilead Science HIV-related Kaposi Apr-96
encapsulated sarcoma
Daunorubicin
DepoCyt Liposomal Skye Pharma, Lymphomatous Apr-99
Cytarabine Enzon meningitis
Oncaspar PEGasparaginase Enzon Acute Feb-94
Lymphocytic
Leukemia
Onco-TCS Liposomal Inex Non-Hodgkin In clinical
Vincristine Lymphoma phase [/11
LEP-ETU Liposomal Paclitaxel Neopharma Ovarian/breast/lung In clinical
cancers phase [/11
Aroplatin Liposomal Cisplatin Antigenics Inc., Colorectal cancer In clinical
analog phase I/11
0SI-211 Liposomal 0SI Lung In clinical
Lurtotecan cancer/recurrent phase II
ovarian
SPI-77 Stealth liposomal Alza Head & Neck In clinical
Cisplatin cancer/Lung cancer Phase I1I
EndoTAG-I Paclitaxel Medigene/SynCore Breast In clinical
Biotechnology cancer/Pancreatic phase I
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cancer
Marqibo Vincristine Talon Therapeutics Philadelphia Aug-12
chromosome-
negative
lymphoblastic
leukemia
Thermodox Doxorubicin Celsion Hepatocellular In clinical
carcinoma phase III
Atragen Liposomal all trans- Aronex Acute In clinical
retinoic acid Pharmaceuticals promyelocytic phase II
leukemia
Lipoplatin Liposomal Cisplatin Regulon Pacreatic/ Head In clinical
and Neck/breast phase III
cancer
Aurimmune TNF-a bound to Cytimmune Head and Neck In clinical
(CYT-6091) colloidal Gold Sciences cancer phase II
nanoparticles
Auroshell Gold nanoshells Nanospectra Aurolace therapy In clinical
Biosciences of cancer Phase 1
Genexal-PM Paclitaxel-loaded Samyang Breast cancer/small Marketed in
polymeric micelle cell lung cancer Europe, Korea
Paclical Paclitaxel micelles Oasmia Ovarian cancer Phase I1I
Pharmaceutical AB
Nektar -102 Irinotecan, PEGylated | Nektar therapeutics Breast /colorectal In clinical
liposome cancer Phase 3
NKTR-105 PEG-Docetaxel Nektar therapeutics Solid tumors Phase 1
Ontak Diphtheria toxin and Seragen, Inc Cutaneous T-cell 1999
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