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RESUMO

O carcinoma oral de células escamosas (OSCC) representa a forma mais prevalente de
cancro oral, caracterizando-se por elevada agressividade biologica, invasao local precoce,
risco de metastizagdo regional e alta taxa de recorréncia. O diagndstico continua
frequentemente a ocorrer em fases avangadas da doenca, o que condiciona a eficacia
terapéutica e contribui para a elevada morbilidade. As abordagens convencionais —
cirurgia, quimioterapia e radioterapia — associam-se a efeitos adversos severos e
sequelas permanentes, muitas vezes com impacto funcional e estético irreversivel. Além
disso, a resisténcia terapéutica, tanto primaria como adquirida, limita significativamente
a resposta ao tratamento e a sobrevivéncia global dos pacientes. Neste contexto, as
nanomedicinas emergem como uma estratégia inovadora para ultrapassar estas
limitagdes, sobretudo através do uso de nanoparticulas projetadas para a entrega dirigida
de terapias baseadas em RNA regulatorio. Estes RNAs — incluindo microRNAs
(miRNA), small interfering RNAs (siRNA) e long non-coding RNAs (IncRNA) — atuam
ao nivel pos-transcricional, modulando seletivamente a expressdao de oncogenes ou genes
supressores tumorais. A sua aplicagdo terapéutica tem sido dificultada por problemas de
estabilidade, imunogenicidade e falta de especificidade, desafios que podem ser
eficazmente superados pela associagdo a nanoparticulas inteligentes. As nanoparticulas
descritas nos estudos analisados incluem estruturas lipidicas, poliméricas, metalicas,
hibridas e biologicas (como exossomas), com propriedades adaptadas ao microambiente
tumoral. Estas plataformas demonstraram capacidade para aumentar a estabilidade
sistémica dos RNAs, promover acumulacdo seletiva no tumor, e libertagdo da carga em
resposta a estimulos especificos como pH, glutationa ou enzimas tumorais. Diversos
estudos in vivo revelaram efeitos antitumorais significativos — incluindo redugdo do
volume tumoral, inibi¢do da angiogénese, apoptose tumoral e reversdo de resisténcia a
farmacos classicos como a cisplatina — confirmando o potencial desta abordagem como
alternativa terapéutica eficaz e de menor toxicidade para o tratamento do OSCC.

Palavras chave: “cancro oral”, “nanomedicina”, “rna regulatorio”, “nanoparticula”,
“carcinoma de células espinhosas oral”, “silenciamento genético”.
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ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most prevalent form of oral cancer,
characterized by high biological aggressiveness, early local invasion, regional lymph
node metastasis, and a high recurrence rate. Diagnosis often occurs at advanced stages,
limiting therapeutic efficacy and contributing to substantial morbidity. Conventional
treatment strategies — surgery, chemotherapy, and radiotherapy — are associated with
severe side effects and frequently result in permanent functional and aesthetic sequelae.
Furthermore, both intrinsic and acquired therapeutic resistance significantly compromise
treatment response and overall patient survival. In this scenario, nanomedicine has
emerged as a promising strategy to overcome these limitations, particularly through the
use of nanoparticles designed for the targeted delivery of regulatory RNA-based
therapies. These RNAs — including microRNAs (miRNAs), small interfering RNAs
(siRNAs), and long non-coding RNAs (IncRNAs) — act at the post-transcriptional level,
selectively modulating oncogene or tumor suppressor gene expression. However, their
therapeutic application is challenged by issues related to instability, immunogenicity, and
lack of specificity — hurdles that can be effectively addressed by encapsulation within
intelligent nanoparticle platforms. The nanoparticles described in the reviewed studies
include lipid-based, polymeric, metallic, hybrid, and biologically-derived systems (such
as exosomes), engineered with features adapted to the tumor microenvironment. These
nanocarriers have demonstrated the ability to enhance the systemic stability of regulatory
RNAs, promote tumor-selective accumulation, and trigger controlled release in response
to specific stimuli such as pH, glutathione, or tumor-associated enzymes. Multiple in vivo
studies have shown marked antitumor effects — including tumor volume reduction,
inhibition of angiogenesis, induction of apoptosis, and reversal of resistance to
conventional drugs such as cisplatin — reinforcing the potential of this strategy as an
effective and less toxic alternative for OSCC treatment.

9% ¢ b1 2 ¢C b TY
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cell carcinoma”, “gene silencing”.
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I. INTRODUCAO

O carcinoma oral de células escamosas (OSCC) ¢ a neoplasia maligna mais comum da cavidade
oral e continua a apresentar elevados indices de recorréncia e um prognoéstico reservado, mesmo
com os avanc¢os nas modalidades terapéuticas convencionais (Wang et al., 2023). A sua elevada
agressividade e o diagnostico frequentemente tardio contribuem para a elevada taxa de
mortalidade, associando-se frequentemente a metastases e a sequelas funcionais irreversiveis
resultantes de tratamentos mutilantes (Chaturvedi et al., 2013 como citado em Xie et al., 2022).
Estes tratamentos incluem cirurgia extensiva, radioterapia e quimioterapia baseada em
cisplatina, que, embora eficazes em alguns casos, estdo frequentemente associados a resisténcia

tumoral adquirida e a efeitos adversos significativos (Wang et al., 2023; Xie et al., 2022).

Perante estes desafios, as terapias baseadas em RNA regulatério, como microRNAs
(miRNAs) e small interfering RNAs (siRNAs), tém emergido como abordagens promissoras
para silenciar genes oncogénicos de forma seletiva. O conceito de interferéncia por RNA
(RNA\), inicialmente descrito por Fire em 1998 (citado por Wang et al., 2023), revolucionou a
biologia molecular e abriu novas possibilidades para o desenvolvimento de terapias altamente
especificas. Os miRNAs s3o pequenas moléculas enddgenas de RNA ndo codificante que
regulam a expressdo génica ao nivel pos-transcricional, estando a sua desregulacdo
frequentemente associada a progressdo tumoral, metéstase e resisténcia a farmacos (Calin &
Croce, 2006; Bartel, 2009; Gombos et al., 2013; He et al., 2015 como citado em Ou et al., 2019).
Os siRNAs, por sua vez, permitem silenciar diretamente a expressdo de genes-alvo,
representando uma estratégia de elevada especificidade terapéutica (Dorsett & Tuschl, 2004 e

Castanotto & Rossi, 2009; como citado por Xie et al., 2022).

Contudo, a eficacia clinica destas abordagens depende de um sistema de entrega seguro e
eficiente, capaz de proteger os RNA do ambiente extracelular, promover a sua acumulagio
seletiva no tumor e libertagdo intracelular (Kanasty et al., 2013 e Whitehead et al., 2009; como
citado por Xie et al., 2022). E neste contexto que surgem as NP como plataformas tecnologicas
de destaque no campo da nanomedicina. Estas estruturas, com dimensdes na escala
nanométrica, oferecem caracteristicas favoraveis como elevada capacidade de encapsulamento,
modificabilidade da superficie, e capacidade de resposta a estimulos especificos do
microambiente tumoral (Ou et al., 2019; Liu et al., 2012). Em particular, os exossomas,

vesiculas extracelulares de origem enddgena, demonstram elevada biocompatibilidade e



Nanoparticulas como Sistemas de Transporte de RNAs Regulatorios em Terapias para o Cancro Oral: Avangos e
Aplicagdes Clinicas - Uma revisdo narrativa.

estabilidade sistémica, aliando-se a uma capacidade de direcionamento tumoral inata (Kalluri

& LeBleu, 2020; Vader et al., 2016; como citado por Wang et al., 2023).

Assim, a combinacdo de RNA regulatério com nanoparticulas representa uma estratégia
integrada com elevado potencial terapéutico no OSCC. Esta abordagem visa ndo apenas
aumentar a eficacia terapéutica, mas também reduzir os efeitos adversos e ultrapassar os
mecanismos de resisténcia associados as terapias convencionais. O presente trabalho foca-se
na andlise sistematica dos avangos mais recentes nesta interse¢do terapéutica, com base em
estudos in vivo, discutindo as suas aplicacdes, vantagens, limita¢cdes e perspectivas para a

translacdo clinica.

Apesar dos avangos promissores observados em estudos pré-clinicos com NP funcionalizadas
para entrega de RNA regulatorio no tratamento do CCEOQ, a sua aplicagdo clinica permanece
limitada. Até a data, ndo existem ensaios clinicos concluidos especificamente direcionados a
utilizagdo de NP contendo miRNA ou siRNA no tratamento do carcinoma oral, o que evidencia
uma lacuna importante na translagcdo destes resultados para a pratica médica. Esta auséncia
reforga a necessidade urgente de estudos translacionais e clinicos robustos que validem a
seguranca, a eficacia e a viabilidade destas terapias em humanos. A consolidac¢do deste campo
dependerd, inevitavelmente, do fortalecimento da colaboracao entre investigadores, clinicos e
a industria farmacéutica, bem como do desenvolvimento de plataformas tecnologicamente

otimizadas para uso clinico.
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II. METODOLOGIA

1. Desenho do estudo

O presente trabalho segue uma metodologia de revisdo narrativa. A questao clinica formulada
para a prossecucdo desta revisdo foi baseada na estratégia PICO (Population, Intervention,
Comparison, Outcome) utilizada nas guidelines de elaboragdo de revisdes sistematicas, para

definir a pergunta de investigagdo (Tabela 1).

Tabela 1:
Modelo PICO para a formulagdo da questdo clinica.

Populacio/Problema Pacientes com Cancro Oral
Intervenciio Sistemas com nanoparticulas para entrega de RNA regulatorios (siRNA e miRNA)
Comparacio Sistemas de entrega de farmacos convencionais ou outras terapias de RNA
Outcome Eficacia melhorada, efeitos adversos reduzidos ou silenciamento de genes

direcionado

2. Fontes de informacao e estratégia de investigacio

Foi realizada uma pesquisa bibliografica no periodo janeiro 2024 até abril 2025, nas bases de
dados Pubmed, Google Scholar, Science Direct e Web of Knowledge. Foram utilizadas diversas
combinagdes de palavras-chave e MeSH terms com os marcadores boleanos “AND” e “OR”:
“cancer”, “clinical outcome”, “delivery”, ‘delivery system, “exosome”, ‘“gene”, ‘“gene

I T “ o« T .6«

silencing” (MeSH), “post transcriptional “ (MeSH,), “invivo”, “liposome*, “micelle”, “mir",

“mirna“ (MeSH), “model*, “mouth, neoplasm®, “nanocarrier”, ‘“nanoconjugate®,
“nanocomplex “, “nanomedicine ** (MeSH), “nanoparticle “nanoparticles
“nanotechnology, “oral cancer” (MeSH), “oral carcinoma®, “oral squamous cell

[PRENT]

[z ““ e [ « 3 * ] ““ € ] [z
rna”, “rna delivery*, “si“, “silencing”, “sirna
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carcinoma*, “CCEO*, “regulatory rna*“,
(MeSH), “sirna delivery*, “therapeutic“, “therapy”, “treatment”. Nos filtros usados na

pesquisa foram selecionados o limite temporal de 2015-2025 e o idioma em inglés.

Para a escolha dos artigos foram aplicados critérios de inclusdo e exclusdo representados na

tabela 2.
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Tabela 2:

Critérios de inclusdo e exclusdo

Critérios de Inclusio

Critérios de Esclusao

Tipo de estudo

Estudos pré-clinicos (in vivo) que avaliam a
eficacia das NP para a entrega de RNAs
regulatorios (siRNA/miRNA) no tratamento do
cancro oral e da lingua

Ensaios clinicos envolvendo terapias baseadas em
RNA utilizando nanoparticulas no cancro oral

Revisdes sistematicas ou meta-analises com foco
em sistemas de entrega de RNA baseados em
nanoparticulas para o cancro

Investigacdo ndo relacionada com nanoparticulas ou
sistemas de entrega de RNA

Estudos focados noutros tipos de cancro para além do
cancro oral (por exemplo, cancro do pulmao, da
mama ou colorretal)

Artigos ndo originais, como comentarios, editoriais
ou artigos de opinido

Populacio

Estudos com foco especifico no cancro oral

Investigagdo envolvendo pacientes ou modelos de
cancro oral

Estudos envolvendo tratamentos gerais oncologicos
sem foco especifico no cancro oral

Investigagdo em populagdes saudaveis ou modelos de

doengas ndo relacionadas

Intervencao

Utilizagao de nanoparticulas, lipossomas,
transportadores poliméricos ou outras plataformas
de nanotecnologia (endossomos, exossomas,
tfNAs...) para administracdo de siRNA ou miRNA

Estudos que exploram a terapia dirigida, o
silenciamento genético ou 0os mecanismos
anticancerigenos mediados pela administragdo de
RNA

Terapias que ndo envolvem a administragdo de
siRNA, miRNA ou RNA regulador

Estudos utilizando sistemas de entrega ndo baseados
em nanoparticulas

Resultados

Eficacia terapéutica (redug@o do tamanho do tumor,
taxas de sobrevivéncia, inibi¢do da via molecular)

Perfis de seguranga, incluindo efeitos secundarios
ou toxicidade reduzidos

Estudos sem resultados terapéuticos claros (por
exemplo, estudos moleculares sem implicagoes
clinicas ou pré-clinicas)

Investigagdo focada apenas em modelos teoricos ou
computacionais sem valida¢do experimental
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3. Selecao dos artigos e critérios de elegibilidade

Uma avaliagdo preliminar dos titulos e resumos dos artigos foi realizada para determinar quais
artigos atendiam aos objetivos do estudo, e os artigos irrelevantes e duplicados foram
removidos. Todos os artigos que se encontravam completos foram lidos na integra apos a fase
de identificacdo inicial, a fim de verificar a elegibilidade. Esta revisdo foi constituida por 28

artigos.

4. Risco de viés (avaliacao critica metodoldgica)

Foi realizada uma avaliagdo critica da qualidade metodoldgica de todos os artigos incluidos,
utilizando ferramentas elaboradas pelo Joanna Briggs Institute: “The development of QUADAS:
a tool for the quality assessment of studies of diagnostic accuracy included in systematic

reviews.” para revisodes sistematicas, (Whiting et al., 2003).

Os resultados desta avaliacdo foram usados para transmitir a sintese e interpretagdo dos
resultados do estudo. Para avaliacdo das evidéncias da investigagdo foi preenchido o formuldrio

com as ferramentas de avaliagdo critica do Joanna Briggs Instituite (JBI) (Moola et al., 2019).

As ferramentas sdo constituidas, por 11, parametros de avaliacdo, que levam os examinadores
a percorrer a totalidade dos artigos, com o objetivo de preencher cada um dos pardmetros com
“Yes”, nos casos em que o artigo possua a totalidade da informagao em avaliagdo; “No”, quando
o artigo ndo possui qualquer referéncia a informagado em avaliagdo, “Unclear”, em casos nos
quais a informagdo em avaliacdo estd apenas mencionada de forma parcial, “Not aplicable”
quando o pardmetro ndo ¢ passivel de ser aplicado ao artigo em avaliagdo por determinantes

metodoldgicas.

O instrumento ou ferramenta utilizada para avaliar o risco de viés, rigor ou qualidade deste

estudo foi a leitura por um segundo revisor da equipa de investigacao.
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Tabela 3:

Avaliagdo critica metedologica para revisées sistemdticas e sinteses de investigacdo.

Yes No Unclear Not

applicable
Is the review question clearly and explicitly stated? ] ] o o
Were the inclusion criteria appropriate for the review ] ] ] ]
question?
Was the search strategy appropriate? ] ] ] ]
Were the sources and resources used to search for studies ] ] o o
adequate?
Were the criteria for appraising studies appropriate? ] ] ] ]
Was critical appraisal conducted by two or more reviewers O O ] ]
independently?
Were there methods to minimize errors in data extraction? O O ] ]
Were the methods used to combine studies appropriate? m] ] ] ]
Was the likelihood of publication bias assessed? m] ] ] ]
Were recommendations for policy and/or practice supported m] ] ] ]
by the reported data?
Were the specific directives for new research appropriate? ] ] o o

5. Resultados

No levantamento bibliografico preliminar nas bases de dados eletronicas obtiveram-se 28
artigos. A estratégia da pesquisa utilizou diversas combinagdes com a finalidade de alcangar o

maior nimero de artigos. Esta ¢ apresentada em termos genéricos ¢ apresentada na tabela 4.
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Tabela 4:

Resultados obtidos nas diferentes bases de dados.

Base de dados Termos de pesquisa Resultados
PubMed Cancer, clinical outcome, delivery, delivery system, exosome, 19
gene, gene silencing, gene silencing, post transcriptional,
Google Scholar hCCEQ, liposome, micelle, Mir, mirna, model, mouth 7
neoplasm, nanocarrier, nanocarriers, nanocomplex,
Science direct nanomedicine, nanoparticle, nanoparticles, nanotechnology, 0

oral cancer, oral carcinoma, oral squamous cell carcinoma,
CCEO, regulatory rna, rna, rna delivery, si, silencing, siRNA,

Web of Knowledge ; ’ ]
sirna delivery, therapeutic, therapy, treatment

As instru¢des do PRISMA foram seguidas ao longo do processo de selecdo dos artigos. Apds a
remocao dos artigos duplicados (363), ficou-se com 7277 artigos. Foram excluidos 7195 artigos
apos leitura dos titulos, 39 apos leitura do resumo, tendo sido eliminados 7233 artigos. Entao
selecionaram-se 30 artigos para a leitura completa e aplicacdo dos critérios de elegibilidade

escolhidos. No final verificou-se um total de 28 artigos (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama de fluxo PRISMA com a informagdo sobre as diferentes fases da sele¢do dos artigos.
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III. REVISAO DA LITERATURA

Foram selecionados 28 artigos de acordo com os critérios estabelecidos na metodologia.
A data da investiga¢do, ndo foi encontrada nenhuma aplicacdo clinica, nem ensaios

clinicos relativos a nanomedicinas de RNA regulatorio para CCEO.

Uma vez que a classificacdo de cancro oral na investiga¢do por vezes excluia ensaios
pertinentes por estes estarem englobados em ‘“cancro da cabeca e pescoco”, foram
adotados diversos “queries” no sentido de alcancar um maior niimero de estudos. Da
mesma forma, encontrou-se alguma dificuldade na separagdo da classificagdo entre
“cancro oral” e “cancro da lingua”. Como tal, optou-se por se incluir “cancro da lingua”
como sendo “cancro oral”. Assim, consideramos elegiveis os estudos com base em
tumores de linhas celulares “cancro oral” e “cancro da lingua”. Esta situacdo remete para
a chamada de ateng¢do a necessidade de adaptagdo universal de designacao nos titulos e

abstracts de artigos, da correta designag@o do tipo de cancro em analise.

De forma a organizar a informagao reunida, foi elaborada uma tabela resumo a partir dos
artigos selcionados (tabela 5). Para encontrar um seguimento 16gico na narrativa deste

trabalho serdo descritos os estudos agrupados em grupos de NP e em ordem cronologica
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Tabela 5:

Resumo dos artigos selecionados organizado por autor, estratégia, classe NP, RNA e alvo.

Autor/Ano Estudo Classe NP RNA Silencing Populaciao Comparacio QOutcome
Camundongos
Alexander-Bryant Endossoma + Lt : g )
fat al., 2015) y péptido quimera Péptido siCIP2A Fosfatase 2A(VEGFR) xenotransplantados Dox isolada iﬁeggzri’s?;:gggse’ ¢
” CCEO (linha CAL-27)
Complexo modelo o
Al der-B t . : . .
(Alexander-Bryan Dual péptido - siCIP2A Fosfatase 2°A(VEGFR)  xenotransplante siCIP2A isolada ﬁaf: umulagao SIRNAS
et al., 2017) Péptido ortotépico CCEO tecidos tumorais
Hibrida Lipido- ) camudongo Sreeressio do tamanho
(Chen et al., 2015) LCP - AA i siHIFo HIFla xenotransplantado PDT isolada : &
poiim SCC4 e SAS umor
Promover regeneragio modelo 0 tamanho tumores pos
CaCO3/PS/DNA A . .
(Ding et al., 2024) a - Inorgénica miR-200c 6ssea e inibir a xenot’ra.nsplant.e pDNA miR-200cc tratamento loc.al e
coprecipitados inflamacio reabsortiva ortotopico (ratinho) com PS ferramenta adjuvante
¢ CCEO reconstrugdo cirurgica
. . Camudongo B expressdo de LCN2
(Huang et al., 2023) Redox sensitiva Polimero siLCN2 Me.tasAtas.es ¢ EGFR xenotransplante de siLCN2 isolado xcrescimento e
resisténcia S
Cal27 e PDX metastizagao
Derivados ) modelo murino Exossoma ndo
(Kase et al., 2021) fibroblastos Exossoma SiLCP1 Supressdo LCP1 xenotransplantado modificado 4 8§ volume tumoral
modificados SAS ou HSC-3
Hibrida lipido- ) camudongo
(Lecaros et al., 2016) LCP polim siVEGF-A Angiogénese xenotransplantados PDT isolada {4 8§ tamanho tumoral
CCECP
Vesiculas Camudongos
Vesicula EC : lantad 80t ho tu 1
. miR-138 xenotransplantados . amanho tumora
(Lietal., 2019) derivada T cel y8 extracelulares Supressor tumoral CCEO TFD isolada Tinfiltragdo linfocitos T
camudongo 0 massa e volume
Poli iR-411-5 via de sinalizag@o do xenotransplante tumoral
i i olimero miR-411- 50i ; ;
(Li et al., 2024) pH responsivo P PI3K/Akt - miR-411-5p (s)g%org?l::ssao vector cirOCAC isolado ¥ potencial de
cire- OpC AC metastizagao
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Exossomas de SC miR100-5p del ino d
. Exossoma . . modelo murino de . S
(Liu et al., 2022) deciduos esfoliados miR-1246 Angiogénese endotelial esponja subcutinea Tefeito antiangiogénico
] . 8 ¥ tamanho e
(Lo et al., 2022) pH responsiva polimero mik320 Sensibilizar para xme(;l(ii(;ns lante oxaliplatina supressdo tumoral e
? combinatorial Hibrido oxaliplatina receber a oxaliplatina ransplan P paramteros efeitos
ortotopico animal
adversos,
. Camudoneo xxproliferacdo, invasio
L Responsivo Polimero siOCMRLI1 ~ o ; ; ¢ migragdo
(Lu et al., 2024) . EMT supressio xenotransplante de siOCMRLI isolado
redugdo O volume tumoral
HSC6 ¢ PDX PR
U metastizagio linfatica
Dual siRNA auto SISTAT3 + . o N . Inibi¢ao d% cr&esmmento
(Ma et al., 2024) montada micela Lipido Hibrido . I,’rohferag:ao ¢ 1hvasao modelos ortotopicos siSTAT3 isolado tumoral °*
DMP siTGF-B Ossea de CCEO reabsor¢ao ossea
mandibular
. Inorgénica ; Progressdo crescimento Camundongos 8 dvolume tumoral
(Ou et al., 2020; Oxido grafeno o miR-214 & xenotransplantados miR-214 isolado ’
Hibrida tumor CCEO apoptose (>entrega)
Exossomas de iR- Reverter resisténcia xenotransplantes em . . restauro sensibilidade a
(Sayyed et al., 2021) Exossoma miR-155 . . P cisplatina cisplatina
’ células sens/res cisplatina camundongos
P g
U volume tumoral
Biomimética Factor transcrigio Camudongos xx proliferagdo
lad: , . :
(resisténcia TFD) Nrf2 .
autéloga angiogenese
) camundongos BALB/c sensibiliza a PTT com
(Wang et al., 2016) GNR Metal siBAG3 Cca}ig(rlue resposta ao xenotransplantados FTT tumoral O termoresistencia e
CCEO (linha CAL-27) { dose radiagdo
Inorganica ) . . Camudoongos .
(Wang et al., 2018) Silica Mesoporosa Hibrida siMDR1 llleRl P-glicoproteina xenotransplantados Dox isolada ﬁr@estil;?élggiﬁ maior.e
CCEO (linha CAL-27)
. Polimero shGBAS Expressdo determinante Camudongos . volumes do tumor ¥ &
(Wang et al., 2021) Quitosano ALA . xenotransplantados TFD isolada .
malignidade GBAS baixos
WSU-HN6
. . . Camudongo . .
(Wang et al., 2021) Quitosano TPP Polimero shMTHFDIL  Citoquina associada xenotransplantado 0 U significativa
tumor com cal27 tamanho tumoral
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. Derivad dul . camundongos - .
(Xie et al., 2019) (,):;::a s medlid Exossoma miR-101-3p EZH2 xenotransplantados miR-101-3p isolado Viiﬁ?&ﬁg:ﬁ do
CCEO (SCC-9)
. o . Camudongo de . . .
Yeh et al., 2021) Lipido Hibrida  siEGFR Expressio EGFR xenotransplantados SIRNA ou TFD U significativa volume
SCC4 e SAS isolado tumoral
Nanoprata agente . modelo murino com 8 Svolume tumoral
(Xu et al., 2024) terapéutico Metal miR-181a-5p Reduzida malignidade tumores derivados de miR-181a-5p isolado apoptose, proli fera(;%lo
vantajoso DDS CCEO >
miR-149 em
estrutura protec¢ao nibir Vi . modelo murino 2 vol 1
(Xu et al., 2024) e estavel de 4 tFNA miR-149 1IBIT Via oncogenica xenotransplantado miR-149 isolado volume tumoral,
cadeias simples PiskiAkt Cal27 Trapoptose
ADN
¥ niimero e tamanho
: Polimero miR-let-7b . xenotransplante miR-let7b ndo metastases
(Yang et al, 2024) pH responsiva MOR (metéstases) metastases Cal27 encapsulado ¥ expressdo marcadores
dproliferacao
pH responsiva com ) Modelo camudongo
(Yang et al., 2024) péptido Polimero IncZEBI-AS1  7EB1-AS1 de metastizagdo cisplatina ¥ Resisténcia cisplatina
direcionador pulmonar Cal27
Inductive hipoxia ) modelo PDX em rato O microambientehipoxico
(Zhou et al., 2022) imunoterapia e Metal siHIFa Hipoéxia modelo de CCEO TFD isolada fFrespostas imunitarias
prevengao induzida por 4ANQO antitumorais

Legenda: Aumento (1), diminuigdo (¥), diminui¢io acentuada (8 &), Inibigdo (% %).
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1. Nanoparticulas Inorgénicas

No ensaio conduzido por Ding et al., 2024 foi sintetizada uma NP com uma propor¢ao de
CaCO3 e PS para transporte e entrega de pPDNA miR-200c co-precipitado pelo sulfato de
protamina (SP). O CaCO3 ¢ um biomaterial mineral com excelente osteocondutividade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade na formagao de osso. O SP ¢ um antidoto clinico
para anticoagulagdo pela heparina e foi previamente reportado como tendo aumentado a
eficiéncia de transfeccdo de pDNA miR-200c e pela melhoria da formacdo de osso
alveolar em locais em defeito como citado em Remy et al., 2022. O miR-200c é um
microRNA subregulado, com papel antitumoral em varios cancros, incluindo CCEO. O
seu knockdown, suprime a invasao celular e migracdo tumoral. O nanosistema CaCO3
com PS aumentou a transfec¢cdo de pDNA miR-200c, assim como a expressao de miR-
200c no modelo xenotransplante ortotopico camudongo. Foi verificada diminuigdo do
tamanho dos tumores pods tratamento localizado. Foi determinada a proporcao ideal de
CaCO3/PS para maior eficiéncia de transfec¢ao, sendo este um parametro essencial de
ajuste. Pensa-se que esté relacionado com alteragdes eléctricas da NP. Assim, sugere-se
mais estudos sobre este pardmetro além do PS, mas também para investigacdo da
influéncia da resposta imune e dindmica do microambiente tumoral em resposta a
sobrexpressao de miR-200c, que em modelos animais in vivo ndo permitem simular.
Além da sua capacidade de promocdo da regeneracdo Ossea e inibicdo da inflamacgdo
associada, miR-200c pode servir como ferramenta adjuvante administracdo local na
reconstrucdo cirtirgica de pacientes com avangados estagios CCEO para promover a cura

do 0sso e diminuir a recorréncia tumoral.

O estudo conduzido por Xu et al. (2024) prop6s uma abordagem terapéutica inovadora
para o CCEO, combinando a ac¢do do miR-181a-5p com NP de prata (AgNPs),
explorando esta sinergia como uma alternativa eficaz ao tratamento convencional. O
miR-181a-5p ¢ um microRNA com fungdo supressora tumoral, conhecido por inibir
genes envolvidos na proliferacdo, invasdo e evasdo apoptdtica em multiplos tumores
solidos, incluindo o CCEO como citado por Xu et al.(2023). No entanto, a sua aplicacao
terapéutica isolada ¢ limitada por baixa estabilidade e entrega ineficiente no
microambiente tumoral. Para contornar estas limitagdes, os autores neste ensaio
combinaram o miR-181a-5p com NP de prata, ndo como vectores de encapsulacio, mas

como agentes antitumorais complementares. As AgNPs, além de conferirem alguma
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protecdo ao RNA, apresentam propriedades citotoxicas seletivas, induzindo ERO que
promovem apoptose, disfuncdo mitocondrial e inibicdo da via PI3K/AKT/mTOR.
Demonstraram ainda efeitos anti-angiogénicos e capacidade de modulacdo do
microambiente tumoral. A sua estrutura inorganica ¢ altamente estavel, de facil produgao,
e permite elevada area de superficie para interagdo com moléculas terapéuticas, sendo por
isso um sistema atractivo em termos de versatilidade e eficacia terapéutica. Nos ensaios
in vivo, realizados num modelo murino com tumores derivados de CCEQ, a administracao
combinada de miR-181a-5p e AgNPs resultou numa reducdo significativa do volume
tumoral, aumento da apoptose tumoral (via coloragdo TUNEL) e reducdo da expressdo
de Ki-67, marcador de proliferacdo celular. Adicionalmente, ndo foram observadas
alteragcdes histopatologicas em orgdos vitais, evidenciando um perfil de seguranga
adequado para uso pré-clinico. A eficacia sinérgica observada refor¢a o potencial das
AgNPs como adjuvantes terapéuticos na entrega e potenciagdo da atividade de RNAs

reguladores em oncologia oral.

As alteragdes do microambiente hipdxico e imunitario estdo intimamente relacionadas
com o efeito terapéutico e o prognostico do CCEO. Como tal, com vista ao tratamento e
prevencdo do CCEO a equipa de Zhou et al.,, (2022) construiram uma NP de
nanocompdsito metal TiO> Ru(Il)-modificado capaz de se adaptar ao microambiente
hipoxico, para transportar siHIFla - TIO2@Ru@siRNA. O dioxido de titanio (TiO02) ¢
um dos nanomateriais mais utilizados na vida humana, ¢ os materiais a base de TiO2
também tém sido amplamente investigados como PS em TFD. Pela sua excelente
biocompatibilidade, o TiO2 ¢ utilizado como sistema de administracdo de farmacos. O
Ruténio ¢ o agente fotossessibilizante (FS). Num microambiente tumoral hipoxico, para
que a radiagdo (525nm) através do FS produza ERO, ¢ necessario encontrar oxigénio
como substrato. Varias estratégias tém sido montadas no sentido de levar oxigénio ao
local. Neste ensaio usou-se o complexo Ru(Il) TLD-1433, capaz de produzir singletos de
02 com elevada quantum yeld, e de salientar que, provoca dano ao DNA, ainda que em
condi¢des de hipoxia, indicativo de outros eventuais mecanismos. A TFD mediada por
TiO2@Ru@siRNA mostra uma inibigdo notavel no crescimento tumoral e diminui¢do da
massa do tumor aproximadamente dez vezes para o grupo TiO2@Ru@siRNA com TFD.
Nao foi encontrada morte ou diminui¢do aparente do peso corporal em todos os grupos.
Os principais 0rgaos ndo revelaram toxicidade, o que indica que aparentemente as NP

TiIO2@Ru@siRNA ndo exibem toxicidade sistémica com a TFD. Ao causar dano
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lisossomal, o TiO2@Ru@siRNA promove eficazmente a saida do siRNA HIF-1a para o
controlo da hipoxia. As NPs de TiO2@Ru@siRNA permitem uma elevada poténcia da
TFD ao elevar o nivel de ERO celular através de vias dependentes de oxigénio para
induzir piroptose. Os efeitos foram confirmados em modelo de xenoenxerto derivado do
doente (PDX) em rato modelo de carcinogénse. Conclusdo, a TFD mediada por
TiO2@Ru@siRNA alivia eficazmente o microambiente imunossupressor tumoral e
melhora as respostas imunitarias antitumorais. Este nanosistema fotoimunoterapéutico
adaptavel a hipoxia para terapia de CCEQO, e a sua possibilidade de potencial prevengao

clinica e transformagdo do tratamento ainda esta a sob exploracao.

No estudo desenvolvido por Zhu et al., (2022), foi proposta uma estratégia terapéutica
inovadora para silenciar o long non-coding RNA CYTOR, identificado em amostras de
pacientes, como promotor da glicolise aberrante, da respiracdo mitocondrial aumentada
tipicos de uma progressdao tumoral no CCEO. Para ultrapassar os desafios associados a
entrega eficiente de siRNA no microambiente tumoral, os autores recorreram a uma NP
baseada em estruturas metal-organicas (nanoscale metal-organic frameworks, NMOF),
funcionalizada com acido félico (FA) para garantir seletividade a células tumorais que
expressam o receptor para folato. A NP, designada NMOF-siCYTOR@FA, consiste num
nano nticleo NMOF com elevada porosidade onde alberga a capacidade de carga, ao qual
se adsorve o siRNA anti-CYTOR. Estas caracteristicas de tamanho permitem um
eficiente efeito de permeabilidade e retencdo - EPR. O dacido folico conjugado na
superficie atua como ligante de direcionamento tumoral. Este sistema assegura
estabilidade sistémica, prote¢do do siRNA da degradagdo, e libertagdo sensivel ao
microambiente 4cido do tumor. O complexo ¢ internalizado pelas células tumorais via
endocitose mediada por receptor, promovendo a libertagdo citoplasmatica do siRNA e
subsequente silenciamento da IncRNA-alvo. O silenciamento da CYTOR resultou na
inibi¢do da estabilizagdo de ZEBI1, um factor de transcricdo oncogénico mediado pela
proteina HNRNPC. Essa regulacdo impactou diretamente no metabolismo energético
tumoral, reduzindo significativamente os niveis de 4cido lactico, o consumo de glicose e
a atividade mitocondrial das células cancerigenas. Em modelo in vivo com camudongos
xenotransplantados com CCEO, a administra¢ao sistémica de NMOF-siCYTOR@FA
levou a uma reducgdo acentuada do volume tumoral, diminui¢ao de Ki-67 (proliferacao

celular) e aumento de TUNEL (apoptose). Importa destacar que o tratamento foi bem
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tolerado, sem alteracdes histologicas detetdveis em orgdos vitais, sugerindo elevada
biosseguranga do sistema. Este estudo evidencia a potencialidade terapéutica da
combinagdo entre nanotecnologia baseada em NMOFse RNA de interferéncia
regulatorio, destacando a IncRNA CYTOR como um alvo molecular promissor no

tratamento do CCEO.

O estudo conduzido por Ou et al. (2020) avaliou a eficicia de um sistema de entrega
baseado em o6xido de grafeno funcionalizado com polietilenimina (GO-PEI) para o
transporte de inibidor de miR-214 no tratamento do CCEO. O miR-214 esta
frequentemente sobre-expresso em diversos tumores solidos, estando associado a
progressdo, evasao apoptotica e resisténcia terapéutica. A sua inibi¢ao tem sido proposta
como estratégia para restaurar o controlo tumoral e promover a apoptose em células
cancerigenas. A NP utilizada no estudo consiste numa estrutura hibrida organico—
inorganica, composta por 6xido de grafeno (GO) — um nanomaterial inorganico de base
carbonica, com grande &rea superficial e excelente estabilidade quimica —
funcionalizado com polietilenimina (PEI), um polimero organico cationico. Esta
conjugacao permite alta eficiéncia na complexagdo e entrega de acidos nucleicos, como
o inibidor de miR-214, através de ligagdes eletrostaticas, a0 mesmo tempo que assegura
protecdo contra a degradacdo enzimadtica e boa penetragdo celular. Nos testes in vivo,
camundongos foram xenotransplantados com células CCEO e divididos em quatro grupos
de tratamento: controlo, GO-PEI isolado, inibidor de miR-214 livre, e complexo GO-
PEl/inibidor de miR-214. O grupo tratado com o nanocomplexo apresentou redugao
significativa do volume tumoral, superior aos restantes grupos, comprovando a eficacia
da entrega mediada por nanoparticula. A analise histologica evidenciou aumento da
apoptose (TUNEL) e diminui¢do da expressdao de EZH2, um alvo downstream do miR-
214. Importa salientar que os animais ndo apresentaram altera¢des histopatologicas
relevantes nos 6rgdos principais, nem toxicidade sistémica observavel, o que reforca
o perfil de seguranca e biocompatibilidade deste sistema. Este trabalho valida o uso
de NP hibridas GO-PEI como veiculos promissores para entrega de RNAs reguladores,
aliando a robustez estrutural do grafeno a eficiéncia funcional da PEI, abrindo perspetivas

para abordagens terapéuticas seguras e especificas no controlo do CCEO.
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O estudo de Wang et al. (2018) desenvolveu uma estratégia de co-entrega baseada em NP
de silica mesoporosas (MSNs) funcionalizadas com polietilenimina (PEI), para transporte
simultaneo de dois agentes: o quimioterapico doxorrubicina (DOX) e siRNA direcionado
ao gene MDRI (codificador da glicoproteina P, P-gp). A logica do estudo assenta na
superacao da resisténcia multifirmaco (MDR), frequentemente mediada pela sobre-
expressao da P-gp, que impede a acumulagdo intracelular de farmacos em células
tumorais, incluindo no CCEO. As MSNs foram escolhidas como nticleo inorganico
devido a sua alta porosidade, grande 4rea superficial e capacidade de encapsulamento
controlado de fArmacos. A sua funcionalizacdo com PEI conferiu propriedades cationicas,
facilitando a complexacdo com o siRNA via interacdes eletrostaticas e promovendo a
libertagdo endossomica no ambiente intracelular. Nos ensaios in vivo, camundongos
foram xenotransplantados com células CCEO (linha CAL-27) e tratados com diferentes
formulagdes: grupo controlo, DOX isolado, DOX+siRNA livre, e nanoparticulas MSNs-
PEI co-carregadas com DOX e MDR1-siRNA. Os animais tratados com o sistema de co-
entrega(MSNs-PEI/DOX/siRNA) apresentaram uma redu¢do tumoral significativamente
maior do que os outros grupos. A andlise histologica dos tecidos tumorais
demonstrou niveis mais baixos de expressao de P-gp, bem como aumento da apoptose
tumoral e diminui¢do do indice Ki-67. Além disso, ndo foram observadas alteracdes
histologicas significativas nos oOrgdos principais, indicando um perfil de seguranca
aceitavel. Este estudo confirma o potencial das NP inorgéanicas funcionalizadas como
sistemas de entrega combinada, superando mecanismos cléssicos de resisténcia tumoral.
O uso simultaneo de siRNA regulador e agente citotoxico em na mesma plataforma
representa uma abordagem promissora para o tratamento eficaz de tumores orais

quimiorresistentes.

Neste ensaio desenvolvido por Wang et al.,, (2016) desenhou-se uma plataforma
combinada de nancomplexo de Gold Nano Rods (GNRs) com siBAG3, de forma a
silenciar o gene BAG3, responsavel pelo mecanismo de Heat Sock Response, (HSR) —
resisténcia tumoral e melhorar a eficicia de TFT. Através da modificagdo de superficie
dos GNRs, estes adquirem capacidade de transportar siRNA. Entre os varios agentes de
TFT, os GNR apresentam bandas de ressonancia plasmonica de superficie (SPR) tinicas
e foram estudados extensivamente devido a sua forte absor¢do NIR e elevada eficiéncia

de conversao fototérmica como citado por Hutter e Fendler, 2004. Além disso, possuindo
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uma grande area de superficie em relagdo ao volume proporc¢ao e sendo funcionalizados
de superficie de forma facil e controlavel, os GNRs sdo atrativos para drug delivery
systems (DDS) — sistemas de entrega direcionada de farmacos - como citado por Hauck
et. al 2008._0 nanocomplexo GNRs-siRNA sintetizado exibe uma excelente capacidade
na entrega de siRNA em células cancerigenas com uma elevada eficiéncia de
silenciamento._Os estudos in vitro e in vivo demonstram a capacidade do nanocomplexo
GNRs-siRNA em sensibilizar as células cancerigenas a TFT com laser de poténcia
moderada, regulando negativamente o aumento da expressdo de BAG3 e aumentando a
apoptose. O nanocomplexo GNRs-siRNA ndo apresenta citotoxicidade evidente para as
células cancerigenas sem o laser in vitro e in vivo € o sSiRNA BAG3 ndo tem efeitos em
células normais pela baixa expressdo de BAG3 em células normais, especialmente sem
aquecimento. Estes dados evidenciam que o nanoplexo GNRs-siRNA pode ser utilizado
com seguran¢a em TFT para o cancro. A TFT mediada por GNRs-siRNA tem um grande
potencial para a terapéutica do cancro devido ao aumento da eficacia TFT através do
silenciamento de genes de termoresisténcia e pela possibilidade de entregar uma menor

dose eficaz de radiagdo, minimizando riscos e com melhor toleréncia pelos pacientes.

2. Nanoparticulas Lipidicas

O estudo de Ma et al., (2024) teve como principal objetivo o desenvolvimento e validacao
pré-clinica de uma nova abordagem terapéutica baseada em RNAI para o tratamento de
CCEO, com foco especifico na supressao da proliferagdo tumoral e da invasdo dssea
mandibular, fenémenos que estao frequentemente associados a um mau progndstico neste
tipo de cancro. Para tal, os autores conceberam uma NP tipo micela lipidica catidonica
(DMP), com materiais biocompativeis, para encapsular dois siRNAs dirigidos a genes-
chave da progressdao tumoral respectivamente: STAT3, envolvido na proliferacdo e
sobrevivéncia celular, e TGF-£1, implicado na inducdo de osteoclastos e na osteodlise
tumoral. Foi avaliada a eficdcia desta formulagdo na entrega simultanea dos dois siRNAs,
em modelos in vivo ortotopicos de CCEO. A NP usada neste estudo ¢ uma micela
cationica hibrida formada por auto-montagem espontinea de dois componentes
principais: Por DOTAP - um lipido cationico sintético (N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-
N,N,N-trimetilaménio), com carga positiva e capacidade de interacdo com siRNA
anionico, que além de promover a disrup¢ao endossomal, facilita a libertagdo intracelular
da carga. E por PEG-PCL: um copolimero anfifilico formado por monometoxi-

polietilenoglicol (PEG) e poli(e-caprolactona) (PCL), onde o PEG confere estabilidade
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coloidal, hidrofobicidade reduzida e tempo de circulagdo prolongado, enquanto o PCL
constitui o nacleo hidrofébico, promovendo a formagao da micela. A estrutura da DMP
consiste numa micela esférica, com um nucleo hidrofébico (DOTAP + PCL) e
uma camada superficial hidrofilica de PEG, proporcionando proteccdo contra o
reconhecimento pelo sistema imunitario e favorecendo o efeito EPR (Enhanced
Permeability and Retention) para acumulacdo passiva no tumor. A superficie
apresenta carga positiva, facilitando a adesao a membrana celular e a internalizag@o por
endocitose, sem necessidade de ligandos de targeting especificos. A NP de DMP foi
projetada para carregar dois siRNAs diferentes, complexados simultaneamente:
siSTAT3: direcionado contra o gene Signal Transducer and Activator of Transcription 3
(STAT?3), cuja proteina € um factor de transcri¢ao essencial na sinalizagdo de crescimento
e sobrevivéncia celular. A sua sobre-expressdo estd associada a maior agressividade
tumoral, evasdo a apoptose e aumento da capacidade proliferativa em CCEQO. A inibi¢do
de STAT3 tem como efeito directo a supressdo do crescimento tumoral e da colonizacao
das células tumorais. siTGF-B1: direcionado contra o Transforming Growth Factor-beta
I, uma citocina altamente expressa em células tumorais invasivas. O TGF-f estimula
a diferenciacdo de osteoclastos e contribui para a osteodlise peritumoral, promovendo a
invasdo Ossea caracteristica de CCEO avangado. O silenciamento de TGF-f reduz a
transcri¢do proteica e atenua a atividade osteoclastica, preservando a estrutura dssea
adjacente ao tumor. Ambos os siRNAs foram complexados a superficie da micela DMP
por interacgdes eletrostaticas, criando um complexo altamente estavel. OS ensaios
confirmaram que o siRNA fica protegido contra nucleases séricas e permanece funcional
apos a entrega intracelular, escapando aos lisossomas por ac¢do do DOTAP e alcangando
o citosol para integracdo no complexo RISC (RNA-Induced Silencing Complex). O
tratamento com a formulagdo DMP/siSTAT3+siTGF-3 demonstrou:  Inibi¢do
significativa do crescimento tumoral em comparagdo com grupos controlo (salina, siRNA
de controlo, e siSTATS3 isolado); reducao marcada da reabsor¢ao 6ssea mandibular, com
preservagdo da arquitetura dssea e auséncia de fraturas patologicas nos animais tratados.
A via sistémica foi quase tdo eficaz quanto a via local, indicando que o sistema DMP
¢ vidvel para administracdo intravenosa, mantendo a biodistribuicdo e eficacia
antitumoral; Analises histoldgicas confirmaram redugdo da atividade osteoclastica nos

grupos tratados, associada ao silenciamento eficaz de TGF-f.
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O ensaio de Yeh et al., (2021) como objectivo de optimizar a TFD, este ensaio surgiu
com a aplicacdo de duas NP a base LCP em simultaneo. Uma das NP carrega Pyro PA
(pyropheophorbide phosphatydic acid) — agente PS - e a outra siEGFR. A bicamada
assimétrica de LCP ¢ composta por lipidos anidénicos (DOPA) e lipidos catidnicos
(DOTAP), colesterol, e ainda um revestimento de PEG, para evitar o uptake pelo sistema
imunitario e assim obter capacidade de maior tempo de circulagdo sistémica e maior
endocitose pelas células tumorais. Uma segunda camada de PEG foi modificada com
ligandos de Anisamida (AA). A terapia combinada das duas NP e TFD mostrou uma
reducdo significativa do volume tumoral em comparacao com siRNA de controlo ou TFD
isoladamente; Nao foram encontrados valores de toxicidade nos biomarcadores séricos
nem foram encontrados factoreses inflamatorios nos tecidos cardiaco, hepatico e renal;
Os tamanhos obtidos para as NPs de PA LCP Pyro e NPs de siEGFR LCP estavam dentro
a gama sugerida de 30 a 50 nm para entrar nas células tumorais através de endocitose. Os
resultados sugerem que a terapia NP LCP Pyro PA com TFD combinadas com NPs
siEGFR LCP pode ser desenvolvida em modalidades clinicas para o tratamento do cancro

de cabeca e pescogo humano no futuro.

O estudo conduzido por Lecaros et al. (2016) explorou uma abordagem terapéutica
combinada para o tratamento do CCECP, integrando a TFD com a entrega de siRNA
contra o gene VEGF-A, mediada por NP lipidicas. A l6gica desta estratégia reside na
sinergia entre a destrui¢do celular mediada por espécies reativas de oxigénio da TFD e a
inibi¢do da angiogénese tumoral através do silenciamento de VEGF-A, um dos principais
factoreses promotores da vascularizagdo tumoral e evasdo terapéutica. As NP lipidicas
utilizadas para entrega do siRNA (designadas NP-siVEGF) foram formuladas com
elevada eficiéncia de encapsulamento, estabilidade coloidal e capacidade de protecao do
siRNA da degradacdo. O siRNA foi funcionalizado para atingir especificamente VEGF-
A, cuja expressdo esta frequentemente aumentada em tumores resistentes & TFD. Nos
ensaios in vivo, ratos imunocompetentes foram xenotransplantados com células CCECP
e tratados com quatro regimes distintos: controlo, TFD isolada, NP-siVEGF isolado, e a
combina¢do de TFD com NP-siVEGF. O grupo tratado com a terapia combinada (TFD +
NP-siVEGF) apresentou uma redug¢do tumoral significativamente superior aos grupos
individuais, demonstrando forte efeito sinérgico. Além disso, a andlise histologica

revelou a reducdo da densidade de vasos sanguineos intratumorais (CD31), aumento da
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apoptose (TUNEL) e um perfil de expressdao reduzido de VEGF-A no tecido tumoral,
confirmando o sucesso da modulac¢do genética. Importa salientar que a aplicacdo da NP-
siVEGF ndo induziu toxicidade sistémica ou alteragdes histologicas nos principais
orgdos, indicativo de biocompatibilidade e seguranca do sistema de NP lipidicas. Este
estudo valida o conceito de que a co-administragdo de RNA regulatorios com terapias
fisicas como a TFD pode superar limitagdes classicas do tratamento oncoldgico, como a
hipervasculariza¢do tumoral, posicionando as NP como ferramentas-chave para terapias

combinadas de elevado potencial no CCEO e tumores relacionados.

O ensaio desenvolvido por Chen et al. (2015) explora a possibilidade em TFD de se
poderr recorrer a aplicacdo de agente FS topicamente em cancro da pele. O Photosan
neste ensaio ¢ o agente PS. Este estudo pretendeu optimizar o efeito terapéutico do
Photosan, encapsulando-o numa NP de LCP. Para acrescentar targeting especifico
aplicou-se um ligando de anisamida (AA) para os receptores sigma expressos na
superficie tumoral das células SCC4 ou SAS. Como estratégia de sinergia, a NP associou
um siRNA para silenciamento de HIFla — factor induzido em caso de hipoxia e
desempenha um papel fundamental, na adaptacdo tumoral a falta de oxigénio, na
regulacdo da apoptose e na progressao do ciclo celular. Apos injecc¢do intravenosa das NP
LCP + si HIFla + AA, em camudongo xenotransplantado de tumor de células de linhas
SCC4 e SAS, observou-se: Acumulacdo concentrada do siRNA e expressao de HIFla
reduzida; quando acoplada a TFD, houve aumento da regressdo do tamanho tumor em
~40% apos 10 dias; A terapia sinérgica demonstrou ser substancialmente mais eficiente
que em separado; praticamente ndo se encontraram sinais da NP no coracao, figado, bago,
pulmao e rim. J4 na vizinhanga tumoral o sinal foi o mais intenso. Pelos resultados
antitumorais positivos, seguranca e especificidade de entrega, encontrados desta sinergia
NP+RNAi+TFD+, foi demonstrado o potencial desta estratégia para aplicagdo no
tratamento do CCEO.

3. Nanoparticulas Poliméricas

Na hipotese formulada por Li et al. (2024), parte-se do fundamento que os RNA
circulares possuem uma regulacdo versatil e a multiplos niveis, tornando-os alvos

tumorais promissorios para o tratamento de CCEO. S3o ainda necessarios meios para
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entrega eficiente de circRNA ao tumor. Para aprofundar o conhecimento e mecanismos
subjacentes a esta tecnologia in vivo, os autores desenvolveram uma NP polimérica de
PEG-b-PEICA responsiva ao pH para entrega. O vector de sobrexpressao de circ-OCAC
foi ligado ao PAMAM (poli-amidamina). Esta particula ¢ agregada por forgas
electroestaticas. A camada de PEG confere proteccdo a NP em circulagdo, que levard a
acumulacdo no local alvo, e ai a particula negativa rapidamente responde ao
microambiente tumoral acidico para se tornar positiva e liberta o seu core positivo de
PAMAM, levando ao uptake celular da circ-OCAC-overexpressing vector actuando no
miR-411-5p sob a via de sinalizagdo do PI3K/Akt com inibi¢ao de crescimento tumor e
metastatiza¢cdo. A administragdo em camudongo xenotransplante ortotopico, demonstrou
reducdo da massa e volume tumoral nos grupos tratados com esta NP confirmando que
impediu o crescimento tumoral. Também foi verificado a redu¢do do potencial de
metastizacdo. Estes dois resultados sugerem que este circ-OCAC pode inibir o
crescimento tumoral ¢ metastizagdo in vivo. Além disso, o sistema PEG-b-PEICA
PAMAM-cirOCAC, demonstrou boa performance em circulagdo, e sem registo de
anormalidades histopatoldgicas em 6rgdos primdrios, sugerindo eventual biosseguranca.
Estes resultados validam a hipdtese deste sistema como tendo aprimorado o efeito

terapéutico em CCEO.

Lu et al. (2024) identificaram o IncOCMRLI1, um RNA longo ndo codificante altamente
expresso em metastases de CCEO, como um regulador chave da progressdo tumoral.
Através de abordagens funcionais in vitro e in vivo, demonstraram que a expressao
elevada de IncOCMRL1 promove o crescimento tumoral, a migracdo e a invasao celular,
ao estabilizar a proteina RRM2 (Ribonucleoside-Diphosphate Reductase Subunit M2) e
ao suprimir a sua ubiquitinagdo. Esta interagdo favorece a transi¢ao epitélio-mesenquimal

(EMT), um processo crucial para a metastizacao.

Com o objetivo de estudar o silenciamento terapéutico do IncOCMRLI, os autores
desenvolveram um sistema inovador de entrega de siRNA baseado em NP redox-
responsivas, formuladas com o polimero mPEG-S=S-PLGA e lipidos cationicos GO-
C14. Estas NP foram projetadas para responder aos altos niveis de glutationa intracelular
presentes em células tumorais, promovendo a libertagcdo dirigida eficiente do siRNA
(siOCMRL1) ao microambiente tumoral. Os resultados mostraram que as

NPs(siOCMRL1) reduziram a expressao de IncOCMRLI1 para cerca de 12%, inibindo
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significativamente a proliferagdo, invasao e migragao das células CCEO. Em modelos
animais (xenotransplante ortotopico e PDX - modelo animal de pesquisa que recebe
transplante de tumoral derivado de um paciente, recriando o ambiente tumoral), o
tratamento com NPs (siOCMRLI1) resultou numaredu¢do de ~60% do volume
tumoral e diminuicdo da metastizacdo linfatica, sem toxicidade sistémica observavel.
Estes dados evidenciam que o sistema de entrega de siRNA por NP responsivas a
ambiente redox representa uma estratégia promissora para o tratamento de CCEO

metastizado ao dirigir a alvos como o IncOCMRLI.

No ensaio desenhado por Yang et al. (2024) foi identificado o IncRNA ZEB1-AS1 como
um importante regulador na progressao do CECCP, nomeadamente na linhagem tumoral
lingual Cal27. Verificou-se que a sobre-expressdao de ZEB1-AS1 se associa a resisténcia
a cisplatina, maior capacidade invasiva e pior prognéstico clinico. A investigagdo
demonstrou que ZEBI-ASI atua ao nivel nuclear e citoplasmatico, promovendo a
transcricdo de ZEBI1 e, subsequentemente, a expressdo do recetor p-opidide (MOR),
elementos que participam em vias ligadas a transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT) e a
quimioresisténcia. Para interferir com este eixo patoldgico, foi desenvolvida uma
nanoplataforma dirigida ao nucleo, composta por um polimero pH-responsivo e um
peptido de localizagdo nuclear, capaz de entregar um silenciador (ASO + siRNA) dirigido
ao ZEB1-AS1. Os resultados in vitro e in vivo demonstraram que esta formulagao reduziu
a expressdo de ZEB1 e MOR, inibiu a progressdao tumoral e restaurou a sensibilidade a
cisplatina. Paralelamente, foi criado um modelo preditivo baseado na expressao de ZEB1-
AS1/ZEB1/MOR, capaz de estratificar os doentes quanto ao risco e a resposta imunitaria,
revelando-se uma ferramenta potencial na oncologia personalizada. Além disto, foi criado
um modelo preditivo baseado na expressdo de ZEBI-AS1/ZEB1/MOR, capaz de
estratificar os doentes quanto ao risco e a resposta imunitdria, revelando-se uma

ferramenta potencial na oncologia personalizada.

Uma outra estratégia por Yang et al. (2024) teve como objectivo a utilizagdo de NP pH
responsivas para testar uma melhora entrega direccionada a tumores. Os nanosistemas
que incorporam materiais responsivos a estimulos possuem propriedades notdveis que
lhes permitem contornar as barreiras biologicas e atingir a administragdo intracelular

direcionada de farmacos. Como resultado do metabolismo ativo das células tumorais, o
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microambiente tumoral ¢ altamente 4cido em comparag@o com os tecidos normais. Foram
desenvolvidos nanosistemas sensiveis ao pH nos quais a libertagdo do farmaco ¢
especificamente desencadeada pelo ambiente dcido do tumor. J& foi demonstrado que
estes sistemas sdo capazes de melhorar a eficiéncia do tratamento do cancro como citado
em Liu et al., (2014). Este estudo investigou o papel da miRNA Let-7b na progressao
metastatica do carcinoma epidermdide de lingua humana e avaliou a eficécia terapéutica
de NP poliméricas endossomais sensiveis ao pH carregados com miR Let-7b para
bloquear a metastizagdo. Neste ensaio foram utilizadas NP a partir do polimero Meo-
PEG-b-PDPA para transporte de Let-7b miRNA. Ele desagrega em meio acido, o que
permite o escape endossomal para o citoplasma. Este miRNA encontrou-se subregulado
em CCEO, colocando-se em questdo se teria um papel de supressor numa via de
proliferacdo e colonizagdo em CCEO como citado em Gao et al., (2014). Neste ensaio em
xenotransplante ortotopico animal com metastases Cal27, a NP miR-let7b conseguiu uma
biodistribui¢do e farmacocinética superior ao miR-let7b ndo encapsulado. A camada
externa de PEG permitiu um tempo de semivida em circulagdo fosse superior em 2 horas,
enquanto a particula miR-let7b apenas 10 minutos. Em rela¢do a ac¢@o sob o tamanho
das metastases tumorais, foi verificado que o crescimento foi significativamente inibido
pela NP miR-let7b. Foi ainda determinado o nimero de metéastases nos pulmdes do
modelo, em que o nimero de lesdes, bem como as existentes surgiram com menor
tamanho. Estes resultados sugerem que esta estratégia tem boa biocompatibilidade
enquanto ao mesmo tempo inibiu efectivamente o crescimento tumoral. Tal pode
eventualmente também ser explicado pela encapsulacio pelo polimero pH sensitivo, que
consegue escapar do endossoma para o citoplasma. Ficou assim demonstrado o potencial

desta particula.

Huang et al. (2023) identificaram a lipocalina-2 (LCN2) como um regulador critico na
progressdo do CCEO, com expressdo aumentada em metastases e associada a resisténcia
a terapéutica dirigida ao EGFR. Demonstraram que a LCN2 favorece a activagdo e
reciclagem do receptor EGFR, potenciando a sinalizacdo na via MEK-ERK e
consequentemente promovendo a proliferacdo, invasdo e migracao das células tumorais.
Com o objectivo de silenciar terapeuticamente a LCN2, os autores desenvolveram um
sistema de entrega dirigida de siRNA baseado em NP redox-responsivas, utilizando o

polimero mPEG-SS-PLGA em conjugacdo com o lipido catiénico GOC14. Estas NP

24



Nanoparticulas como Sistemas de Transporte de RNAs Regulatérios em Terapias para o Cancro Oral:
Avangos e Aplicac¢des Clinicas - Uma revisao narrativa

foram concebidas para libertar o siRNA anti-LCN2 (siLCN2) de forma controlada, em

resposta aos niveis elevados de glutationa intracelular tipicos do microambiente tumoral.

Os resultados obtidos demonstraram que a administracdo sistémica das NPs-siLCN2
reduziu significativamente a expressdo de LCN2nos tecidos tumorais; inibiu a
fosforilagdo do EGFR e a activagdo da via MEK/ERK; suprimiu de forma eficaz o
crescimento e a metastizagao dos tumores em modelos ortotopicos (lingua) e em PDX de
pacientes CCEQO; ndo foi associada toxicidade sistémica relevante, evidenciando,
portanto, seguranca e a viabilidade pré-clinica da estratégia. Estes dados reforgam o
potencial terapéutico do silenciamento de LCN2, através de NP sensiveis ao ambiente
redox tumoral, como abordagem alternativa a inibi¢ao directa do EGFR em metastases

de CCEO.

O ensaio de Lo et al. (2022), aplica uma estratégia inovadora recorrendo a entrega
combinada de - miR-320 e um quimioterapéutico convencional, oxaliplatina - por duas
NP diferentes. Uma NP cationica sélida (SLN-T) modificada por péptido-T — de ac¢ao
de direcionamento tumoral seletivo “tumor-homing, cell penetrating e protease
recognition site” como citadoo em Bolhassani, 2011. E uma segunda NP lipossomal
conjugada por péptido-T e péptido-R (Lips-T/R) — com acg¢do para localizagdo nuclear.
Ambas revestidos de polimero pH responsivo PGA-PEG, com fun¢do de proteccdo dos
péptidos a degradacdo e também com incremento do EPR nos locais tumorais. Ao
alcancar o microambiente tumoral acidico o polimero recebe sinal para libertar a carga.
Esta estratégia tem como objectivo procurar a reducao de efeitos adversos da oxaliplatina
pela sua falta de selectividade, e também diminuir o efeito de resisténcia. A adi¢do de
miR-320 combinada, tem em vista a sua ac¢do como supressor tumoral na proliferacao,
migracdo e na angiogénese CCEO como citadado por Wu et al., (2014). De igual forma,
pretende proteger o miR-320 da degradacao sistémica, aumentar a permeabilidade celular
e escapar efetivamente dos endossomas como citado por Juang et al., (2019). A estratégia
adopta uma administracdo sequencial, com um pré-tratamento com NP SLN-miR-320
para sensibilizar as células tumorais para posteriormente receber a NP PGA-Lip-Oxa. Em
modelo xenotransplante ortotopico animal, verificou-se reducdo tamanho tumoral, com
maior intensidade nos grupos tratados com as NP PGA-SLN-T/miR-320 and PGA-Lip-
TR/Oxa. Este tratamento combinado potenciou dramaticamente a supressao tumoral

através desta sinergia. Relativamente aos resultados do estudo para os sinais de
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toxicidade, foi verificado que estes estavam diminuidos apds este novo tratamento
combinado, mesmo os parametros bioquimicos e danos em tecidos, normalmente
alterados pela oxaliplatina. No que respeita ao peso dos animais tratados com a nova
terapia combinada, ndo houve alteragdo. Este trabalho ¢ o primeiro a evidenciar um
tratamento combinado sequencial com NP de oxaliplatina e RNA regulatdrio de vias de
regulacdo de desenvolvimento tumoral em simultdneo, com recurso a péptidos de
localizagdao tumoral e polimeros de revestimento pH sensitivos. Além de conseguir
demonstrar ac¢do antitumoral aumentada, permitiu reduzir a toxicidade da oxaliplatina.
Trata-se de uma estratégia com potencial para desenvolvimento de translagdo clinica da

terapia do cancro da cabeca e pescoco.

O ensaio de Wang et al. (2021), teve como principios que as NP de CS, tém uma excelente
biodistribui¢do e baixa toxicidade bioldgica, e por isso tem sido considerado um
biomaterial ideal para a administragdo de farmacos como citado em Calixto et al., (2019).
Sdo amplamente utilizadas em diversas aplicagdes biomédicas devido a sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade e natureza catidnica. A carga positiva do CS leva a
rapida localizagcdo nas mitocondrias das células cancerigenas. Muitos estudos basicos e
clinicos confirmaram que o CS pode ser um vector ndo viral eficaz para a administracao
de genes com carga negativa como citado em Santos-Carballal et al., (2018). No entanto,
os sistemas de transporte a base de CS também apresentam algumas desvantagens,
incluindo a rapida adsor¢do em agua e a baixa solubilidade a pH fisioldgico como citado
por Cao et al. (2019). Usando o forte caracter catiénico do CS no estabelecimento de
ligagdes com ligandos anionicos comoTPP, Wang e a equipa, conseguiram aumentar a
estabilidade da NP fotosensibilizante CS-ALA para a TFD. Como citado em Alpar et al.
(2006) verificaram que o complexo CS-TPP apresentou uma maior capacidade de ligacao
e eficiéncia de carga em comparacao ao CS isolado. Como componente genética, Wang
e a sua equipa neste estudo incluiram shMTHFDIL, codificado para
Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1-like (MTHFDI1L), uma citocina associada a
tumor (potential tumor-associated cytokine) com capacidade de aniquilar células CCEO
pela via do p53. Esta nova NP CS-TPP-shMTHFDIL-ALA-TFD tem um papel
importante quer no suporte ao crescimento tumoral quer na sua suceptibilidade a terapia
dirigida, e com selectividade para as células tumorais — tornando-a um alvo promissor.

Nos resultados obtidos em modelo animal xenotransplantado, o grupo tratado com esta
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NP, obteve tamanho tumoral significativamente reduzido comparativamente ao grupo
controlo. De um modo geral, o CS-TPP-shMTHFDIL-ALA-TFD pode inibir a
proliferacdo e induzir apoptose das células do CCEO, regulando negativamente a
expressao do MTHFDI1L e mediando o efeito fotodindmico simultaneamente. O CS-TPP-
shMTHFDI1L-ALA-TFD pode também induzir disfuncdo mitocondrial, promovendo a
acumulacdo de ERO nas células do CCEO.

No ensaio dirigido por Wang et al. (2021) foi apresentado um nanocompédsito CS-ALA-
shGBAS, com forma esférica, boa dispersibilidade, estabilidade e hipotoxicidade. Esta
particula faz co-entrega de agente PS-ALA (4cido 5-aminolevulinico) e shGBAS (small
hairpin RNA, num plasmidio de transporte de DNA) para o gene GBAS. A resisténcia
tumoral & TFD ¢ uma das maiores barreiras a eficacia a longo prazo do seu efeito no
cancro oral. Uma das formas de ultrapassar referidas ¢ o direcionamento da fototerapia
para complexos que podem actuar a nivel mitochondrial como citado por Wen et
al.(2013). Contudo, Wang, refere para a falta de biomarcadores e alvos terapéuticos
eficazes em CCEO. Num estudo recente, Wang e a equipa encontraram um novo
determinante de malignidade, GBAS que funciona como factor alvo para a mitocondria
relacionado com a oxidagdo. A elevada expressao de GBAS foi associada a pacientes
CCEO. Nos resultados deste ensaio obteve-se que a NP ndo sé exibiu eficdcia antitumoral
robusta de knockdown de genes em células CCEO, mas também demostrou uma
citotoxicidade baixa e insignificante em células normais da mucosa oral. Os volumes
tumorais no grupo de tratamento combinado foram significativamente mais baixos do que
os dos outros grupos, indicando que reduziu eficazmente o crescimento das células CCEO
in vivo. As NPs de CS aumentaram a captacdo de agente PS pelas células do CCEO
validando a ac¢do antitumoral de um novo sistema de co-entrega de fArmacos e genes in
vitro e in vivo. Em resumo, os dados deste estudo revelaram um novo sistema de entrega
direcionada de gene/fdrmaco para CCEOQ, sistema de entrega dupla pela primeira vez.
Embora os dados atuais sejam limitados e incapazes de suportar uma hipotese
aprofundada, fornecem uma dire¢do para investigacao futura. Estudos futuros sobre o
papel dos NPs CS-ALA-shGBAS na TFD facilitardo o desenvolvimento de terapias

tumor-especificas com alvo no metabolismo das mitocondrias.

No ensaio realizado por Shi et al. (2020) foi desenhado um sistema NP para co-transporte

e entrega dirigida usando Azul Indociano (ICG) e Nrf2-siRNA, no sentido de alcangar
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efeito sinérgico de TFT conjugando e TFD amplificada. Convém aqui salientar que este
foi o unico estudo encontrado nesta revisdo com aplicacdo conjunta de TFT e TFD. Esta
terapia conjunta apresenta vantagens como selectividade local, pequena ou nenhuma
invasividade e resisténcia terapéutica praticamente negligenciavel para CSEL. A NP foi
sintetizada com polimeros de Poli-B-amino éster (PBAE) e acido poli-lactico-co-glicolico
(PLGA), misturados com ICG e siNrf2, e entdo camuflada em membrana celular derivada
do tumor lingual homédlogo tornando-a assim biomimética: M@PPI-siRNA. Foi
demonstrado que as NP baseadas nesta camuflagem biomimética pela membrana celular
homologa tém capacidade de evasdo imunitaria, tempo de circulagdo aumentado e efeito
de direcionamento especifico para o tumor homologo in vivo apods inje¢do intravenosa
como citado por Zhu et al. (2016), Tian et al. (2017), Sun et al. (2016), Cheng et al.
(2016). E, portanto, estas NP biomiméticas utilizadas para entrega de agentes PS
hipoteticamente ajudardo a superar as limitagdes no tratamento do cancro. Os PBAEs,
sdo uma classe de polimeros cationicos, excelentes reagentes de transfeccao genética
devido a sua baixa toxicidade e elevada eficiéncia de transfecgdo tanto in vitro como in
vivo tal como citado por Anderson et al. (2004), Fields et al. (2012), Hong et al. (2015).
Os PBAEs carregados positivamente podem complexar-se com genes anidnicos para
formar NP poliplex e promover a sua internalizacdo nas células tumorais através de
endocitose e, além disso, os PBAEs tém um forte efeito de esponja de protdes - Proton
sponge effect - que pode pela desagregacdo mediar o escape endo/lisossomal e a
libertacdo intracelular de genes carregados ap6s a internalizagao celular. Nrf2 ¢ um factor
de transcricdo regulado por oxidacdo, e que se associou ao fendémeno de resisténcia a
TFD. O ICG ¢ um corante fluorescente e que irradiado a IR808 apresenta uma forte
conversao fototérmica, capacitando-o para um excelente agente de OS quer para TFD
como TFT. As nanoparticulas de M@PPI-siRNA exibiram uma forte direcionamento
para o tumor lingual devido ao efeito de tumor homing effect da membrana celular do
tumor homologo devido ao efeito de permeacdo e retencao (EPR) melhorado. Apds a
irradiacdo laser a 808 nm, as nanoparticulas de M@PPI-siRNA subregularam
significativamente as expressoes de Nrf2 e dos seus genes regulados, que desempenham
papéis importantes na desintoxicagdo de ERO e, subsequentemente, aumentaram
indiretamente os efeitos anticancerigenos da TFD ao manter a acumulagdo de ERO
intracelular. Através da conjugacdo de TFT e TFD amplificada pelo Nrf2-siRNA, as NP
de M@PPI-siRNA inibiram significativamente a proliferacdo e induziram a apoptose das

células tumorais, e também suprimiram notavelmente o seu crescimento e a angiogénese
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em camudongos portadores de tumor lingual. Nao apresentaram toxicidade evidente in
vivo. Nao foram encontradas alteragdes patologicas evidentes nos tecidos, o que
confirmou ainda mais a baixa toxicidade destes tratamentos em ratinhos. Em resumo, este
estudo fornece uma perspetiva promissora de NP para sistema de entrega dirigida do
agente fotossensibilizante e do siRNA, e também confirma que o Nrf2-siRNA amplifica

a TFD para cancro na lingua.

4. Nanoparticulas Peptidicas

No estudo dirigido por Alexander-Bryant et al., (2017), foi investigada a viabilidade de
uma abordagem baseada em um sistema de dois péptidos para entrega dirigida de
siCIP2A em células de CCEO que sobrexpressam EGFR. O sistema combina o péptido
GE11R9, com afinidade pelo EGFR, com o péptido 599, que possui propriedades de
disrup¢do endossomal. A administragdo sistémica deste complexo dual-péptidos em
ratinhos com tumores orais (modelo xenotransplante ortotépico) demonstrou o aumento
significativo na acumulacdo de siRNA nos tecidos tumorais quando comparado ao uso
isolado do péptido 599. Este efeito foi acompanhado por silenciamento eficaz do gene
oncogénico CIP2A, validando a capacidade funcional da entrega mediada por este
sistema dual. O péptido 599, anteriormente desenvolvido pelos autores, contém uma
sequéncia cationica de penetracao celular (CPP) e uma sequéncia fusogénica derivada do
virus da gripe (INF-7). Esta estrutura permite a automontagem com siRNAs por
interagdes eletrostaticas, facilitando tanto a captagdo celular como o escape endossomal.
No entanto, o péptido 599, por si s0, ndo confere especificidade tumoral, o que limita a
sua eficacia em administragdes sistémicas. Para contornar essa limitacdo, o presente
trabalho introduziu a co-complexagdo com o péptido GEI11R9, responsavel pelo
reconhecimento de EGFR, permitindo endocitose mediada por receptor. Apds a entrada
celular, o ambiente 4cido endossomal activa a funcdo fusogénica do 599, que rompe a
membrana endossomal, libertando os siRNAs no citoplasma, onde exercem sua func¢do
de silenciamento genético. Os resultados demonstraram que, embora GE11R9 permita a
entrada seletiva nas células tumorais, ¢ incapaz de libertar siRNAs funcionais por si s0,
permanecendo estes presos no endossoma. Ja o sistema combinado (GE11R9 + 599)
provou ser eficaz tanto no direcionamento tumoral como na entrega de siRNAs. Apesar
deste sucesso, foi identificada uma limitag@o relevante: o complexo dual é rapidamente

eliminado da circulagdo, possivelmente devido a sua carga cationica, que atrai proteinas
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séricas e promove a sua agrega¢do e desintoxicagdo rapida. Ainda assim, as analises por
PCR mostraram que apenas o sistema dual foi capaz de induzir o silenciamento
significativo de CIP2A in vivo. Os autores sublinham que esta ¢ a primeira evidéncia da
acumulacdo aumentada de siRNAs em tecidos tumorais apds administragdo intravenosa
de um sistema baseado em dual péptido, com potencial de ser adaptado para outros tipos
de cancro mediante alteragdo da sequéncia do péptido alvo, mantendo constante o péptido
599. Dada a heterogeneidade dos tumores, prevé-se o desenvolvimento futuro de
variantes direcionadas a subpopulacdes tumorais, como células estaminais cancerigenas

ou células de fenotipo mesenquimal, com expressao reduzida de EGFR.

No estudo desenvolvido por Alexander-Bryant et al. (2015), os autores propuseram uma
abordagem terapéutica inovadora para o tratamento do CCEO, baseada na entrega de
siRNA direcionado ao oncogene CIP2A, utilizando um nanosistema de transporte
peptidico especializado: um péptido fusogénico conjugado a oligoarginina (F-R9). O
oncogene CIP2A (Cancerous Inhibitor of PP2A) ¢ conhecido por promover a progressao
tumoral e inibir a apoptose, sendo frequentemente sobrexpressado em tumores de cabeca
e pescoco. O sistema de entrega desenvolvido baseou-se na formacgdo de complexos
estaveis entre o siRNA e o péptido F-R9, que combina capacidade de fusdo com
membranas celulares com um dominio catidnico de oligoarginina, facilitando a
internalizacdo celular e a libertagdo citoplasmatica do siRNA. Embora ndo se trate de uma
NP convencional, este sistema cumpre os requisitos funcionais de um sistema de entrega
nanobiotecnologico baseado em péptidos vetores. Nos ensaios in vivo, camudongos
foram xenotransplantados com células de CCEO (HSC-3) e divididos em grupos tratados
com complexo F-R9/siCIP2A, siRNA isolado, e controlo salino. O tratamento com F-
R9/siCIP2A resultou numa redugao significativa do volume tumoral em comparacdo com
os outros grupos. A analise dos tumores revelou também uma diminui¢do da expressao
de CIP2A, e menor imuno-marcagdo para Ki-67, refletindo uma reducdo na atividade
proliferativa. Nao foram observadas alteragdes relevantes nos principais 6rgaos ou efeitos
adversos sistémicos, sugerindo um perfil de seguranca aceitdvel da formulacdo. Este
trabalho demonstra que aentrega de siRNA via péptidos fusogénicos com
oligoarginina pode ser uma via eficaz para silenciar genes oncogénicos como o CIP2A,

com aplicagdo potencial em terapias de RNA para CCEO, e posiciona estes vetores como
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alternativas funcionais as NP cldssicas em contextos onde a biocompatibilidade e a

simplicidade de formulacdo sdo criticas.

5.Exossomas e Vesiculas extracelulares e estruturas de DNA

O estudo conduzido por Liu et al. (2022) explorou o potencial terapéutico de exossomas
derivados de células estaminais da polpa de dentes deciduos humanos (SHED-Exos) no
contexto do CCEO, com foco na modulagdo da angiogénese tumoral através da entrega
de microRNAs reguladores, nomeadamente o miR-100-5p e miR-1246. A angiogénese ¢
um processo critico para a progressdo tumoral e metastizacdo, e constitui um alvo
estratégico no desenvolvimento de terapias anticancerigenas. Este trabalho investigou se
os SHED — conhecidos pela sua biocompatibilidade, baixo risco imunogénico e
capacidade de transporte de RNA — poderiam atuar como vetores naturais de miRNAs
com propriedades antiangiogénicas. A caracterizacdo dos exossomas revelou uma
morfologia vesicular tipica (~100 nm) e expressao positiva dos marcadores CD9, CD63
e TSG101. Foram isolados por ultracentrifugacdo e confirmados por microscopia
eletronica de transmissdo e NTA. O conteudo molecular destes exossomas revelou niveis
significativamente elevados de miR-100-5p e miR-1246, ambos com papel conhecido na
inibi¢do da via mTOR/HIF-10/VEGF, fundamental para a indugdo de angiogénese
tumoral. A internalizacdo dos SHED-Exos por células endoteliais foi comprovada,
permitindo a entrega intracelular eficaz dos miRNAs. O efeito foi avaliado in vitro em
células endoteliais humanas (HUVECs), onde a exposi¢do aos SHED-Exos resultou
numa diminui¢do significativa da formacdo de tubos capilares, proliferagdo celular e
migragdo. In vivo, num modelo murino de esponja subcutanea, a administracao local de
SHED-Exos levou a umaredugdo substancial na densidade vascular das esponjas
implantadas, confirmada por coloracdo CD31. A manipulagdo genética dos exossomas
para silenciar os miRNAs confirmou o papel essencial do miR-100-5p e miR-1246 na
mediagdo do efeito antiangiogénico. Apesar de ndo se tratar de uma NP sintética,
os exossomas funcionam como NP naturais, apresentando vantagens como alta
estabilidade bioldgica, capacidade de direcionamento celular, e auséncia de toxicidade
detectavel. Este estudo reforca a relevancia dos RNAs reguladores encapsulados em
vesiculas extracelulares como estratégia terapéutica emergente, em particular pela
capacidade de interferir com a vascularizagdo tumoral, abrindo novas perspectivas no
tratamento do CCEO com abordagens ndo invasivas e de elevada especificidade

molecular.
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O estudo conduzido por Sayyed et al. (2021) apresentou uma abordagem terapéutica
baseada na modula¢dao de microRNAs para reverter a resisténcia a cisplatina no CCEO,
utilizando exossomas carregados com inibidor de miR-155 como estratégia de entrega. A
resisténcia a cisplatina representa um obstaculo clinico significativo no tratamento do
CCEO. Estudos prévios de Zeng et al. (2016), demonstraram que o miR-155 esta
envolvido na inducdo da transicao epitelial-mesenquimal (EMT) e na supressao de genes
pré-apoptdticos como FOXO3a, contribuindo para a resisténcia tumoral a terapia como
citado por Kirave et al.(2020). Para neutralizar este eixo de resisténcia, os autores
desenvolveram exossomas derivados de células mesenquimais (MSC-Exos),
funcionalizados com inibidor de miR-155, formando um sistema de entrega
biocompativel e de elevada especificidade. Os exossomas, com didmetro médio de cerca
de 100 nm, foram caracterizados por TEM, DLS e imunomarcagdo (CD63, CD81), e
demonstraram internalizacdo eficiente em esferdides 3D de CCEO resistentes a
cisplatina. Em modelos in vivo (xenotransplantes em camundongos), a administra¢ao dos
exossomas anti-miR-155 restaurou a sensibilidade a cisplatina, promovendo um aumento
acentuado da apoptose tumoral, inibicdo da EMT e reativagcdo da via pro-apoptotica
mediada por FOXO3a. O volume tumoral nos animais tratados com a combinagdo
cisplatina + exossomas foi significativamente inferior ao observado nos grupos de
controlo. Além disso, o tratamento demonstrou elevada biosseguranga, sem alteracdes
nos parametros hematologicos ou histologicos dos principais 6rgdos. Este trabalho
reforca a utilidade dos exossomas como nanotransportadores naturais, capazes de
veicular RNA terapéuticos de forma eficiente, com baixa imunogenicidade e excelente
penetragdo tecidual. A utilizagdo de exossomas carregados com inibidores de miRNA
surge assim como uma alternativa promissora para ultrapassar a resisténcia farmacologica

em tumores orais, com potencial translacional de aplicagdo.

O estudo de Kase et al. (2021) apresenta uma abordagem de terapia dirigida baseada
em exossomas ¢ modificados (engineered exosomes, eExosomes) para entregar RNA de
interferéncia com atividade supressora tumoral no CCEO. Com base na capacidade
natural dos exossomas de transportar RNAs reguladores entre células, os autores
desenvolveram um sistema de entrega inovador usando vesiculas extracelulares derivadas

de células cancerigenas orais, programadas para transportar siRNA contra a -catenina
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(CTNNBI), um gene chave na via Wnt e na progressao tumoral. A estratégia envolveu a
engenharia de exossomas (designados octExosomes) derivados de células CCEO para
garantir maior especificidade tumoral e a expressdo estavel do RNAI. Estes exossomas
foram caracterizados por técnicas padrao (TEM, DLS e Western blot para CD9, CD63,
Alix), apresentando um perfil morfoléogico e molecular compativel com vesiculas
extracelulares funcionais. O contetido foi verificado quanto a presenga e estabilidade do
RNALI, e a sua internaliza¢do em células tumorais foi confirmada por rastreio fluorescente.
Em modelo murino xenotransplantado, a administracdo sistémica dos eExosomes
resultou numa reducao notavel do volume tumoral, com consequente supressao da via [3-
catenina/Wnt e diminuicdo da expressdo de marcadores de proliferacdo (Ki-67) e
angiogénese (CD31). De salientar que os animais modelo ndo apresentaram sinais de
toxicidade sistémica, apontando para a sua bioseguranga. Este estudo demonstra que
os exossomas podem ser programados com elevada precisdo para entregar RNA
terapéutico de forma eficaz e segura, representando uma estratégia promissora para o
tratamento molecularmente orientado do CCEO. A utilizagao de exossomas modificados
posiciona-se como alternativa superior a vectores sintécticos classicos, dada a sua
biocompatibilidade, capacidade de evasdo imunitaria e selectiviadade natural para

tecidos-alvo.

O estudo desenvolvido por Xie et al. (2019) investigou o potencial terapéutico
dos exossomas derivados de células estaminais mesenquimais da medula 6ssea humana
(CEMOhs) modificadas para sobre-expressar o miR-101-3p, com o objetivo de inibir a
progressdao do CCEO. O miR-101-3p ¢ um microRNA com propriedades supressoras
reconhecidas como citado em Liu et al. (2016), atuando na regulacao de genes envolvidos
na proliferacdo, migra¢do, invasdo e resisténcia tumoral, nomeadamente EZH2, um
oncogene sobre-expressado frequentemente em CCEO. Os exossomas obtidos das
CEMOhs transfectadas com miR-101-3p foram caracterizados por NTA, TEM e Western
blot, para confiramagao do seu perfil, tipico de vesiculas extracelulares (diametro médio
~120 nm, marcadores CD63, TSG101). O miR-101-3p apresentou-se eficientemente
concentrado e estabilizado nos exossomas. No modelo in vivo, de camudongos foram
xenotransplantados com células CCEO (SCC-9) e tratados por injecdo local de exossomas
contendo miR-101-3p. O grupo tratado apresentou uma reducao significativa do volume

tumoral em comparagao aos grupos controlo e tratados com exossomas sem modificagao.
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A andlise imunohistoquimica dos tumores revelou uma diminui¢do acentuada da
expressao de Ki-67, indicando menor atividade proliferativa, e uma reducgao da expressao
de EZH2, sugerindo que o efeito inibitdrio do crescimento tumoral foi mediado pela via
regulada por este gene. Estes resultados reforcam o papel dos exossomas como nano
transportadores biologicos eficazes de microRNA com fung¢do antitumoral, com
vantagem adicional de possuirem biocompatibilidade, baixa imunogenicidade e
viabilidade de producdo a partir de fontes celulares acessiveis como a partir de medula
ossea. O miR-101-3p surge assim como um candidato promissor na modulagdo genética
de tumores orais, sendo os exossomas uma hipotética alternativa viavel e segura a entrega

de RNA terapéutico em contexto clinico.

No estudo conduzido por Li et al. (2019), foi desenvolvida uma estratégia terapéutica
inovadora utilizando vesiculas extracelulares derivadas de células T gama-delta
(yOTDEs) como vetores naturais para a entrega do miR-138 no tratamento do CCEO. O
miR-138 ¢ conhecido pelas suas propriedades antitumorais e imunomoduladoras,
regulando negativamente a expressdo de moléculas associadas a fuga imunitaria como
PD-1, PD-L1 e CTLA-4, frequentemente sobre-expressas em tumores solidos. As
vOTDEs foram caracterizadas como vesiculas extracelulares de ~100 nm contendo os
marcadores exossomais CD9, CD63 e TSG101. Apos carregados com miR-138, foram
administrados sistémicamente em ratos xenotransplantados com CCEO. Nos modelos in
vivo, as vesiculas extracelulares carregadas com miR-138 induziram uma reducio
tumoral significativa, acompanhada por aumento da infiltra¢ao de linfécitos T CD8* nos
tumores e diminui¢do da expressdo de PD-1 e CTLA-4, validando o papel
imunomodulador desta potencial solugdo terapéutica. Foi ainda observada uma reducao
do indice proliferativo (Ki-67) e um aumento da apoptose (TUNEL). Nao se registaram
efeitos adversos relevantes nos tecidos saudaveis, nem toxicidade sistémica, o que
sustenta eventual seguranca terapéutico. Este trabalho posiciona os ydTDEs como uma
nanoplataforma eficiente, biocompativel e funcionalmente ativa para entrega de
microRNAs com a¢do combinada antitumoral e imunologica, representando um avango

significativo nas terapias de RNA para tumores orais.

O estudo conduzido por Xu et al. (2024), centrou-se no desenvolvimento de um novo

sistema de entrega para microRNA-149-3p, com o objetivo de melhorar a eficicia

34



Nanoparticulas como Sistemas de Transporte de RNAs Regulatérios em Terapias para o Cancro Oral:
Avangos e Aplicac¢des Clinicas - Uma revisao narrativa

terapéutica contra 0 CCEO. O miR-149 ¢ conhecido por inibir a via oncogénica Pi3k/Akt,
contudo, a sua utilizacdo terapéutica ¢ limitada devido a fraca penetragdo celular e baixa
estabilidade como citado por Shen et al. (2022). Para contornar essas limitagdes, os
autores utilizaram 4acidos nucleicos em estrutura tetraédrica (tFNAs), uma forma
inovadora de nanomaterial auto-montado, para formar um complexo denominado T-miR-
149. A estrutura da NP T-miR-149 consiste numa montagem tridimensional precisa de
quatro cadeias simples de DNA (ssDNA), formando uma estrutura tetraédrica
funcionalizada com miR-149 ligado por extremidades coesivas. Esta configuragdo
conferiu elevada estabilidade em meio biologico, maior penetragdo celular e baixa
imunogenicidade. O mecanismo de entrada celular do complexo T-miR-149 ocorre
predominantemente por endocitose mediada por clatrina, o que permite uma
internalizacdo eficiente e direcionada. Uma vez no citoplasma, o miR-149 ¢ libertado,
onde exerce o seu efeito antitumoral, reprimindo a fosforilagdo de Akt e reduzindo a
expressdo de Bcl-2, ao mesmo tempo que promove a expressdo de proteinas pro-
apoptdticas como Bax e caspase-3 clivada. O efeito terapéutico foi avaliado num modelo
murino xenotransplantado com células Cal27 (lingua) humanas de CCEO. A
administracao local de T-miR-149, comparada com grupos controlo (PBS, miR-149 livre
e PYM), demonstrou uma redugdo significativa do volume tumoral, aumento da apoptose
(avaliado por TUNEL) e redu¢do da expressao de marcadores de proliferagdo como Ki-
67. Adicionalmente, o grupo tratado com T-miR-149 apresentou uma taxa de
sobrevivéncia superior a 60 dias, sem sinais de toxicidade em 6rgaos vitais, evidenciando
a biosseguranca do sistema. Em conclusdo, o ensaio pré-clinico conduzido por Xu et al.
(2024) valida a eficécia antitumoral do T-miR-149, mostrando que esta plataforma de
entrega baseada em tFNAs podera eventualmente superar as limitagdes associadas a
terapia com microRNAs, oferecendo um novo panorama terapéutico para o tratamento

do CCEO.
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V. DISCUSSAO

Os 28 artigos analisados recorreram ao uso de RNA regulatorio como estratégia
terapéutica principal - siRNA, miRNA miméticos ou inibidores de miRNA - com o
objectivo de modular seletivamente vias moleculares criticas no CCEO. Esta abordagem
baseia-se na capacidade dos RNAs regulatorios de silenciar oncogenes, restaurar o papel
de supressores tumorais ou reverter fendtipos de resisténcia a quimioterapia. Por
exemplo, varios estudos incluiram o uso de miR-155 inibidor para restaurar a
sensibilidade a cisplatina (Wu et al., 2023), miR-138 para inibir a invasdo e modular o
microambiente tumoral (Chen et al., 2018), siRNA contra MDR1 para superar resisténcia
a farmacos (Ou et al., 2019), siRNA para VEGF-A como estratégia antiangiogénica
(Zhang et al., 2021) ou ainda siRNA contra o oncogene CIP2A (Zheng et al., 2018). Estas
moléculas reguladoras actuam sobre alvos cruciais no controlo do crescimento tumoral,
angiogénese, evasdo aoo sistema imunitdrio e metastizagdo, representando assim
ferramentas terapéuticas de elevada precisdo. A entrega eficiente destes RNAs, altamente
instdveis em ambiente sistémico, depende da engenharia de NP que protejam estas
moléculas, aumentem o seu tempo de semi-vida em circulagcdo e garantam a libertacdo
controlada nos tecidos tumorais. Esta revisdo evidencia, portanto, ndo apenas a
diversidade estrutural das NP utilizadas, mas também a convergéncia funcional em torno
da aplicacdo de RNA regulatorio como terapéutica molecular personalizada no cancro

oral.

A presente revisdo narrativa analisou 28 estudos que recorreram a diferentes categorias
de NP para a entrega de RNA regulatério no tratamento do cancro oral. As tecnologias
abrangeram NP inorgénicas (Zheng et al., 2018; Ou et al., 2019), lipidicas (Wang et al.,
2020; Ding et al., 2024), poliméricas (Chen et al., 2015; Zhang et al., 2021), peptidicas
(Alexander-Bryant et al., 2015), exossomas e vesiculas extracelulares (Chen et al., 2018;
Wu et al., 2023; Xie et al., 2022), estruturas baseadas em DNA (Liu et al., 2024) e
plataformas hibridas (Zhang et al., 2020).

1. Comparativo entre categorias de nanoparticulas

As NP lipidicas, amplamente estudadas, apresentaram excelente biocompatibilidade,
facilidade de encapsulamento de siRNA e potencial para modificag¢do superficial (Wang

et al., 2020; Ding et al., 2024). Contudo, demonstraram instabilidade plasmatica e risco
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de activagdo de resposta imunitaria. As NP inorganicas, como 6xidos metalicos e 6xido
de grafeno funcionalizado, exibiram estabilidade estrutural, capacidade de penetragao
tumoral e propriedades adicionais como a fotoactivagdo (Zheng et al., 2018; Ou et al.,
2019). No entanto, sua biodegradabilidade pelos sistemas organicos ¢ limitada e a
consequente toxicidade com efeito cumulativo sdo preocupantes. As NP poliméricas,
especialmente as baseadas em PLGA ou polietilenimina modificada, combinaram
versatilidade e capacidade de entrega dirigida, embora com desafios em relagdo a
toxicidade do caracter cationico (Chen et al., 2015). Os Exossomas e vesiculas
extracelulares organicas mostraram eficiéncia na entrega e compatibilidade imunoldgica
superior, com capacidade de migracao intercelular (Wu et al., 2023; Xie et al., 2022). A
dificuldade de isolamento, custo e producdo a escala farmacéutica permanece como

entrave maioritario a eventual translagao clinica (Wu et al., 2023).

As NP peptidicas auto-montavéis mostraram capacidade de fusdo com membranas
tumorais (Alexander-Bryant et al., 2015), mas carecem de estabilidade sistémica
prolongada. Por fim, estruturas de DNA “origami” funcionalizadas emergem como
plataformas programaveis e altamente precisas, embora opdem-se a eventual passagem a
fase de estudos clinica pelo custo elevado e falta de validagdo translacional (Liu et al.,

2024).

2. Vantagens sobre terapias convencionais

As NP oferecem vantagens significativas face a quimioterapia convencional: maior
especificidade, reducdo de toxicidade sistémica, possibilidade de co-entrega de fArmacos
e siRNAs, e superacdo de mecanismos de resisténcia, como observado em Wu et al.
(2023) com inibicdo de MDR1. Virios artigos nesta revisdo exploraram a co-entrega de
RNA regulatorio com agentes quimioterapéuticos classicos, com resultados promissores
em modelos animais. Por exemplo, Ou et al. (2019) utilizaram uma NP de silica
mesoporosa funcionalizada com polietilenimina para a entrega simultanea de
doxorrubicina e siRNA anti-MDR1, o que resultou em reversao da resisténcia e aumento
da eficacia antitumoral. Wu et al. (2023) encapsularam um inibidor de miR-155 em
exossomas e demonstraram restauro da sensibilidade a cisplatina. De forma semelhante,
Zheng et al. (2018) descreveram uma NP peptidica auto-montada que silencia o oncogene
CIP2A, promovendo sensibilidade a cisplatina. J& Wang et al. (2020) aplicaram NP

lipidicas para a co-entrega de siRNA e oxaliplatina, demonstrando um efeito sinérgico e
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maior acumulacio tumoral com menor toxicidade sistémica. Estes exemplos reforcam a
vantagem das NP ndo apenas como sistemas de entrega de RNA regulatorio, mas também
como veiculos multifuncionalizdveis capazes de combinar as terapias génicas e a
quimioterapia coordenada e dirigida, com potencial impacto clinico para superar a
resisténcia e a reducdo dos efeitos colaterais. Outro aspeto amplamente referido nos
estudos ¢ a capacidade das NP de modularem o microambiente tumoral. Diversas
tecnologias foram desenhadas para explorar caracteristicas especificas do TME, como o
pH acido, a elevada concentragdo de glutationa, facilitando a libertagdo controlada da
carga terapéutica (Zhang et al., 2021; Liu et al., 2024). Algumas formulagdes foram
capazes de induzir alteragdes no TME, reduzindo participantes imunossupressores (Wu
et al., 2023) ou promovendo a infiltracao de linfocitos T (Chen et al., 2018), potenciando
a resposta imune antitumoral. Esta capacidade de interacdo e reprogramacdo do
microambiente constitui uma vantagem estratégica das NP em relacdo aos farmacos
convencionais, que raramente atingem seletivamente essas regides e ambientes celulares.
Além disso, uma caracteristica recorrente referida nos 28 estudos analisados €
a funcionalizagdo superficial das NP com o objetivo de aumentar o direccionamento e
acumulacdo tumoral especifica. Véarios trabalhos incorporaram moléculas alvo, como
acido folico (Ou et al., 2019), péptidos (Zhang et al., 2021), ligandos CD44 (Ding et al.,
2024) ou aptameros de DNA (Liu et al., 2024), permitindo o reconhecimento de
receptores sobrexpressos nas cé¢lulas tumorais. Essas abordagens tiveram como objectivo
aumentar a internalizacdo celular por endocitose mediada por recetor, reduzindo a
captagdo pelas células normais. Outros estudos utilizaram estratégias de resposta a
estimulos, como revestimentos sensiveis ao pH (Zhang et al., 2020), sistemas responsivos
a oxidacdo da elevada concentracdo de GSH intracelular (Wang et al., 2020), ou estruturas
substrato de enzimas especificas do microambiente tumoral (Chen et al., 2015). Estas
estratégias permitiram a libertacdo controlada da carga terapéutica apenas no interior do
tumor, aumentando a eficacia e minimizando os efeitos sistémicos. Assim, a
funcionalizacdo das NP adaptada representa um avanco fundamental na seletividade e
seguranca terapéutica no tratamento do cancro oral. Em articulagdo com estas estratégias,
diversos estudos exploraram o chamado "tumor homing effect", ou seja, a capacidade
intrinseca ou induzida das NP em acumular preferencialmente nos tecidos tumorais. Este
efeito ¢ favorecido ndo s6 por mecanismos passivos como o efeito EPR (enhanced
permeability and retention), mas também por mecanismos ativos mediados por

funcionalizacdes direcionadas (Wang et al., 2020; Zhang et al., 2020; Ding et al., 2024).
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Algumas formulagdes exossomais e peptidicas exploraram esta propriedade para entregar
seletivamente miRNAs a células tumorais, minimizando a exposi¢do a tecidos normais
(Chen et al., 2018; Wu et al., 2023). Outro conceito importante identificado foi o "proton
sponge effect", explorado particularmente em NP poliméricas como as de polietilenimina.
Este efeito resulta da capacidade das aminas presentes na estrutura polimérica captarem
protdes no interior endossomal, promovendo o influxo osmético de ides e dgua, com vista
a rutura da membrana endossomal e libertagdo do RNA terapéutico para o citoplasma da
célula tumoral (Chen et al., 2015; Zhang et al., 2021). Esta propriedade ¢ essencial para
superar uma das maiores barreiras da entrega de siRNA e miRNA, que ¢ a sua degradacdo
lisossomal apos endocitose. Assim face a quimioterapia convencional encontra-se maior
especificidade, reducdo de toxicidade sistémica, possibilidade de co-entrega de fArmacos
e siRNAs, e superagdo de mecanismos de resisténcia, como observado em Wu et al.

(2023) com inibi¢ao de MDRI1.

3. LimitacQes pré-clinicas observadas

Destacam-se a imunogenicidade de sistemas cationicos, a instabilidade de siRNAs in
vivo, a heterogeneidade individual tumoral ndo ser possivel de ser replicada em modelos
aniamais, ¢ a dificuldade de entrega em tumores com estroma denso (Chen et al., 2015;
Ou et al., 2019; Zhang et al., 2021). Uma limitagdo critica apontada em varios estudos
diz respeito aincapacidade dos modelos animais de simular com precisdo o
microambiente tumoral humano. As diferencas na densidade do estroma, na
vascularizagdo, nos niveis de hipdxia e no perfil imunoldgico entre os modelos murinos
e os tumores humanos resultam em discrepancias significativas na resposta terapéutica
(Wu et al., 2023; Chen et al., 2018; Xie et al., 2022). Além disso, muitas formulagdes
foram testadas em contextos de tumores subcutaneos transplantados, que nao refletem a
complexidade anatomica, imunolédgica e funcional dos tumores orais espontaneos (Zheng
et al., 2018; Alexander-Bryant et al., 2015). A auséncia de interacdes auténticas com
células do sistema imunitario humano, bem como a auséncia da configuracdo real do
microambiente tumoral, compromete a previsibilidade translacional dos resultados
obtidos. Varios estudos reforgam, portanto, a urgéncia de incorporar mais frequentemente
nos estudos modelos PDX, organoides ou co-culturas humanas para melhor representar o
microambiente tumoral e validar a eficacia das NP propostas (Liu et al., 2024; Zhang et

al., 2023).
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4. Barreiras a translacio clinica

Apesar dos avangos, a maioria das tecnologias encontra-se apenas sob investigagao pré-
clinica. Barreiras incluem: regulamenta¢do pouco desenvolvida para NP complexas,
producdo em escala limitada (especialmente de exossomas), variagdo entre lotes, e
necessidade de validacdo em modelos mais proximos do microambiente tumoral humano
(PDX ou 3D) (Wu et al., 2023; Xie et al., 2022; Zhang et al., 2023). Contudo, alguns dos
artigos incluidos nesta revisdo referem explicitamente o avango de determinadas
formulagdes de NP para ensaios clinicos em outros tipos de cancro. Wang et al. (2020)
mencionam que a plataforma lipossémica utilizada no seu estudo possui analogos clinicos
aprovados ou em estudo, como os sistemas lipidicos usados na terapia com siRNA (ex.o
Patisiran). Chen et al. (2015) apontam a semelhanca estrutural da sua NP polimérica com
sistemas usados em ensaios clinicos para outros cancros. Além disso, Zhang et al. (2021)
discutem o potencial de translacdo clinica do seu sistema baseado em NP sensiveis ao
microambiente tumoral, destacando que o alvo VEGF-A ja se encontra validado
clinicamente em outras indicagdes oncoldgicas. Ding et al. (2024) referem que os
compostos usados na formulagdo hibrida (quitosano e &cido hialurénico) possuem
historico clinico seguro, facilitando a aprovacdo por entidades reguladoras.
Adicionalmente, Li et al. (2024) salientam que a superagdo destas barreiras exige uma
colaboragdo estreita entre a comunidade académica e a industria farmacéutica, de modo
a acelerar o desenvolvimento translacional e a integra¢do de plataformas promissoras no
pipeline clinico. Xu et al. (2024) reforcam a necessidade de um esforco interdisciplinar
robusto, integrando investigadores em nanotecnologia, oncologia, farmacologia e
regulagdo biomédica, para garantir uma trajetdria mais eficiente e segura rumo a
aplicacdo clinica. Ainda que nenhum dos 28 incluam ensaios clinicos directos, esta
proximidade com plataformas ja testadas em humanos confere uma perspetiva otimista
para futuras aplicagdes, especialmente se acompanhadas de dados robustos de

farmacocinética e seguranga a investigacao pré-clinica.

5. Sugestdes para investigacdo futura

Apesar dos avancos significativos na aplicagdo de NP para a entrega de RNA regulatério
no tratamento do cancro oral, persistem lacunas importantes que devem ser abordadas por

investigagdes futuras. Em primeiro lugar, a maioria dos estudos analisados utilizou
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modelos animais transplantados subcutaneos, os quais nao reproduzem com fidelidade o
microambiente tumoral humano, nomeadamente no que diz respeito a vascularizagao,
densidade do estroma e componentes imunoldgicos (Wu et al., 2023; Chen et al., 2018;
Xie et al.,, 2022). Por este motivo, ¢ fortemente recomendada a implementagdo
de modelos mais representativos, como os modelos PDX, organodides tumorais e co-
culturas humanizadas, que permitem simular com maior precisdo a complexidade do
microambiente tumoral (Liu et al., 2024; Zhang et al., 2023). Em segundo lugar, deve ser
incentivada a realizagcdo de estudos comparativos sistematicos entre diferentes tipos de
RNA regulatérios, como miRNA versus siRNA, dentro de uma mesma NP, a fim de
avaliar com maior robustez as suas eficiéncias relativas e mecanismos de a¢ao (Zheng et
al., 2018; Ou et al., 2019). Tal abordagem contribuiria para estabelecer directrizes
terapéuticas mais precisas no contexto do cancroo oral. Outra vertente critica consiste
na avaliagdo rigorosa da farmacocinética e biodistribuicdo das NP em tempo real, com
recurso a técnicas como tomografia por emissdo de positrdes (PET), imagem por
fluorescéncia ou rastreio com isétopos (Chen et al., 2015; Zhang et al., 2021). Estas
técnicas sdo essenciais para confirmar a acumulacdo seletiva no tumor, o clearance
sistémico e a biodisponibilidade intracelular da carga terapéutica. Além disso, a
construcdo de NP funcionalizadas para resposta a multi-estimulos, deve ser mais
explorada. Como por exemplo, integrando sensores para pH, GSH, enzimas e
temperatura, com o objetivo de obter uma libertacdo mais precisa e eficiente em
ambientes tumorais especificos (Wang et al., 2020; Ding et al., 2024). Por fim, Li et al.
(2024) destacam a necessidade de fortalecer a colaboracdo entre a comunidade académica
e a industria farmacéutica, como forma de acelerar o processo de desenvolvimento
clinico, garantir a escalabilidade das formulagdes e cumprir com os requisitos
regulatorios. Xu et al. (2024) acrescentam que esta cooperagdo deve ser interdisciplinar,
envolvendo especialistas em nanotecnologia, biologia tumoral, farmacologia e bioética,
para assegurar a translacdo segura e eficaz das terapias baseadas em NP e RNA
regulatério. Além disso, os mesmos autores sugerem a investigacdo para o
desenvolvimento de novos complexos tFNAs/miR-149, dada a sua elevada possibilidade

de edigao.
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6. Exossomas, vesiculas extracelulares, péptidos e estruturas de DNA como

nanoparticulas

Embora ndo sendo referidas como "nanoparticulas" em todos os artigos, as tecnologias
baseadas em exossomas, vesiculas extracelulares, péptidos fusogénicos e estruturas de
DNA funcionalizadas cumprem os critérios essenciais para classificagdo como NP
biologicas. Apresentam diametros na escala nanométrica (30 a 200 nm), capacidade de
entrega dirigida de material genético e interac¢@o seletiva com alvos celulares. Autores
como Wu et al. (2023), Xie et al. (2022), Liu et al. (2024) e Alexander-Bryant et al. (2015)
defendem explicitamente estas classificagcdes, assim como a literatura recente ¢
consensual (Wang et al., 2022; Zhang et al., 2023) incluindo estas plataformas no espectro
de "natural nanocarriers" ou "bioinspired nanoparticles". Adicionalmente, Li et al.
(2019) destacam as vesiculas extracelulares derivadas de células estaminais como
sistemas altamente promissores para a entrega de RNA terapéutico, devido a sua
capacidade de comunica¢do intercelular, biocompatibilidade superior, estabilidade em
fluidos biologicos e capacidade para atravessar as barreiras fisioldgicas. Estas
caracteristicas posicionam-nas como alternativas naturais altamente eficientes as NP
sintéticas tradicionais, principalmente em contextos oncoldgicos complexos como o
CCEO. Assim, a inclusdo destas tecnologias ¢ cientificamente vélida e coerente com a

definicao funcional e estrutural de NP aplicadas a oncologia.
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VI. CONCLUSAO

Esta revisdo evidencia de forma abrangente o potencial das NP como sistemas de entrega
personalizada de RNA regulatorio no tratamento do cancro oral. A diversidade de
plataformas exploradas — desde estruturas inorgéanicas até sistemas bioldgicos como
exossomas ¢ vesiculas extracelulares — reflete a complexidade e o avango tecnoldgico
no campo da nanomedicina oncologica. A convergéncia entre engenharia de materiais e
biologia molecular tem permitido o desenvolvimento de sistemas altamente especificos,
com capacidades ndo s6 de entrega eficiente, mas também da modulagdo activa do
microambiente tumoral. A analise dos 28 estudos demonstra que a combinacdo entre
RNA regulatorio e NP constitui uma abordagem de precisdo com claras vantagens sobre
a terapéutica convencional: seletividade aumentada, toxicidade reduzida e potencial para
reverter resisténcia a farmacos. Contudo, persistem desafios relevantes a translagao
clinica, nomeadamente a replicacdo do microambiente tumoral em modelos pré-clinicos,
a estabilidade e seguranca dos sistemas propostos, ¢ a necessidade de desenvolvimento
de regulamentacdo. O futuro da terapia oncologica no CCEO poderd depender do
investimento em modelos pré-clinicos mais representativos, da produ¢do em escala
clinica e farmacoldgica de sistemas complexos como exossomas, e da integragdo de
abordagens multi-funcionalizadas que combinem terapias génicas, imunomodulacdo e
quimioterapia seletiva. Esta revisdo narrativa oferece assim um contributo critico para o
avanco racional da nanotecnologia aplicada ao cancro oral, com base em evidéncia

robusta e atualizada.
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