


NANOTECNOLOGIA:

~

APLICACOES NO TRATAMENTO DO CANC

ATEROSCLEROS




* Nanotecnologia esta sendo
anunciada como uma nova
revolucao tecnologica, mas tao
profunda que ira atingir todos os
aspectos da sociedade humana.

* Ela envolve o estudo e a
manipulacao da matéria em uma
escala muito pequena, geralmente na
faixa de 1 a 100 nanometros



Nanotecnologia

* “A nanotecnologia é o estudo, desenho,
criacao, sintese, manipulacao, aplicacao e
exploracao de materiais, aparelhos e
sistemas funcionais através do controle da
mateéria na nano escala. Ocupa-se da
manipulacao, ‘controlada’ e producao de
materiais, instrumentos e estruturas em
escala nanomeétrica”.



Importancia do tamanho

* Devido ser tao pequenas, elas tem
uma grande relacao
superficie/volume que e responsavel
por novas propriedades fisicas e
quimicas.

* |sto inclui um aumento da reatividade
quimica na superficie da
nanoparticula



Importancia do tamanho

* As mesmas propriedades que alteram
as caracteristicas fisicas e quimicas
das nanoparticulas, podem também,

provocar consequéncias hao
pretendidas (e até desconhecidas)
quando elas entram em contato com o
organismo humano.



Importancia do tamanho

 Um material perfeitamente seguro para
ser manuseado em tamanho maior, pode
facilmente penetrar na pele na forma de
nanoparticula ou se tornar um aerossol

e entrar no organismo via respiratoria.

* A reatividade devido a grande area
superficial pode interagir com sistemas
biologicos de formas desconhecidas



DISTRIBUICGAO DOS NANOTRANSPORTADORES

- Particulas pequenas (<20-30 nm) - s&o eliminadas por excrecao
renal

- Particulas grandes podem ser rapidamente captadas por celulas do
sistema fagocitico mononuclear presentes no figado, bagco e em
menor extensao, na medula ossea.

- Nanoparticulas de 150-300 nm sao encontradas principalmente no
figado e no baco

- Particulas de 30—150 nm sao encontradas na medula 6ssea,
coracao, figado e estbmogo

- Nanoparticulas podem escapar da circulacao atraves de aberturas,
fenestracoes, da barreira endotelial



Tamanho das particulas — Fenestracoes

- < 150 nm para atravessar a barreira endotelial (passagem de
particulas maiores que o limite das fenestracoes

- Endotélio descontinuo com fenestragcdes de 200—780 nm
permitindo a passagem das particulas

- Tamanho ideal paras as nanoparticulas — tratamento do cancer —
entre 70 e 200 nm



Sistemas
Maturais

Nanotubo




Nanoparticulas

.Os tipos de nanoparticulas sao muito
grandes e incluem:

particulas inorganica ou organica,
cristalinas ou amorfas

Podem ser encontradas como:
particulas simples/individuais,
agregadas,

em po ou

dispersa em uma matriz, sobre coloides,
suspensoes e emulsoes, nanofilmes ou
nanocamadas.



NANOCOMPOSTOS

* Fulerenos

Esferas de carbono
puro de sessenta
atomos de carbono
(C60), com
aproximadamente um
nanometro de
diametro, arranjadas
como 20 hexagonos e
12 pentagonos,
semelhante a uma
bola de futebol

- '_.-
%
o .~

L

w ) P % N
/] s f e\ .
g/ - *
. -
\ N |
¢ o 1
“\'"’ L J by
ih =y

=,
i
-\._\__h_

g

&

*,



NANOCOMPOSTOS

* Nanotubos

* Os nanotubos de carbono sao
estruturas cilindricas formadas
por atomos de carbono, cujo
diametro é de um a trés
nanémetros (nm) e cujo
comprimento de 1.000 nm.
bastante comum feita pelos
cientistas, os nanotubos sao
cem mil vezes mais finos que
um fio de cabelo. Eles foram
descobertos, no inicio da
década de 1990, pelo
pesquisador japonés Sumio
lijima.




NANOCOMPOSTOS

* Pontos Quanticos

* ¢ Sao nanoparticulas em
semicondutores que foram
criados no inicio dos anos
80. Sao muito utilizados em
aplicacoes de opto-
eletronica, tais como,
laserse células solares.
Essas particulas
possibilitam um
confinamento de cargas
elétricas, funcionando
como uma atomo artificial




NANOCOMPOSTOS

* Nanocamadas

* Nanocamadas sao um dos
téopicos mais importantes na
area de nanotecnologia. Por
meio da engenharia de escala
nano de superficies e
camadas pode-se atingir uma
ampla faixa de funcionalidade
e novos efeitos fisicos (por
exemplo, elétrico-magnético
ou optica). Exemplos:
superficie auto limpante,
protecao a corrosao
magquinarios e equipamentos,
curativos de ferida

* Monocamada resistente a
agua




NANOCOMPOSTOS

* Biopolimeros:

* ¢ A grande variedade de
biopolimeros, tais como as
moléculas de DNA,
oferecem uma grande
variedade de
nanoestruturas auto-
organizaveis. Eles também
oferecem a oportunidade de
ligacao entre a nanoe
biotecnologia em, por
exemplo, criar sensores
biocompativeis e simples e
pequenos motores.




NANOCOMPOSTOS

* Nanoporos

Sao furos simples em nanoescala em finas
membranas isolantes e que representam
uma nova ferramenta para o estudo de
biopolimeros tais como o DNA.

O modelo mostra uma molécula de DNA
passando através do canal de um
nanoporo.

Composicao: nitrato de silicio, rodeado
por dois pares de eletrodos de ouro.

Cada base de DNA cria sua propria
assinatura eletronica pois sao
quimicamente e estruturalmente
diferentes.



Condicoes essenciais para um nanotransportador
injetado por via sistémica para “drug delivery”:

- Biodegradavel

- Biocompativel

- Nao-imunogénico

- Fisicamente estavel na circulacio

- Atingir o sitio de ligacao (target)

- Manter-se no sitio de ligagcao para liberar o farmaco no
tempo e de forma controlada limitando os efeitos
adversos e assegurando biocompatibilidade.
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Nanoparticulas poliméricas: (a) polimero-droga conjugados; (b)
polimero-proteina conjugados; (c) complexo polimero-DNA; (d)
micelas poliméricas; (e) dendrimeros.
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Sintese de um bloco de polimero MPEG/PC mediado por folato




Folate conjugates

Polymeric

carrier \

0 : Folate receptor
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Endocitose mediada por receptor de folato-conjugado.

O receptor de folato reconhece o conjugado — invaginagao da
membrana.

O conjugado € acidificado no endossoma € a droga ¢ liberada do
receptor no citosol



Micelas poliméricas

- Copolimeros anfifilicos de bloco, como os Pluronicos ( copolimeros
de bloco de polioxietileno polioxipropileno) - se auto-organizam em
micelas poliméricas

- O farmaco pode ser solubilizado no interior hidrofébico das

micelas ou, alternativamente, conjugado com o polimero formador das
micelas.

- As micelas sao muito dinamicas com relagao a continua troca das
unidades de mondmeros entre a estrutura da micela e as unidades
livres em solucao

- Micelas de acido poliaspartico sao suficientemente estaveis no bloco
para alterar a farmacocinética de farmacos solubilizados, proporcionar
periodos prolongados de circulagao pelo organismo e liberar
concentracoes maiores de farmaco no tecido tumoral quando
comparado com a liberacdo do farmaco em solugao



Micelas poliméricas. (A) farmaco solubilizado no centro hidrofébico,
(B) farmaco ligado covalentemente na cadeia do polimero.

A captura reduzida de liposomas estericamente impedidos,
contendo cadeias de polietilenoglicol na superficie, € devida a
reducao da opsonizacao das estruturas pelas proteinas
plasmaticas, tornando possivel que eles escapem do

reconhecimento pelo figado e pelo bago, o que proporciona maior
tempo de circulacao.
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“Drug targeting” passivo através da melhora na permeabilidade e
retencdo. As nanoparticulas poliméricas preferencialmente acumulam
em tumores solidos, causando obstrucao nos vasos do tumor e uma
ineficiente drenagem linfatica.



Plasmatic—""\
membrane

Internalizacao celular de droga
livre e droga incorporada em
micelas poliméricas: (a) a
droga livre difunde através da
membrana da célula; (b) micela
contendo a droga entra no
compartimento citoplasmatico
por endocitose; (C)
eventualmente difunde para
fora da micela e distribui
através do citoplasma; e (d)
algumas das micelas dentro da
célula podem se dissociar em
simples cadeias e agir
localmente para permeabilizar
as membranas das organelas
celulares (linha pontilhada).



Dendrimeros

* ¢ Sao moléculas poliméricas
esféricas, formadas por
processo de auto-
organizacao hierarquica. Eles
sao usados em aplicacoes
convencionais de
recobrimento e pintura.
Podem ser usados em drug-
delivery e até mesmo no
auxilio de purificacao de
agua atraveés do
aprisionamento deions
metalicos.




Fotosensitizadores
desempenham papel crucial
na terapia fotodinamica
(PDT) do cancer.

Estrurura: dendrimero de
porfirina aril éter de terceira
geracao com 32 grupos
amino na periferia
[INH2CH2CH2NHCO]32DPZ
n, e pH-sensitivo, micelas de
complexo de polion (PIC)
compostas de dendrimero de
porfirina e acido PEG-b-

[CFCONTICILCIL MO0, DFEn

K=CF,CONHCH,CH NACO poli(aspartico), avaliados
- como fotosensitizadores

! (PSs) para PDT em
[NH,CH,CH, NHCO], DPZn carcinoma de pulmao.

X=NH,CH,CH,NHCO

Estrutura quimica de dendrimeros de porfirina e rota sintética.



Preparacao de
micelas polimeéricas
pH sensitivas
intracelularmente
A: Micelas
| | Preparadas de
VIR TURE L G copolimeros
| co anfifilicos, PEG-
u iH f i | p(Asp-Hyd-ADR),
& '[ .IL :[: ]"”; - E : com adriamicina
B da o oy o e (ADR), conjugada
H:='1".EI-:_{:';?I ' S através de linkers de
*"h % hidrazona sensiveis
a acidos

HO

PEG-p(Asp-Hyd-ADR) Adriamycin (ADR)




pH decrease

Hidrolise de acetais nos dendrimeros periféricos do copolimero
formador de micela proporciona trocas na solubilidade e
rompimento da micela com liberagao da droga




Liposomas

- Descobertos em meados de 1960 e originalmente estudado como
modelo de membrana celular

- Formado por uma dupla camada de moléculas de fosfolipideos em
um ambiente aquoso

- Possui agua no seu interior

- Alternativamente, farmacos soluveis em lipideos podem ser
complexados com ciclodextrinas e encapsulados no compartimento
aquoso do liposoma

- Encapsulacao/associacio de farmacos com liposomas altera a sua
farmacocinética

- Explorados em “target” terapia

- Alteracao da superficie para otimizar o “drug targeting”



Vesicula multilamelar (MLV), a vesicula multivesicular (MVV), vesicula com
bicamada dupla (DBV) vesicula unilamelar (ULV).

Variacao em relacao a lamelabilidade e proporcao de lipideos em relacao a
fase aquosa.



Liposomas

-Bicamada fosfolipidica composta de duas monocamadas com uma
cauda hidrofdbica (orientada para o centro da bicamada) e cabeca
hidrofilica (orientada para a fase aquosa)

- Farmacos soluveis em agua estarao localizados no interior da
particula (core — aquoso)

- Farmacos insoluveis em agua (lipofilicos) estarao localizados no
interior da bicamada fosfolipidica

Water Core

Polar Head Groups
(at both surfaces)

Hydrophobic Chains
(bilayer interior)



http://www.transaveinc.com/images/slide3b.jpg

Liposomas - (esquerda) A = farmacos soluveis em agua encapsulados
no compartimento aquoso; (centro) B = farmaco hidrofébico na
bicamada do liposoma; (direita) C = lipides- polioxietileno hidrofébico
incorporado no liposoma



Antineoplasicos liposomais — “drug targeting”
-Desaparecimento rapido da circulagao

- Captacao por macrofagos presentes no figado e no baco

20 anos depois:

- Final dos anos 1980 e inicio dos anos 1990 — ligante na superficie
do liposoma (monosialogangliosideo ou polioxetileno — diminuigao do
clearance

- Diminuicao da captacao pelo figado e bacgo

- Biodistribuicao alterada confirmada por estudos similares com
nanoparticulas cobertas por poliestireno e nanoparticulas cobertas
com um polimero de polioxietileno

- Reducao da opsonizacao por proteinas do plasma, evitando que as
mesmas fossem reconhecidas pelo figado e pelo baco.



Acumulo de nanotransportador no interior de tumores
solidos — extravasamento das particulas para a vasculatura
desorganizada do tumor



Fatar de crescimento VEGF

henos celulas

Inegnas g suporte
Alteragao de
permeakifdade

Fator de matwragao

JFab:-r arti-crescimento Caldas
l Estrefamenta de suporte

a) Organizacéo fisiolégica de vasos sanguineos normais. b) Organizacdo de vasos sanguineos tumorais.
Notar que os vasos estao irregularmente formados, dilatados, sinuosos, podendo apresentar extremidades
em fundo cego. ¢, d) Vasos sanguineos normais e tumorais também diferem em estrutura.



Imunoliposomas

- Conjugacao de anticorpos na superficie dos liposomas

Imunoliposomas - (esquerda) anticorpos ligados a superficie do
liposoma; (centro) anticorpos ligados na parte final das cadeias de
polioxietileno; (direita) anticorpos ligados a superficie de liposomas
sem polimero na bicamada fosfolipidica



Principios da Terapia Genética do cancer

Terapia genética imunomoduladora (TGl) e ativacao do
sistema imune com vacinas

Células cancerosas
sendo atacadas pelo
sistema imune




Liposomas na liberacao de genes

- Liposomas sao eficientes para liberacdo de DNA intracelular
- Fsofolipideos na bicamada — sao catiénicos em pH fisiolégico
- Promovem a captacao celular de DNA com expressao de proteina

como resultado da terapéutica por varios orgaos

Complexo DNA-liposoma




Liposomas na liberacao de genes

-Desafio: diminuir o tempo de remocao plasmatica do complexo DNA-
liposoma e dissociacao do complexo antes de entrar no nucleo.

liposomal gene delivery


http://www.pjonline.com/Editorial/19990828/pictures/parenteralFig5.gif

Nanoemulsoes

Goticulas de material oleoso com poucos centenas de
nanometros de diametro misturados em agua através de
um processo de extrusao mecanica intenso.

Este processo produz uma populacao uniforme de
goticulas que sao estaveis por anos mesmo a temperaturas
elevadas. Tem amplo espectro de atividade antibacteriana,
virus envolvidos, fungos, protozoarios e esporos devido
seu habilidade de destruir estes organismos.



Nano- e Microparticulas

- Diferem estruturalmente dos liposomas e niosomas, porque sio
preparadas, a partir de polimeros, gerando uma matriz solida, ao inves
de terem um compartimento aquoso central

- Usualmente, sao obtidas, através da precipitacdo de polimeros
solubilizados em uma das fases de uma emulsao

Nanoparticulas estericamente
impedidas (furtivas) formadas pela
matriz polimérica contendo farmaco
e cadeias de polioxietileno na
superficie.




- Preparadas a partir de polimeros e ndo possuem o0 core aquoso

- Associacao da droga no inicio da preparacao

- Microparticulas podem ser preparadas pelo cruzamento de polimeros
soluveis
- Nanoparticulas - por polimerizacao de um monémero

armaco solubilizado na
gaticula J

Anticorpa canjugada

Cadeia de pohelilano

Emulsao contendo anticorpos
ligados covalentemente a
superficie e farmaco solubilizado
nas goticulas da fase interna.



Tecnologia dos sistemas microparticulados

- Avaliada em tumores experimentais, mas a alta media de tamanho
das particulas nessas formulacées somente permite a administracao
algumas vias, limitando seu potencial.

- Microparticulas de resina de troca i6bnica contendo cloridrato de
doxorrubicina mostraram-se superiores ao farmaco livre, quando
administradas através da artéria hepatica.

- Aumento da atividade antitumoral também foi verificada em animais
depois da administracao intraperitonial de microparticulas de
quitosana contendo

mitoxantrona ou doxorrubicina em microparticulas de acido poli-latico
- Microparticulas também foram administradas diretamente no interior
dos tumores solidos aumentando a atividade antitumoral do 5-
fluorouracil e da doxorrubicina



Impact

|A| APV-Gaulin valve |B| STANSTED valve

Homogeneizadores







Nanoemulsoes

Lipoproteinas de baixa densidade (LDL)

Apolipoproteina

Colesterol
(polar)






