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APRESENTACAO

Apresentamos aqui mais um trabalho dedicado as atualidades e novas
abordagens direcionadas a medicina. O avanco do conhecimento esta muito
relacionado com o avanco das tecnologias de pesquisa e novas plataformas de bases
de dados académicos. Com o0 aumento das pesquisas médicas e consequentemente
a disponibilizacdo destes dados o a absorcdo do conhecimento torna-se possivel
nas diferentes areas da medicina.

Novos modelos e propostas aplicados ao estudo da medicina tem sido
vivenciados pela nova geracédo, assim como novas ferramentas que compde um
cenario de inovagcdo e desenvolvimento. Assim, é relevante que académicos e
profissionais aliem os conhecimentos tradicionais com as novas possibilidades
oferecidas pelo avanco cientifico, possibilitando a difusdo de novos conceitos e
compreendendo novas metodologias.

Essa obra, que faz parte de uma sequéncia de volumes ja publicados, apresenta
embasamento teorico e pratico sobre abordagens da medicina atual, trabalhos
desenvolvidos com enfoque direcionado a terapia a laser, alzheimer, acidentes
botrépicos, amputacao traumatica, diabetes mellitus, triagem neonatal, anestesia,
endoscopia, cuidados paliativos, cancer, adrenoleucodistrofia, estradiol, qualidade
de vida, anatomia humana, metodologia ativa de ensino, nanotecnologia dentre
outros diversos temas atuais e relevantes.

Deste modo a obra “Difusao do conhecimento através das diferentes areas da
Medicina” ira apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos
diversos professores e académicos de todo o territorio nacional, apresentados neste
e-book de maneira concisa e didatica. A divulgacéao cientifica é fundamental para o
desenvolvimento e avan¢o da pesquisa basica em nosso pais, por isso evidenciamos
também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada

e confiavel para estes pesquisadores divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!
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CAPITULO 4

NANOTECNOLOGIA APLICADA A ENTREGA DE
FARMACOS PARA SUPERACAO DE OBSTACULOS

Data de aceite: 20/01/2020

Giovana Fioravante Romualdo
Universidade de Sao Paulo Instituto de Ciéncias
Biomédicas Il

Centro Universitario Sao Camilo

Giovana da Silva Leandro
Universidade de Sao Paulo Instituto de Ciéncias
Biomédicas Il

Carlos da Silva Menck
Universidade de Sao Paulo Instituto de Ciéncias
Biomédicas Il

Gerhard Wunderlich
Universidade de Sao Paulo Instituto de Ciéncias

Biomédicas Il

Wesley Luzetti Fotoran
Universidade de Sao Paulo Instituto de Ciéncias

Biomédicas Il

RESUMO: A nanotecnologia, por ser uma
ciéncia multidisciplinar, apresenta diversas
aplicagdes na medicina, com impacto direto
sobre a criagdo de materiais, dispositivos e
sistemas. Dentro do cenario de desenvolvimento
tecnologico surgiram as nanoparticulas
lipossomais, as quais possuem um papel
fundamental no progresso da nanomedicina
pela possibilidade de serem ferramentas de
analise, terapéutica e diagnostica, sobretudo
para o cancer. O objetivo central deste projeto é

Difusdo do Conhecimento Através das Diferentes Areas da Medicina 6

CLINICOS CONTRA TUMORES

o desenvolvimento de lipossomos que possam
agentes Com o
enfoque em drogas antitumorais, usamos nano

entregar farmacologicos.
estruturas direcionaveis a tecidos e células alvo,
como anticorpos gerando imunolipossomos,
ou guiados por campo magnético, gerando
magnetossomos. Neste projeto, desenvolvemos
imunolipossomos guiados contra tumores
de origem humana em célula A549 e
magnetolipossomos direcionados por campo
magnético, ambos carreando cisplatina como
agente antitumoral. O uso de imunolipossomos
diminuiram o IC,, em 23,3% para células A549
e in vivo obteve o potencial de erradicar os
tumores implantados nos camundongos NUDE.
Utilizamos os magnetossomos contra modelos
de melanoma B16-F10, nessas células o uso de
imas para guiar as particulas promoveram uma
diminuicéo do IC,; em 46%, e in vivo obtivemos
umareducéo no crescimento tumoral de animais
C57BL/6 em 52,9% utilizando somente 70% da
dose de uso padrao da cisplatina. O presente
trabalho teve o potencial de comparar ambas
as técnicas e produzir os parametros técnicos
necessarios para definir os usos de ambos os
modelos para carrear agentes antitumorais.

ABSTRACT:
multidisciplinary

Nanotechnology, being a

science, has  several
applications in medicine, with direct impact on
the creation of materials, devices and systems.
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Within the scenario of technological development, liposomal nanoparticles have
emerged, which play a fundamental role in the progress of nanomedicine because
they can be tools of analysis, therapy and diagnosis, especially for cancer. The aim
of this project is the is the search for carrier agents such as liposomes that can
deliver therapeutic agents. Focusing on antitumor drugs, we use nanostructures that
target tissue and target cells, such as antibodies generating immunoliposomes, or
by magnetic field, generating magnetosomes. We develop immunoliposomes guided
against tumors derived from human cells A549, and magnetolipossomos directed by
a magnetic field, both loading cisplatin drug. The use of immunoliposomes decreased
the IC,, by 23.3% for A549 cells and in vivo had the potential to eradicate the tumors
implanted on NUDE mice. We used the magnetosomes against B16-F10, murine
melanoma, promoted a decrease of IC, by 46% in vitro, and in vivo we decrease
the tumor growth by 52.9%, using only 70% of the standard use dose of cisplatin.
This work has the potential to compare both techniques and produce the technical
parameters to define its uses for carrying anti-tumor agents.

INTRODUCAO

A alguns anos o maior limite das alterac6es médico-cientificas parecia ser como
alterar genes para construgcdo de tratamentos baseados em engenharia genética.
Com o surgimento de técnicas como CRISPR (HSU, et al,2014) esse limite foi
completamente superado. No entanto o uso dessas terapias ainda demanda que as
alteracOes sejam feitas em estagios embrionarios para assim terem efeito em todo
o corpo. Mas e se o uso de técnicas como o CRISPR ou a entregas de farmacos
pudessem ser seletivas? Essa pergunta norteia uma série de estudos que a muito
se desenvolvem para acéo seletiva de farmacos (PATRA, et al, 2018). Pense num
tumor que se desenvolva numa determina regiao ou que, mesmo espalhado, tenha
na superficie das células moléculas que sejam Unicas e exclusivas das células
tumorais. O tratamento de ambos os casos atualmente se baseia na entrega de
agentes antitumorais na corrente sanguinea visando alcancar o tumor onde quer
que ele esteja. O problema com essa forma de acéao é justamente afetar células que
nao sejam tumorais levando aos conhecidos “efeitos colaterais” dos mais diversos
medicamentos (SCHIRRMACHER, et al, 2019). Se uma técnica de edi¢cdo genica ou
agentes farmacol6gicos forem usados dessa forma invariavelmente eles encontrarao
células ou tecidos que nao se deseja afetar pelo tratamento.

O cenério é ainda pior onde o local de acéo pode ser de dificil acesso, imagine um
tumor crescendo em tecido nervoso, mais precisamente no sistema nervoso central.
Barreiras fisioldgicas como barreira hematoencefalica protegeriam naturalmente o

tumor contra qualquer terapia que ndo fosse aplicada internamente as meninges
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encefalicas. Ainda a seletividade controlada pela barreira hematoenceféalica forca
qualquer terapia a aumentar largamente as quantidades de farmacos a serem
usados, possibilitando a maior incidéncia de efeitos colaterais. Nesse cenario a
nanotecnologia tende a solucionar ao menos em parte essas dificuldades. A muito
tempo se sabe que o uso de estruturas lipidicas denominadas lipossomos podem além
de diminuir os efeitos colaterais de certos farmacos (e.g. anfotericina B, MOEN,2009)
e também aumentar sua eficicia contra algumas doencas (e.g. doxorubicina em
tumores, SRIRAMAN, et al, 2016).

Dado o sucesso na aplicacdo de nanoestruturas lipossomais em associagéo
com diversos farmacos, nosso grupo tem estudado técnicas de tornar a entrega
de farmacos sitio dirigida para células em especifico ou regido/tecido sitio dirigido.
Uma forma de se aplicar técnicas de engenharia genética e/ou entrega de farmacos
em células especificas pode ser feita utilizando ligantes externos a estruturas
lipossomais que se conectem especificamente as células que tenham receptores a
essas moléculas e consequentemente as células alvo (FOTORAN, et al, 2018). Uma
segunda abordagem poderia ser a bioacumulagéo em tecidos especificos guiando
essas estruturas lipidicas por acdo magnética. Embora lipossomos ndo tenham
naturalmente afinidades ou propriedades magnéticas, a associacdo de 6xidos de
ferro (Fe,O,) junto a estruturas lipidicas pode ser utilizada (JIANBO SUN, et al 2011).
Deste modo as estruturas lipidicas adquirem propriedades ferro magnéticas e podem
ser por campos magnéticos externos gerando a bioacumulacao em locais desejados.

Uma vez que nossa abordagem atual visa a caracterizagdo de particulas
gue possam ser dotadas de diferentes cargos, utilizamos como prova de principio
modelos tumorais tratados com cisplatina, um breve resumo de nossos achados
pode ser visto abaixo, com sua possivel aplicacdo estendida para diversos outros
modelos de usos de terapias genéticas ou farmacoldgicas sitio dirigidas.

ESTADO DA ARTE

A nanomedicina € um ramo promissor da medicina contemporanea, que esta
atrelada ao advento da nanotecnologia. A nanotecnologia, por ser uma ciéncia
multidisciplinar, apresenta diversas aplicacdes na medicina com impacto direto sobre
acriacao de materiais, dispositivos e sistemas. Dentro do cenario de desenvolvimento
tecnolégico surgiram as nanoparticulas, as quais possuem um papel fundamental no
progresso da nanomedicina pela possibilidade de serem ferramentas de analise,
terapéutica e diagnoéstica (ROSSI-BERGMANN, 2008; DIMER, et al., 2013)

Existe uma variedade de nanoestruturas que se destacam em aplicacdes
médicas, como os lipossomos, nanotubos, polimeros, dendrimeros e nanoemulsao
(VIEIRA, 2016). Atualmentente, as nanoparticulas sdo objetos de estudos de ensaio
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pré-clinicos e clinicos, sendo que algumas ja foram aprovadas para uso pelo FDA
(Food and Drug Administration). InUmeros trabalhos comprovam os beneficios da
sua utilizacdo e seu potencial em conciliar a nanotecnologia com a medicina de
forma a desenvolver novas terapias e diagnésticos, com possibilidade de cura para
algumas doencas (SHI, 2017).

A nanotecnologia aplicada a terapia oncolégica é uma nova area de investigacao
interdisciplinar, relacionando os campos biomédicos, médicos e industria
farmacéutica, tendo como meta gerar novos avancos na deteccado, diagnéstico e
tratamento oncolégico (BROCHADO, 2013).

OBJETIVO

Ampliar a busca de agentes carreadores tais como lipossomos que possam
entregar agentes terapéuticos. Com o enfoque em agentes antitumorais (cisplatina),
usando nano estruturas direcionaveis a tecidos e células especificas por acao
de ligantes como anticorpos, gerando imunolipossomos ou guiados por campo

magnético utilizando Fe,O,, gerando magnetossomos.

MATERIAIS E METODOS

Para a producdo dos lipossomos neutros utilizamos lipideos DPPC
(Dipalmitoylphosphatidylcholine) associados ao colesterol. Analisados em aparelho
Zeta-Analyzer, que fornece as caracterizagdes essenciais da particula, como
medicdes do potencial de carga, tamanho das particulas da sua polidispersidade.
Assim como, analises por microscopia eletrénica de transmissao.

As particulas designadas como imunolipossomos foram produzidas pela
adicao de anticorpos covalentemente associados no exterior dos lipossomos. Esses
anticorpos policlonais foram obtidos da imunizagdo de camundongos C57BL/6 contra
células A549, um adenocarcinoma epitelial basal alveolar humano. Caracterizadas
pelas técnicas de ELISA e Binding. Determinando a toxicidade por ensaios de
viabilidade celular, pelo método XTT.

Os magnetolipossomos foram produzidos por meio da conjugacdo com
ferrofluido (6xido de ferro), pelo processo de co-preciptacdo. Para caracterizar a
superficie e as propriedades das nano particulas associadas ao Fe O, foi realizado
uma microscopia eletrénica de transmissao. Em seguida, determinamos a toxicidade
pelo método XTT.

Em ambas nanoparticulas testamos a eficiéncia em experimentos in vivo,
aprovados de acordo com o registro CEUA pag.70/2017.4.
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DISCUSSAO E RESULTADOS

Ao longo do tempo, terapias antineoplasicas séo limitadas pela citotoxicidade,
dose, resisténcia a drogas e efeitos colaterais. Uma revolugéo técnico-cientifica no
combate ao cancer ocorreu a partir da ideia inovadora de Paul Ehrlich. A proposta de
“A bala magica”, no inicio do século XX, foi uma estratégia racional e direcionada ao
patdgeno. Este conceito foi uma diretriz valiosa para o manejo de diversas doencas,
mas sobretudo para o cancer (STREBHARDT, 2008).

O ideal de Ehrlich é a precisdo dos medicamentos, onde as drogas séao
direcionadas para alvos celulares desejados. Este modelo proporcionou a Erlich
o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1908 (STREBHARDT, 2008). Nao
muito tempo depois da teoria de Ehrlich, foi publicada a estrutura do lipossomo,
em 1964, por Alec Bangham e colaboradores. Em seu trabalho, desenvolvido em
Babraham Institute, University of Cambridge, Bangham caracterizou o sistema de
vesiculas fosfolipidicas. A partir de entéo, o sucesso dos lipossomos despertou, na
comunidade cientifica, interesses em aplicacbes médicas (STREBHARDT, 2008).

Os lipossomos sao estruturas vesiculares formadas por uma bicamada
fosfolipidica com um compartimento aquoso central, cuja natureza é considerada
anfétera. Os lipossomos sao fontes promissoras para o desenvolvimento de
tecnologias por serem biodegradaveis, biocompativeis € ndo imunogénicos. Devido
as suas propriedades fisico-quimicas podem atuar como sistema de entrega de
medicamentos, desde drogas hidrofilicas até hidrofébicas, ou até mesmo como
agentes de contraste de imagem (MATTHEOLABAKIS, 2012; ALLISON, 2007;
ALLEN, 2013).

As formulacdes lipossomais produzidas neste projeto, revelaram um potencial
de carga neutro, tamanho de 100 nm e polidispersividade de 0,3. A versatilidade de
manipular nano estruturas lipossomais permitiu 0 uso de moléculas que estabilizam
sua estrutura até que atinjam seu local de acéo, ampliando assim a eficacia dos
farmacos encapsulados. Ademais, o direcionamento dessas nano estruturas por
anticorpos viabilizam a entrega em células e tecidos especificos conseguindo até
mesmo ultrapassar barreiras fisiologicas.

Desenvolvemos sistemas direcionaveis com amplos usos e aplicagcdes na area
médica e biomédica. Produzimos particulas ndo catidnicas carregadas com cisplatina
com anticorpos covalentemente associados em seu exterior para receptores de
tumores humanos (A549), a fim de que a particula se ligue a superficie de células
tumorais, aumentando, dessa forma, sua biodisponibilidade no local tumoral.

Demonstramos em ensaios de viabilidade celular que os imunolipossomos
diminuiram em 23,3% o IC, comparado com a cisplatina livre. Essa eficiéncia seletiva
in vitro corroborou para que seu uso in vivo fosse ainda mais eficiente, uma vez que
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in vivo a biodistribuicdo tende a se tornar mais vantajosa quando guiada. Com base
nos resultados in vivo, obtivemos uma diminuicdo da massa tumoral em 25,1% nos
animais tratados com os imunolipossomos em comparac¢do ao tratamento padrao.
Esse efeito de decrescimento tumoral foi obtido mesmo reduzindo pela metade a
quantidade de farmaco. Demonstrando entdo o potencial desse sistema com amplos
usos e aplicagdes imuno-farmacologicas.

Alternativamente, associamos as mesmas formulagdes lipidicas a 6xido de
ferro (Fe,O,) gerando magnetolipossomos carregados também com cisplatina. Essas
formulagdes foram testadas em linhagens B16-F10, melanoma murino, guiadas por
campo magnético. O método XTT demonstrou que os magnetolipossomos diminuiram
o IC,, da cisplatina livre em 46%. Os resultados in vivo, obtiveram uma diminuicao
semelhante de 52,9% da massa tumoral no tratamento com o magnetolipossomo em
relagcdo ao tratamento com cisplatina livre. Esse efeito foi obtido mesmo reduzindo
30% da quantidade de farmaco. Isso demonstra que a técnica tem efeito na melhora
do desempenho do farmaco, com possivel amenizacao de efeitos colaterais.

Neste contexto, a nanomedicina tem um papel fundamental na resolucéo
de problemas da &area da saude. Em face a tantos avangcos a nanomedicina
promove, uma multiplicidade de usos e potenciais como por exemplo, com 0 uso de
lipossomos na reducéo da toxicidade e aumento da biodisponibilizagdo de farmacos;
estabilizacdo de moléculas; direcionamento sitio- especifico; entrega em células e
tecidos especificos conseguindo até mesmo ultrapassar barreiras fisiolégicas com
potencial de entrega para diferentes conteudos visando desde terapias génicas até
terapias farmacologicas (ELOY, 2017; PARK, 2004).

CONCLUSAO

Com tudo, obtivemos a caracterizacdo e determinacdo do potencial desses
sistemas de entrega de drogas contra tumores promovendo o desenvolvimento de
sistemas direcionaveis capazes de diminuir o IC, tanto in vitro quanto in vivo. O
presente trabalho teve o potencial de comparar ambas as técnicas e produzir os
parametros técnicos necessarios para definir os usos de ambos os modelos para
carrear agentes antitumorais.

A aplicacdo das nanoparticulas no panorama biotecnoldgico e industrial
tém impulsionado interesse na nanomedicina no ambito de desenvolvimento de
medicamentos mais seguros, eficazes e precisos, fornecendo beneficios substancias

e clinicamente significantes.
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