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RESUMO

Alguns dos tratamentos convencionais utilizados em determinadas doengas, como
as doencas oncoldgicas, doencas inflamatoria/autoimunes, doencas infeciosas, e doencas
cardiovasculares, vém apresentando diversas limitacdes, seja pela libertagdo imediata do
farmaco na circulacdo sanguinea, pela falta de especificidade aos recetores de superficie

celular, ou pela presenca de efeitos colaterais.

A presente dissertacdo tem como objetivo apresentar as diferentes estratégias de
direcionamento/vetorizacdo que podem acompanhar os diferentes nanossistemas como
veiculadores de farmacos, com o intuito de ultrapassar as limitacdes das formas
farmacéuticas ditas convencionais. Os nanossistemas apresentam a capacidade de
veicular os farmacos para o local alvo (e.g., microambiente tumoral), permitindo protecao
adicional do farmaco com o ambiente bioldgico e uma libertacdo controlada. Quando se
pretende aumentar a quantidade de farmaco que atingiu o local alvo, recorre-se a uma
estratégia de direcionamento ativo, como por exemplo, a funcionaliza¢do com anticorpos
monoclonais (mADbs) a superficie do nanossistema. Os mAbs consistem numa alternativa
de ligandos de direcionamento ativo devido a sua capacidade de reconhecer e interagir
seletivamente com os recetores de superficie sobreexpressos diferencialmente em
determinados 6rgdos, tecidos, células ou organelos celulares. No entanto, os mAbs tém
algumas limitagBes, devido as suas caracteristicas estruturais, tais como, o diametro

elevado.

Estas estratégias tém contribuido, quer seja para obter um tratamento mais
direcionado, como no caso do cancro, quer seja para diagndstico e terandstico, devido as
propriedades fototérmicas inerentes a alguns nanossistemas que permitem a sua utilizagédo
como agentes de imagem. Novos estudos tém vindo a ser efetuados nesta area, razao pela
qual é de esperar o desenvolvimento de novas estratégias de direcionamento para 0s

nanossistemas, como a substituicdo dos mAbs por fragmentos de anticorpos.

Palavras-chave: nanossistemas; anticorpos monoclonais; direcionamento ativo.
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ABSTRACT

Some of the conventional treatments used in certain diseases, such as oncological
diseases, inflammatory/autoimmune diseases, infectious diseases, and cardiovascular
diseases, have presented several limitations, either by the immediate release of the drug
into the bloodstream, by the lack of specificity to cell surface receptors, or the presence

of side effects.

The present dissertation aims to present the different targeting/vectoring strategies
that can accompany the various nanosystems as drug carriers, in order to overcome the
limitations of the so-called conventional pharmaceutical forms. Nanosystems have the
ability to deliver drugs to the target site (e.g., tumor microenvironment), allowing
additional protection of the drug from the biological environment and controlled release.
When it is intended to increase the amount of drug that has reached the target site, an
active targeting strategy is used, such as the functionalization with monoclonal antibodies
(mAbs) on the surface of the nanosystem. mAbs are an alternative of active targeting
ligands due to their ability to recognize and selectively interact with surface receptors
differentially overexpressed in certain organs, tissues, cells or cellular organelles.
However, mAbs have some limitations due to their structural characteristics, such as their

large diameter.

These strategies have contributed, whether to obtain a more targeted treatment, as
in the case of cancer, or for diagnosis and theranostics, due to the photothermal properties
inherent to some nanosystems that allow their use as imaging agents. New studies have
been carried out in this area, which is why it is expected the development of new targeting
strategies for nanosystems, such as the replacement of mAbs by antibody fragments.

Keywords: nanosystems; monoclonal antibodies; active targeting.
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I. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a nanomedicina tem demonstrado apresentar um grande
potencial devido aos resultados terapéuticos obtidos, como por exemplo, aumento da
biodisponibilidade dos farmacos (Morales-Cruz et al., 2019; Pearce et al., 2019).
Algumas das razfes para estes acontecimentos resultam do facto de os nanossistemas
conseguirem veicular e proteger os farmacos, bem como, a sua capacidade de

direcionamento/vetorizacao do farmaco (Li et al., 2017c; Pearce et al., 2019).

O direcionamento € um mecanismo conhecido em diferentes areas da saude, que
auxilia na entrega direcionada e especifica do farmaco para o local alvo (Kraft et al.,
2014; Smerkova et al., 2020). A entrega especifica, por sua vez, permite um aumento da
concentracdo de farmaco no local pretendido e, consequentemente, um alcance de
resultados terapéuticos desejaveis e uma reducao dos efeitos secundarios (Deshpande et
al., 2013).

Estes beneficios permitem que a estratégia de direcionamento apresente a
capacidade de tratar, prevenir e diagnosticar diversas doengas, nomeadamente as doencas
oncologicas (e.g., cancro do pescoco, colorretal, pulmao de ndo pequenas células, mama),
doencas inflamatorias/autoimunes (e.g., esclerose maltipla, artrite reumatoide, doenca de
Crohn), doencas infeciosas (e.g., bacterianas, fungicas e virais), e doencas
cardiovasculares (e.g., hipercolesterolemia familiar, hemoglobinuria paroxistica noturna,
trombose pds-operatorio), como é retratado na literatura (Weissig et al., 2014; Shepard et
al., 2017; Smerkova et al., 2020). Entre as doencas citadas, o cancro é das doenc¢as mais
pesquisadas e utilizadas na terapia direcionada, uma vez que é a segunda doenca que
provoca mais mortes no mundo (Morales-Cruz et al., 2019). Adicionalmente, os
tratamentos convencionais para o0 cancro ndo apresentam especificidade para o
microambiente tumoral, resultando na destruicdo de células e tecidos saudaveis,

possibilitando a presenca de efeitos colaterais associados (Ponziani et al., 2020).

Uma das alternativas para alcancar o direcionamento do farmaco ao local alvo, é
a utilizagdo dos anticorpos monoclonais (mAbs, do inglés monoclonal antibodies) como
ligandos de direcionamento (Noble et al., 2014). Os mAbs séo ligandos excelentes para
a terapia direcionada por apresentarem diversas vantagens, as quais serdo descritas nas

seccOes posteriores.



Funcionalizacdo de nanossistemas com anticorpos monoclonais para o
direcionamento ativo: estado da arte

Considerando todos os aspetos descritos anteriormente, o principal objetivo desta
dissertacdo é apresentar o estado da arte relativo as diferentes estratégias de
direcionamento associadas aos nanossistemas como sistemas de veiculagédo dos farmacos,
abordando especificamente as caracteristicas, as vantagens e as desvantagens da

utilizacdo dos mAbs como uma alternativa de ligando de direcionamento ativo.

A motivagdo para explorar esta teméatica surgiu pelo interesse e curiosidade
pessoal em compreender o funcionamento dos novos sistemas terapéuticos que vém
evoluindo a cada ano, como é o caso dos nanossistemas funcionalizados com mADbs, 0s

quais podem tratar doencas que ainda hoje sdo consideradas fatais, como 0s tumores.

Este trabalho baseou-se numa revisdo narrativa da literatura sobre a
funcionalizagdo de nanossistemas com mAbs para o direcionamento ativo, fornecendo
informacdes atualizadas sobre a tematica a desenvolver. Para a elaboracao desta revisao
efetuou-se uma pesquisa, entre outubro de 2021 e agosto de 2022, de artigos publicados
nos Ultimos 10 anos nas seguintes bases de dados: PubMed, Science Direct, Google
Scholar, Elsevier, B-On. Da pesquisa, resultou um total de 237 artigos que,
posteriormente, foi realizado a selecdo destes de acordo com a avaliacdo do texto
completo para saber se, de facto, atendem aos critérios de pesquisa, conferindo 174
artigos para esta dissertacdo. A estratégia de pesquisa utilizada foi: monoclonal antibod*
AND (nanosystem* OR nanocarrier*) AND active targeting.
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Il. DESENVOLVIMENTO
2.1 Nanotecnologia na area da saude

A nanotecnologia € definida como qualquer tecnologia que visa a manipulacéo da
matéria a nivel atomico, molecular e supramolecular, ou seja, pesquisa e desenvolve
estruturas a escala nanométrica, as quais apresentam novas propriedades e fungdes devido
as dimensGes bastante reduzidas que apresentam, como sejam 0s nanossistemas (Silva et
al., 2014; Paradise, 2019). Quanto as suas dimens@es, ainda ndo existe um consenso
universal entre as varias entidades. Por exemplo, segundo a ISO (do inglés, International
Organization for Standardization), os nanossistemas possuem dimensdes compreendidas
no intervalo de 1 nanémetro (nm) a 100 nm (ISO, 2008), enquanto que o Science and
Technology Committee (House of Lords) refere que o intervalo de tamanho dos
nanossistemas pode ser mais alargado, compreendido entre 1 nm e 1000 nm (Robson,
2010).

O conceito de nanotecnologia foi introduzido na comunidade cientifica pela
primeira vez, em 1959, pelo fisico vencedor de um Prémio Nobel, Richard Feynman, na
sua palestra intitulada “Theres Plenty of Room at the Bottom, An Invitation to Enter a
New Field of Physics”, apresentada na reunido anual da American Physical Society
(Feynman, 1960). Desde entéo, a nanotecnologia tem sido amplamente explorada pelas
suas vantagens e aplicada nas mais variadas areas, como na quimica, fisica, biologia,
engenharia, eletrénica, alimentacdo, agricultura, cosmética e, sobretudo, na salde
(Fornaguera et al., 2017; Bayda et al., 2019).

Com a introducdo da nanotecnologia na area da saude surgiu o termo de
nanomedicina (Wang et al., 2020), aplicado, pela primeira vez, ap6s a publicacdo do livro
“Unbounding the Future: the Nanotechnology Revolution™ por Drexler, Peterson e
Pergamit (Drexler et al., 1991). A nanomedicina explora as propriedades fisicas, quimicas
e biologicas dos materiais a escala nanométrica, tendo impacto na prevengdo, no
diagnostico precoce, monitorizagéo e tratamento de vérias patologias (Bayda et al., 2019).
A nanomedicina tem permitido implementar uma mudanca promissora na pratica clinica
pela melhoria no diagndstico e em algumas terapias ja existentes (Bayda et al., 2019).
Adicionalmente, a aplicacdo da nanotecnologia a satde tem revelado potencialidades em

varios campos, tais como: no desenvolvimento de sistemas de veiculagdo de farmacos
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(Silva et al., 2014); na imagiologia e diagndstico (Duncan et al., 2011); na aplicagdo
terandstica (i.e., terapia e diagnéstico combinados num nanossistema) (Soares et al.,
2018a); no desenvolvimento de materiais implantaveis (Paradise, 2019); e na engenharia

de tecidos e medicina regenerativa (Duncan et al., 2011).

Na area farmacéutica, os nanossistemas tém melhorado algumas terapéuticas,
como por exemplo, terapéuticas relacionadas com o cancro, doencas cerebrais (e.g.,
doenga de Parkinson), e doengas da pele (e.g., infecGes de natureza viral, bacteriana,
fangica ou parasitaria), comparativamente a veiculagdo dos farmacos nas formas
farmacéuticas ditas convencionais, as quais apresentam frequentemente limitacdes em
termos de estabilidade, de toxicidade e de eficacia (Li et al., 2017a; Sguizzato et al.,
2021). Estas limitacOes relacionam-se principalmente com dificuldades em algumas
etapas da farmacocinética, como seja, na absorcdo e na distribui¢do dos farmacos para o0s
locais alvo. O desenvolvimento de nanossistemas para veicular farmacos tem sido
reconhecido como uma das estratégias mais eficazes para ultrapassar os referidos
obstaculos das formas farmacéuticas convencionais, permitindo modular o perfil de

libertacdo do farmaco (Conniot et al., 2014).

Neste contexto, 0s hanossistemas apresentam varias vantagens, como por exemplo
(Soares et al., 2018a; Kopeckova et al., 2019): (i) explorar diferentes e varios mecanismos
de acdo terapéutica (e.g., hipertermia, terapia fotodinamica); (ii) melhorar a estabilidade
e a biodisponibilidade de farmacos hidréfobos; (iii) evitar a degradacdo de compostos
sensiveis; (iv) veicular o farmaco para o local especifico da acédo terapéutica (i.e., local
alvo) e controlar a sua libertacdo, aumentando a eficacia terapéutica e reduzindo a
toxicidade e os efeitos secundarios; (v) capacidade de atravessar as barreiras bioldgicas,
dependendo do seu didmetro e outras caracteristicas fisico-quimicas. Estas vantagens
permitem uma melhoria no estilo de vida dos doentes, como também um aumento da

adesdo terapéutica.

No entanto, existem algumas adversidades referentes as implica¢es na seguranca
toxicoldgica e ambiental, incluindo efeitos toxicos agudos e elevado custo (Kargozar et
al., 2018). Ao mesmo tempo que 0s nanossistemas sdo promissores em Vvarias situacdes
clinicas, com potencial para aumentar a eficacia terapéutica e diminuicdo de efeitos
toxicologicos pela libertagdo controlada do farmaco, o tamanho reduzido e a elevada

reatividade dos nanossistemas facilita a sua penetragéo nas estruturas biologicas, podendo
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implicar efeitos indesejaveis. Quanto aos efeitos tdxicos causados pelos nanossistemas,
verificou-se uma baixa incidéncia da sua ocorréncia, no entanto, alguns investigadores
defendem uma analise minuciosa dos riscos toxicologicos e ambientais de cada tipo de

nanossistema com base cientifica (McMillan et al., 2011; Papakostas et al., 2011).

Existem diversos tipos de nanossistemas, de natureza organica ou inorganica, que
podem ser desenvolvidos para veicular os fa&rmacos, os quais podem estar localizadas na
matriz ou a superficie do nanossistema. Adicionalmente, na composicdo dos
nanossistemas podem estar presentes outros materiais auxiliares, como sejam, agentes
solubilizantes ou ligandos de superficie. Estes ultimos permitem direcionar o

nanossistema para o local alvo (Wang et al., 2020).

2.1.1 Nanossistemas para veiculacao de farmacos

Tal como referido anteriormente, 0s nanossistemas sdo sistemas transportadores
de farmacos, apresentando dimensdes nanométricas (i.e., apresentam didmetro
compreendido entre 1 e 100/1000 nm), conferindo-lhes propriedades Unicas. Para que 0s
nanossistemas possam ser considerados elegiveis, para aplicacdo in vivo (na area da
salude), devem ser formulados com materiais que apresentem determinadas
propriedades/especificacdes, nomeadamente (Duncan et al., 2011; Houshmand et al.,
2020): biodegradaveis, biocompativeis e ndo toxicos; permanecerem estaveis apos a sua

administracao.

Na década de 1950 iniciou-se o desenvolvimento de nanossistemas, com a sintese
do primeiro conjugado polimero-farmaco. Desde entdo, 0s nanossistemas tiveram

diversos marcos histéricos em diferentes décadas, como séo apresentados na Figura 1.
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O desenvolvimento de nanossistemas comegou na década de
1950, com a sintese do primeiro conjugado polimero-farmaco ‘

Em 1964, houve a preparacdo de um sistema vesicular

constituido por fosfolipidos de lecitina-colesterol ‘

Na década de 1970, os nanossistemas comegaram a ser
sintetizados para o estudo da atividade fisioldgica. A partir desta
data, varios outros nanossistemas foram desenvolvidos, como
por exemplo, micelas, nanoparticulas (NPs) lipidicas, NPs

inorganicas ‘

No entanto, os nanossistemas s6 foram aplicados para a
veiculagdo de farmacos, dando origem ao termo nanomedicina,
na década de 1990

Figura 1. Cronograma dos principais marcos histéricos dos nanossistemas (Jatzkewitz, 1955;
Bangham et al., 1964; Scheffel et al., 1972; Merisko-Liversidge et al., 1996).

Os nanossistemas podem veicular os farmacos atraves de diferentes vias de
administragdo (e.g., oral, topica, ocular, intravenosa, pulmonar, entre outras vias) até
atingirem o tecido alvo, no qual seguem por diversas vias biologicas e diferentes barreiras
(Duncan et al., 2011). Quando administrados pela via intravenosa, por exemplo, 0s
nanossistemas necessitam passar pela cascata 'CAPIR’, que corresponde a cinco etapas
(i.e., circulacdo, acumulacdo, penetracdo, internalizacdo e libertacdo; do inglés
circulation, accumulation, penetration, internalization, drug release) (Xu et al., 2019a).
Na primeira etapa, 0 nanossistema entra na circulacéo sistémica e deve permanecer em
circulacdo por um tempo suficiente para que, posteriormente, consiga distribuir-se e
acumular-se no tecido alvo. Com a acumulacdo, é possivel ocorrer a penetracdo nesse
tecido e a internalizacdo dele, se o alvo for intracelular. Quando o alvo € atingido, 0
nanossistema liberta o farmaco para que exerca o seu efeito local. Para que sejam
alcancados resultados terapéuticos desejaveis, importa que o nanossistema apresente um

bom desempenho em cada etapa (Xu et al., 2019a).

Na década de 70, por exemplo, 0s nanossistemas produzidos ndo apresentavam
nenhum revestimento a superficie. Desta forma, estas estruturas eram facilmente
reconhecidas pelas células que compdem o sistema reticuloendotealial (SRE), também

designado de sistema mononuclear fagocitario (SMF), diminuindo o tempo de circulagéo
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e, consequentemente, diminuindo as hipdteses de alcancar o tecido-alvo. Com o intuito
de ultrapassar esta limitacdo, na década de 90, foram desenvolvidas novas estratégias,
com a adicdo de cadeias hidrdfilas a superficie do nanossistema, baseando no principio
fisico-quimico da repulsdo estérica (Couvreur, 2019). Esta abordagem sera melhor

desenvolvida posteriormente.

Quanto a composi¢do quimica, 0s nanossistemas podem ser classificados
genericamente em (Seaberg et al., 2021; Vitorino et al., 2021): (i) nanossistemas
organicos, compostos por materiais a base de carbono; (ii) nanossistemas inorganicos,
compostos por elementos inorganicos; (iii) nanossistemas hibridos, compostos por
componentes inorganicos/organicos, porcdes acessorias e arquitetura de hibridizacéao.
Adicionalmente, os sistemas nanoestruturados compostos por alétropos de carbono (e.g.,
fulerenos, folhas de 6xido de grafite, nanotubos de carbono e pontos quanticos de grafeno)
podem ser considerados como um grupo separado, ou podem ser utilizados como
materiais hibridos para a funcionalizacdo de nanossistemas organicos ou inorganicos
(Pirzada et al., 2019; Yan et al., 2019).

Na seccdo seguinte sera apresentada uma descricdo de alguns dos nanossistemas
de base organica e inorganica que apresentam algum estudo de funcionalizagdo com
mAbs. Posteriormente, sera abordada as vantagens (além da possibilidade de adicionar
ligandos de direcionamento ativo a sua superficie) e as limitacfes da sua aplicacéo.

i. Nanossistemas de base organica

Alguns dos nanossistemas de base organica utilizados para veicular e direcionar o0s
farmacos ao funcionalizar com mAbs incluem (Julien et al., 2011; Kuo et al., 2014):

lipossomas, nanoparticulas (NPs) poliméricas, NPs lipidicas, micelas e dendrimeros.

Lipossomas

Os lipossomas sdo sistemas vesiculares constituidos por uma ou mais bicamadas
lipidicas, normalmente formulados a base de fosfolipidos, que podem ser de origem
natural ou sintética. As camadas de fosfolipidos, dispostas concentricamente, envolvem
compartimentos aquosos internos. Ao contrario do que se acontece com as emuls@es, 0s

lipossomas sdo considerados estruturas termodinamicamente estaveis com capacidade de
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se formarem espontaneamente quando os lipidos sdo colocados em meio aquoso (Ipar et
al., 2019).

Considerando o didametro e o numero de bicamadas fosfolipidicas, os lipossomas
podem ser classificados em (Dianat-Moghadam et al., 2018; Soares et al., 2018b): (i)
vesiculas unilamelares pequenas (SUV, do inglés small unilamellar vesicles) que
apresentam apenas uma bicamada lipidica e dimensdes compreendidas entre 20 e 100 nm;
(ii) vesiculas unilamelares grandes (LUV, do inglés large unilamellar vesicles),
apresentando uma bicamada lipidica e um diametro entre 100 e 500 nm e (iii) vesiculas
multilamelares (MLV, do inglés multilamellar vesicles) que apresentam multiplas
bicamadas lipidicas com didmetros superiores a 500 nm, como representado na Figura 2.
Conforme a composicao lipidica dos lipossomas, quer a variacao da rigidez (por exemplo,
a adicdo de colesterol na bicamada fosfolipidica confere alguma estabilidade e aumenta
a rigidez destes nanossistemas), quer a carga superficial sdo aspetos que podem
influenciar a interacdo com o ambiente bioldgico e, consequentemente, alterar o efeito

terapéutico (Ipar et al., 2019; Houshmand et al., 2020; Ferreira et al., 2021).
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Figura 2. Classificacdo dos lipossomas de acordo com o didmetro e nimero de bicamadas
lipidicas (SUV, LUV e MLV), e o respetivo local de veiculagdo dos compostos hidréfobos e
hidréfilos. Adaptado de (Conniot et al., 2014).

A composigdo & base de fosfolipidos contribui para algumas das vantagens dos
lipossomas, nomeadamente o facto de apresentarem elevada biocompatibilidade e
biodegradabilidade, serem ndo imunogénicos e apresentarem baixa toxicidade para o
organismo, devido as semelhancas com as membranas bioldgicas (Alok et al., 2013;
Ferreira et al., 2021). Adicionalmente, a natureza anfifilica dos fosfolipidos permite a
veiculacdo de compostos hidréfilos, no interior aquoso do lipossoma, de compostos

hidrofobos, entre as suas bicamadas fosfolipidicas (Figura 2), ou mesmo de compostos



Funcionalizacdo de nanossistemas com anticorpos monoclonais para o
direcionamento ativo: estado da arte

anfifilicos (Li et al., 2017c; Ipar et al., 2019). Outra vantagem associada aos lipossomas
é a sua versatilidade em termos de tamanho, composic¢éo lipidica, método de preparacdo
e carga da superficie, além de serem flexiveis e faceis de penetrar nos tecidos (Lucio et
al., 2021).

No entanto, existem algumas limitagdes associadas aos lipossomas, como por
exemplo, instabilidade in vivo, sendo os lipossomas convencionais rapidamente
removidos da circulacdo pelas células do SRE, reduzindo o tempo de circulacdo destes
nanossistemas na corrente sanguinea. Uma estratégia para ultrapassar este
constrangimento, é a adicdo a superficie do lipossoma de polimeros hidrofilos, como por
exemplo, o polietilenoglicol (PEG), contribuindo para uma maior estabilizacdo estérica
(Steichenetal., 2013; Conniot et al., 2014). Nestes casos, os lipossomas sdo denominados
de lipossomas furtivos (“stealth liposomes™) ou de longa circulagdo. Outras limitacdes
que os lipossomas apresentam incluem (Lucio et al., 2021): elevados custos associados a
sua producdo; limitada capacidade de encapsulacdo; baixa estabilidade fisico-quimica
durante o periodo de armazenamento; as vias de administragdo sdo limitadas
(principalmente intravenosa e intranasal); dificuldade de transposicdo para a producao

industrial.

Os lipossomas foram um dos primeiros nanossistemas aprovados pelas entidades
reguladoras e, atualmente, existem varias formulag¢fes lipossomais aprovadas para
utilizagdo na pratica clinica. Alguns exemplos incluem: 0 AmBisome®e o Abelcet® que
veiculam a anfotericina B para o tratamento de infe¢Ges fungicas, varios produtos para o
tratamento de cancro (e.g., Doxil®, Mepact®, Myocet®, Margibo®, Oniyyde®, Vyxeos®),
produtos para afecdes a nivel ocular (e.g., Visudyne®) e tratamento da dor (e.g., Depodur®
e Exparel®) e vérias vacinas (e.g., Inflexal V®, Epaxal®), inclusivamente as vacinas
usadas para a prevencao da COVID-19 (BNBNT162b2 da BioNTech e Pfizer e mMRNA-
1273 da Moderna) (Houshmand et al., 2020; Vitorino et al., 2021).

Nanoparticulas poliméricas

As NPs poliméricas representam um dos nanossistemas mais investigados para a
veiculacdo de fa&rmacos, devido a biocompatibilidade e biodegradabilidade dos polimeros
que sdo normalmente utilizados na sua preparacdo. Estas particulas apresentam,

geralmente, um didmetro compreendido entre os 100 e os 300 nm. As NPs poliméricas



Funcionalizacdo de nanossistemas com anticorpos monoclonais para o
direcionamento ativo: estado da arte

podem servir como vetores para formular ou para proteger o farmaco, quer por
encapsulacdo, dissolugdo, adsorc¢ao, ou por incorporacao do farmaco na matriz polimérica
(Kumar et al., 2013; Ahmad et al., 2015; Friberg et al., 2015).

As NPs poliméricas podem ser constituidas por polimeros sintéticos ou
semisssintéticos biodegradaveis, tais como o acido polilactico (PLA, do inglés polylactic
aid), o poli(acido latico-co-4cido glicélico) (PLGA, do inglés poly(lactic acid-co-glycolic
acid)), ou por polimeros naturais, como por exemplo, o quitosano, o alginato e o acido

hialuronico (Kumar et al., 2013).

As NPs poliméricas podem ser preparadas adquirindo duas estruturas diferentes:
nanoesferas ou nanocapsulas (Conniot et al., 2014). As nanoesferas sdo sistemas
matriciais formados por uma matriz polimérica, na qual as moléculas de farmaco estdo
dispersas ou dissolvidas, de forma homogénea, no polimero, e a libertacdo do farmaco
ocorre por um mecanismo de difusdo da estrutura da matriz polimérica e da capacidade
de absorcao de fluidos. As nanocépsulas sdo considerados sistemas reservatorio, no qual
o farmaco esta aprisionado num nicleo separado do ambiente através de uma membrana
polimérica, e a libertacdo do farmaco ocorre pela saturacdo do nucleo e, posteriormente,
por difusdo quase constante através da membrana, como apresentado na Figura 3
(Steichen et al., 2013; Conniot et al., 2014).

Membrana
polimérica B

A

Nicleo Matriz

polimérica

Figura 3. As diferentes estruturas das NPs poliméricas: (A) nanoesferas, (B) nanocéapsulas.
Adaptado de (Steichen et al., 2013).

As NPs poliméricas apresentam diversas vantagens para a veiculagdo de farmacos,
nomeadamente (Kamaly et al., 2012; Kumar et al., 2013; Zielinska et al., 2020): melhoria
da estabilidade do farmaco, uma vez que as moléculas estdo protegidas, revelando-se
principalmente importante quando se trata de compostos volateis ou facilmente
degradados; elevada capacidade de encapsulacdo de compostos hidrofilos e hidréfobos;

possibilidade de controlar a libertagdo do farmaco; métodos de producéo laboratorial
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simples e econdémico, podendo ser ajustado o tamanho, a estabilidade e a estrutura
quimica; composto principalmente por polimeros biocompativeis, biodegradaveis, pouco
toxicos e ndo imunogeénicos. As NPs poliméricas conseguem também superar algumas
limitacbes dos nanossistemas lipidicos, por exemplo quando comparados com 0s
lipossomas, como seja a falta de estabilidade in vivo e durante o periodo armazenamento
(Kamaly et al., 2012).

Como principais desvantagens, estes nanossistemas apresentam (Zielinska et al.,
2020; Lucio et al., 2021): risco de toxicidade residual nas formulacdes finais devido ao
uso de solventes organicos em alguns métodos de producdo das NPs; dificuldade na
transposicdo para a escala industrial; a libertacdo do farmaco é dependente da
degradabilidade do polimero; heterogeneidade fisico-quimica das NPs produzidas,

resultando na falta de reprodutibilidade entre lotes.

Alguns exemplos de NPs poliméricas aprovadas pela FDA (do inglés, Food and Drug
Administration) e pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA, do inglés, European
Medicines Agency) incluem (Greish et al., 2018): o Eligard® para o cancro da prostata; o
Renagel® para o tratamento da hiperfosfatemia em doentes com doenga renal cronica;
Pegasys® para o tratamento da hepatite B e da hepatite C; Copaxone® que é indicado para

reducio e recaidas em esclerose multipla; Somavert® para o tratamento da acromegalia.

Nanoparticulas lipidicas

As NPs lipidicas sao dispers@es coloidais, com diametros compreendidos entre 0s
10 e os 1000 nm, e que apresentam uma matriz lipidica sélida, na qual os farmacos
hidréfobos podem ser veiculados, e uma interface constituida por agente tensioativo a
superficie que auxilia na dispersdo destes nanossistemas em meio aquoso (Eskandari et
al., 2020; Lucio et al., 2021).

Existem duas geracdes de NPs lipidicas: as nanoparticulas lipidicas solidas (SLN, do
inglés solid lipid nanoparticles) e os vetores lipidicos nanoestruturados (NLC, do inglés
nanostructured lipid carriers). As SLNs sdo sistemas cuja matriz lipidica é constituida
por lipido sélido, estabilizada utilizando diferentes tensioativos num ambiente aquoso, e
os farmacos estéo dissolvidos no seio da matriz lipidica. Nos NLCs, a matriz lipidica é

composta por uma mistura de lipido liquido e lipido sélido (Eskandari et al., 2020).
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No geral, as NPs lipidicas apresentam vantagens relevantes para a sua utilizagdo na
veiculagdo de farmacos, nomeadamente (lIpar et al., 2019; Eskandari et al., 2020; Ldcio
et al., 2021): elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade; baixa toxicidade; séo
compostos por lipidos fisioldgicos e excipientes geralmente reconhecidos como seguros
(GRAS, do inglés generally recognized as safe); ndo requer a utilizacdo de solventes
organicos durante a preparacao; sao eficazes para a entrega direcionada de farmacos para
0 SRE por reconhecimento, por parte das células que compdem o SRE, dos componentes
lipidicos do nanossistema (estrutura hidrofoba). No entanto, as SLNs apresentam
determinadas limitacdes, que incluem (Sultana et al., 2013; Morales et al., 2015):
capacidade limitada de encapsulacdo e de mobilidade dos farmacos devido ao nucleo
solido e a uma estrutura cristalina organizada e, consequentemente, na facilidade de

expulsdo do farmaco durante o periodo de armazenamento.

Para tentar ultrapassar estas limitacdes, foram desenvolvidos os NLCs, que combinam
as vantagens das SLN, bem como evitam algumas das suas desvantagens.
Estruturalmente, os NLCs apresentam um espa¢o maior entre as moléculas lipidicas
devido as imperfeicdes existentes na rede cristalina, permitindo veicular uma quantidade
superior de farmacos e apresentam uma melhor estabilidade (Figura 4) (Morales et al.,
2015).
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Figura 4. Incorporagéo de farmaco na matriz lipidica das SLN e dos NLC. Adaptado de
(Borges et al., 2020).
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Apesar disso, estes nanossistemas apresentam algumas desvantagens, como menor
tempo de circulacdo sistémica por serem facilmente capturados pelas células do SRE, e
possivel toxicidade quando estes, apresentam na sua estrutura, elevadas concentracdes de
tensioativos (da Silva Santos et al., 2019; Samaridou et al., 2020). Além disso, estes
nanossistemas sofrem com facilidade transformac@es polimorficas na matriz lipidica, ou
seja, apresentam a tendéncia de se cristalizarem em diferentes estruturas durante o
armazenamento. Com a ocorréncia das transformacfes polimorficas, € geralmente
alterado a morfologia dos nanossistemas, influenciando na capacidade de incorporagédo

do farmaco, bem como na sua libertacdo (da Silva Santos et al., 2019).

Alguns exemplos de NPs lipidicas que estdo atualmente aprovadas para préatica
clinica sdo: Onpattro®, que foi aprovado em 2018 pela FDA para o tratamento de
polineuropatia em individuos com amiloidose hereditaria por transtirretina,;
GIVLAARI ™ que foi aprovado em 2019 pela FDA e em 2020 pela EMA para adultos
com porfiria hepéatica aguda (Hu et al., 2020).

Micelas

As micelas sdo formadas por moléculas com propriedades anfifilicas que se
autoagregam espontaneamente em meio aquoso, quando se encontram acima de uma
concentracdo bem definida, a concentracdo micelar critica (CMC), com formacéo de um
ndcleo hidréfobo, constituido pelas caudas hidréfobas, rodeado por uma porcéo hidrofila,
contendo as cabecas hidrofilas das moléculas anfifilicas, direcionadas para o0 meio aquoso
(Figura 5). Estes nanossistemas apresentam geralmente diametros inferiores a 100 nm,
reduzindo a sua acumulacdo nos érgdos do SRE e prolongando o tempo de circulagdo
(Steichen et al., 2013; Silva et al., 2015).

Porcio hidrofoba

l i e ;
\“«{ ":'" f.'rl
L

Farmaco hidréfobo

Formacio da micela com o
firmaco encapsulado

Figura 5. Representa¢do esquematica da formagdo da micela. Adaptado de (Sakai-Kato et al.,
2015).
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As micelas podem ser compostas por polimeros, fosfolipidos, ou uma mistura de
ambos, sendo as micelas poliméricas as mais investigadas pelo facto de estas serem mais
estaveis que as micelas lipidicas, quando submetidas a processos de diluicdo, através da
possivel ligacdo dos fosfolipidos aos componentes da circulagdo sanguinea e teciduais
(Ldcio et al., 2021). Adicionalmente, as micelas poliméricas tém maior capacidade de
encapsulamento de farmacos que as micelas lipidicas, e apresentam uma grande variedade
de grupos funcionais para a conjugagdo com moléculas de farmaco (Silva et al., 2015;
Lacio et al., 2021).

Outras vantagens que as micelas apresentam, no geral, é a possibilidade de proteger
uma variedade de farmacos pouco sollveis em &gua e/ou farmacos instaveis, e sdo
biocompativeis, biodegradaveis e pouco toxicos (Silva et al., 2015; Li et al., 2017c).
Adicionalmente, as micelas permitem modificar a velocidade de libertacdo do farmaco,
assim como, permitem o direcionamento para locais-alvo do organismo (Steichen et al.,
2013; Catuogno et al., 2016; Huang et al., 2016b).

Relativamente as limitacdes, as micelas apresentam baixa estabilidade in vivo ao
longo do tempo, podendo ocorrer a libertacdo imediata dos farmacos devido a
destabilizacdo da estrutura micelar (Kamaly et al., 2012). Quanto as micelas poliméricas,
estes nanossistemas apresentam um potencial toxicidade resultante da possivel presenca
de residuos de solventes organicos, os quais podem ndo ser totalmente removidos durante
0 método de producdo, e a falta de reprodutibilidade entre lotes, resultando numa

heterogeneidade fisico-quimica (Vitorino et al., 2021).

Alguns dos produtos aprovados contendo micelas poliméricas incluem (Lu et al.,
2013; Ranade et al., 2013; Kopeckova et al., 2019): 0 Genexol PM® e o Nanoxel PM®
aprovados para doentes com cancro do ovario, da mama e do pulméo de ndo pequenas
células, e o Estrasorb™ que é um derivado de estrogénio para o tratamento de sintomas

vasomotores moderados a graves decorrentes da menopausa.
Dendrimeros

Os dendrimeros sdo macromoléculas poliméricas altamente ramificados com uma
estrutura tridimensional esférica complexa, com dimensdes geralmente compreendidas
entre os 1 nm e os 100 nm. Estruturalmente, os dendrimeros contém unidades de repeticéo

(i.e., monomeros) de ramificagdes poliméricas ligadas covalentemente a um ndcleo
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central interno (4tomo Unico ou grupo de a&tomos), organizadas em camadas concéntricas,
designadas de geraces, e que terminam com grupos de superficie funcionais que podem
ter diferente carga superficial, como esta apresentado na Figura 6 (Li et al., 2017c;
Kopeckova et al., 2019; Montane et al., 2020). Os dendrimeros de geragdo inferior
apresentam uma tolerancia superior comparativamente com os de geragdes superior no
que diz respeito a citotoxicidade, imunogenicidade e biocompatibilidade (Zhu et al.,
2019).

Geracoes
" -
% '-
o

Monoméro

Niicleo central interno |

Figura 6. llustracdo estrutural de um dendrimero. Adaptado de (Malkoch et al., 2012).

Quanto a composicdo dos dendrimeros, os polimeros mais utilizados sdo: a
poliamidoamina (PAMAM), a polipropilenoimina (PPI) e a poli-L-lisina (PLL), sendo os
dendrimeros de PAMAM os primeiros a serem sintetizados e 0s mais investigados (Silva
et al., 2015; Montane et al., 2020).

Estes nanossistemas podem veicular o farmaco dentro da sua arquitetura dendritica,
através de um aprisionamento fisico (por exemplo, por interacBes eletrostaticas,
interacbes hidréfobas e pontes de hidrogénio) ou, alternativamente, podem formar

conjugados covalentes farmaco-dendrimero (Zhu et al., 2019).

Os dendrimeros apresentam um grande interesse como transportadores de farmacos,
devido a elevada capacidade de atravessar as barreiras bioldgicas por possuirem
didmetros pequenos (Ipar et al., 2019). Outras vantagens que estes nanossistemas
apresentam, incluem (Li et al., 2017c; Vitorino et al., 2021): reduzida probabilidade de
serem capturadas pelas células do SRE; capacidade de encapsular compostos hidrofilos,

hidrofobos ou anfifilicos; biocompatibilidade; capacidade de proteger as moléculas
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veiculadas; altamente homogéneos e monodispersos; facilmente eliminados do
organismo; suscetibilidade de controlar a funcionalizagdo a superficie, otimizando o
reconhecimento celular; suscetibilidade de veicular agentes terapéuticos, de diagnostico

e de transfeccdo.

As dimens0es reduzidas dos dendrimeros podem potenciar a sua citotoxicidade, uma
vez que tém a capacidade de interagir com alguns elementos celulares, causando a
desestabilizacdo da membrana celular e provocando eventual lise celular quando estéo
presentes grupos cationicos na sua superficie. Para suprimir esta situacdo, s&o,
geralmente, adicionadas a superficie dos dendrimeros cadeias de PEG ou outras
macromoléculas bioldgicas, como anticorpos ou hidratos de carbono (Li et al., 2017c;
Montane et al., 2020). Os dendrimeros com carga positiva sao mais toxicos do que 0s que
apresentam carga negativa ou neutra ou, mesmo, comparativamente com dendrimeros
PEGuilados (Zhu et al., 2019). Outras limitagdes dos dendrimeros incluem (Pérez-
Herrero et al., 2015; Vitorino et al., 2021): complexidade da sua sintese; suscetibilidade
de apresentarem toxicidade resultante da utilizacdo de solventes organicos durante os
métodos de producdo; toxicidade e biocompatibilidade dependem da geracéo (ou seja, do
didametro) e dos grupos funcionais presentes a superficie; elevado custo de producéo;

dificuldade em obter reprodutibilidade dos sistemas.

Como produtos aprovados, alguns exemplos incluem (Duncan et al., 2011; Malkoch
et al., 2012; Vitorino et al., 2021): (i) produtos para fins terapéuticos, o VivaGel BV®
para o tratamento e alivio sintomético da vaginose bacteriana, e o Superfect® para a
terapia génica pela transfeccdo celular (e.g., introducdo de acido nucleicos nas células);
(ii) produtos para fins de diagndstico, dispositivo médico de sistema de diagndstico de
cuidados agudos Stratus CS (Siemens Healthcare Diagnostics) para a medicdo de
biomarcadores cardiacos, e o dispositivo Gadomer 17 como agente de contraste para

imagens vasculares em exame de ressonancia magnética (RM).
ii. Nanossistemas de base inorganica

As NPs inorganicas tém adquirido um interesse crescente nos ultimos tempos,
devido a capacidade de serem utilizados em diferentes aplicagdes médicas, como na
bioimagem, nos biossensores, na terapia fototérmica (PTT, do inglés photothermal
therapy) e na veiculacdo de farmacos (Montane et al., 2020).
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Alguns dos nanossistemas inorganicos utilizados para veicular os farmacos e que
apresentam algum estudo de funcionalizagdo com mAbs, incluem (Turner et al., 2015;
Fatima et al., 2021): nanoparticulas de ouro (AuNPs), NPs magnéticas (nanoparticulas de
oxido de ferro superparamagnéticas (SPIONs, do inglés superparamagnetic iron oxide
nanoparticles), nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNSs, do inglés mesoporous silica
nanoparticles), pontos quanticos (QDs, do inglés quantum dots) e nanoparticulas de
silicio poroso (PSiNPs, do inglés porous silicon nanoparticles).

Nanoparticulas de ouro (AuNPs)

As AuNPs sdo NPs metalicas compostas por um nucleo de atomo de ouro
envolvido por grupos reativos negativos na superficie que podem ser, simplesmente,

modificados e fixados com vérias moléculas (Lombardo et al., 2019).

Existem diferentes estruturas que as AuNPs podem assumir e serem utilizadas
para a veiculacdo e direcionamento dos farmacos ao local alvo e como agentes de
imagem. Alguns exemplos sdo os nanobastdes, as nanoconchas, as nanoestrelas e as
nanoesferas tradicionais, como é demonstrado na Figura 7 (Turner et al., 2015; Farahavar
etal., 2019).

RPN s
!Sﬁ% : 100 :r;w ! mraE— — ~ g:ﬁ,ﬂ:.g

Figura 7. Exemplos de tipos de AuNPs que sdo utilizadas para diversas aplica¢cdes biomédicas,
incluindo na veiculagdo de farmacos: (A) nanobast@es; (B) nanoconchas; (C) nanoestrelas; (D)
nanoesferas. Adaptado de (Li et al., 2015).

As AuNPs apresentam diversas vantagens, nomeadamente (Kong et al., 2017;
Montane et al., 2020): reduzida toxicidade; facilidade de sintetizar diferentes formas e
tamanhos; facilidade de funcionalizar a superficie devido a presenca de carga negativa,;
elevada permeabilidade celular; boa estabilidade; diametro pequeno e monodisperso; boa
biocompatibilidade; elevada capacidade de encapsulagdo de farmacos; propriedades

anfifilicas e fototérmicas.
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Como limitagbes, as AuNPs (Richards et al., 2017; Vitorino et al., 2021):
apresentam baixa biodegradabilidade; pode contribuir para a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species); e ha um desconhecimento

da interacao das AuNPs com as células.

Um exemplo de produto aprovado contendo AuNPs é o dispositivo médico
Verigene® para a detecdo de agentes patogénicos entéricos (Huang et al., 2016a). A
maioria dos produtos que contém este nanossistema ainda se encontram em ensaios
clinicos, como é o caso da Aurimmune™ (CYT-6091) (AuNPs PEGuiladas) que se
encontra em ensaios clinicos de Fase | para o tratamento de carcinoma adrenocortical,
sarcoma, melanoma, e cancro do ovéario, da mama, do figado, do rim, do péancreas, do
intestino e colorretal; e o Auroshell® que também se encontra em ensaios clinicos de Fase
I, e é indicado para doentes com cancro do pulmao (Fornaguera et al., 2017; Eskandari et
al., 2020).

Nanoparticulas magnéticas

As NPs magnéticas sdo estruturalmente formadas por um nicleo magnético (e.g.,
maghemita (y-Fe2Os), magnetite (FesOa), didxido de cromo, cobalto), revestido por
material inorganico ou polimérico, ou até mesmo com NPs magnéticas precipitadas no
interior dos poros de uma matriz polimérica. De todos 0s componentes magnéticos, a
magnetite € a mais utilizada por causa da sua elevada biocompatibilidade, elevada
estabilidade e baixo custo (Vitorino et al., 2021). As NPs magnéticas de 6xido de ferro
com um diametro inferior a 30 nm apresentam um efeito de superparamagnetismo
(nanoparticulas superparamagnéticas de o¢xido de ferro — SPIONs, do inglés
superparamagnetic iron oxide nanoparticles) (Figura 8), isto €, magnetizacdo das NPs
até a sua saturacdo na presenca de um campo magnético aplicado; contudo, ndo é detetado
qualquer magnetismo residual aquando da remoc¢éo do campo magnético (Sensenig et al.,
2012; Lombardo et al., 2019). Estas NPs respondem a campos magnéticos, podendo
libertar os farmacos no local alvo com base em rearranjos estruturais diretos induzidos
magneticamente ou como subproduto do efeito hipertérmico do campo magnético
(Lombardo et al., 2019)
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Niucleo de oxido de ferro
(e.g. magnetite)

<30 nm

Material de revestimento

Figura 8. Estrutura das SPIONs, composta por um nicleo de 6xido de ferro e por um material
de revestimento. Adaptado de (Li et al., 2017b).

Como principais vantagens, estes nanossistemas apresentam (Turner et al., 2015;
Vitorino et al., 2021): facilidade de funcionalizar com ligandos de direcionamento;
tamanho apropriado para evitar a depuracdo renal; elevada capacidade de encapsulacéo;
tamanhos ajustaveis entre os 1 nm e os 100 nm; excelente alternativa para aplicacdo de
RM por apresentar a propriedade de superparamagnetismo; quimicamente estaveis;
podem ser identificados e manipulados por campos magnéticos remotos; acumulagdo nos

locais pretendidos através da libertacdo ativa por campos magnéticos.

No entanto, existem algumas limitacGes, como (Duncan et al., 2011): potencial
toxicidade resultante da sobrecarga de ferro e producdo de ROS induzidos pelo ferro, bem

como uma funcionalizacdo desordenada da superficie.

Alguns exemplos de produtos aprovados contendo NPs magnéticas incluem (Patra
et al., 2018; Anselmo et al., 2019; Shetab Boushehri et al., 2020): (i) produtos para fins
terapéuticos, o Feraheme® para o tratamento da anemia por deficiéncia de ferro em
doentes com doenca renal cronica, e o Nanotherm® indicado para o glioblastoma, cancro
do pancreas e cancro da proéstata; (ii) produtos para fins de diagndstico, como agente de

imagem em RM (e.g., GastroMARK™  Resovist®, Feridex®).

Nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNSs)

As NPs de silica sdo frequentemente designadas como nanoparticulas de silica
mesoporosa (MSNSs) porque estruturalmente, as MSNs apresentam uma estrutura solida

contendo poros com diametros controlados que variam entre os 2 nm e 0s 50 nm (com
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distribuicdo de poros estreitos) e uma elevada superficie especifica (Bharti et al., 2015).
A superficie das MSNs apresenta compostos ativos de grupos silanol e € facilmente
funcionalizada, auxiliando no transporte do farmaco, na interacdo destes nanossistemas
com as moléculas alvo e na posterior libertacdo do farmaco (Figura 9) (Zhou et al.,
2018b).

Grupos silanol

Diametro de poro:
2-50 nm

Figura 9. Representagdo esquematica da estrutura dos MSNs. Adaptado de (Parra et al., 2021).

As MSNs apresentam como vantagens (Kumar et al., 2013; Bharti et al., 2015):
baixa toxicidade; estrutura porosa ordenada; altamente biodegradaveis e biocompativeis;
elevada resisténcia a degradacao e stress mecanico pela forte ligacéo Si-O; quimicamente
estaveis e de sintese simples; elevada capacidade para encapsular farmacos hidrofilos e
hidréfobos; pode ser utilizado como material de revestimento.

A principal desvantagem deste nanossistema reside no seu efeito hemolitico,
resultante da interacdo entre os grupos silanol e a superficie dos fosfolipidos das
membranas das hemacias (Shahbazi et al., 2012). Outra desvantagem associada as MSNSs,
é a possivel formacdo de melanoma induzida pelas alteracbes metabdlicas provocadas

pelas NPs de silica porosa (Bharti et al., 2015)

De acordo com a pesquisa efetuada, ndo foram encontrados produtos aprovados
contendo MSNs, no entanto, estdo a ser realizados ensaios clinicos contendo estes
nanossistemas. Um exemplo de MSNs em ensaio clinico, é o Cornell prime dots (C” dots),
gue se encontra em ensaios clinicos de Fase | e de Fase Il como agente de imagem para
fins de diagndstico (Miao et al., 2021).

Pontos Quanticos (QDs)

Os QDs sao nanocristais que podem ser definidos como qualquer entidade
inorgénica que apresente uma disposi¢éo cristalina de atomos, contendo um diametro que

varia entre os 2 nm e os 10 nm. (Diaz-Gonzalez et al., 2020). Estes nanossistemas
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oferecem propriedades Gticas, fotoquimicas, cataliticas e semicondutoras excecionais
devido ao confinamento quéntico, como consequéncia do seu tamanho, estrutura e
composicao quimica (Patra et al., 2018; Vitorino et al., 2021). Estruturalmente, os QDs
sdo constituidos por um nucleo semicondutor de elementos quimicos dos grupos 11-VI e
I11-V, como o cadmio-selénio (CdSe), por um invélucro inorganico que tem a fungéo de
estabilizar o ndcleo e aprimorar as propriedades fisicas e 6ticas do nanossistema, como o
sulfeto de zinco (ZnS), e por um revestimento polimérico (Jha et al.,, 2018) O
revestimento da superficie com grupos funcionais (e.g., PEG, amina (-NHz) e acido
carboxilico (-COOH)) acoplados por ligacdo covalente é necessario apds a sua sintese,
uma vez que os QDs resultantes sdo insolveis em agua, além de serem benéficos para
direcionar a terapia medicamentosa, como é apresentado na Figura 10 (Jha et al., 2018;
Diaz-Gonzalez et al., 2020; Tosat-Bitrian et al., 2020).
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Figura 10. Estrutura dos QDs com a presenga de grupos funcionais acoplados a superficie do

nanossistema. Adaptado de (Tosat-Bitrian et al., 2020).

Os QDs apresentam determinadas vantagens, como por exemplo (Patra et al.,
2018; Diaz-Gonzalez et al., 2020): elevada fluorescéncia (elevado rendimento quantico)
com emissdo de luz ajustavel por tamanho e com baixa fotodegradacdo; emissdo de
infravermelho proximo (NIR, do inglés near infrared); tamanho pequeno e
monodisperso; boa estabilidade quimica e fotografica; facilidade de modificagdo de

superficie.

No entanto, existem algumas desvantagens associadas a estes nanossistemas, tais
como (Diaz-Gonzalez et al., 2020; Vitorino et al., 2021): baixa eficicia de
direcionamento; desconhecimento do seu processo de metabolizacdo, degradacéo,

acumulacdo e eliminagéo dentro do organismo; citotoxicidade provocada pelos efeitos

21



Funcionalizacdo de nanossistemas com anticorpos monoclonais para o
direcionamento ativo: estado da arte

toxicos dos componentes centrais inorganicos (e.g., metais pesados como 0 mercurio,
cadmio, selénio, teldrio), pela inducdo de ROS, e/ou pelos solventes organicos utilizados
durante o processo de sintese; agregacao na superficie celular pelo efeito estabilizador

dos ligandos de superficie.

Um exemplo de produto vendido no mercado, para fins de diagndstico, é a sonda
Qdot® ITK™, utilizados para aplicacdes de imagem que necessitem sinais fluorescentes
ou brilhantes e/ou rastreamento em tempo real (Brunetti et al., 2018).

Nanoparticulas de silicio poroso (PSiNPs)

Na década de 50 e 60, o silicio poroso (PSi, do inglés porous silicon) foi
acidentalmente descoberto através da observacdo de formacéo e propagacao de buracos
finos na estrutura das NPs, e que mais tarde relataram a visualiza¢cdo de um leve brilho
avermelhado de uma amostra de PSi (Sailor, 2012). Na década de 90, concluiu-se que o
PSi emitia fotoluminescéncia vermelho-laranja forte a temperatura ambiente, sendo
atribuida essa iluminacdo a presenca de fios quanticos em escala nanométrica (Abu-
Thabit et al., 2020). As PSiNPs sdo nanossistemas com caracteristicas estruturais
especificas que permitem diversas aplicacdes tecnoldgicas. As PSiNPs sdo uma classe de
nanossistemas fotonicos compreendendo poros cheios de ar com diametro inferior a 150
nm (Figura 11) (Abu-Thabit et al., 2020).
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Figura 11. Representacdo das PSiNPs com a presenca de poros cheios de ar. Adaptado de (Lee
et al., 2018).

Existem diversas vantagens associadas a este nanossistema, que incluem (Santos
et al., 2014; Park et al., 2019): excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade;
elevada superficie especifica e volume interno, permitindo transportar quantidades
consideraveis de farmaco; estrutura mesoporosa favoravel e facilmente ajustavel;
fotoluminescéncia intrinseca & temperatura ambiente, que permite a monitorizacéo tanto

da degradacdo como da acumulagdo dos nanossistemas, sem a necessidade de marcadores
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fluorescentes; facilidade de producdo em larga escala; diametro e superficie facilmente
ajustavel, sendo possivel escapar da captacdo das células do SRE e aumentar o tempo de
circulacdo sistétmica. No que concerne a producdo de compostos toxicos e efeitos
colaterais prejudiciais in vivo, este nanossistema representa uma alternativa aos QDs

convencionais que contém metais pesados e solventes organicos (Park et al., 2019).

No entanto, as PSiNPs apresentam baixa estabilidade quimica quando expostos a
meios aquosos ou corrosivos, conduzindo ao enfraquecimento prematuro do sinal

fluorescente e impossibilitando a detecdo dos nanossistemas presentes (Jung et al., 2021).

Alguns exemplos de produtos aprovados contendo PSiNPs incluem, para fins
terapéuticos, o lluvien® e o Retisert® para o tratamento de problemas de visio associados
a uveite cronica e ao edema macular diabético cronico (Kumeria et al., 2017).

2.2 Estratégias de direcionamento/vetorizacéo

O transporte direcionado, também designado por vetorizacdo, do farmaco tem
como proposito obter, de forma seletiva, um aumento da concentracdo do farmaco no
tecido ou 6rgdo onde se pretenda que exerca a sua ac¢do, maximizando a eficacia do
tratamento ao mesmo tempo que minimiza a exposicdo sistémica (Pérez-Herrero et al.,
2015). Esta situacdo ndo acontece quando o sistema de veiculacdo do farmaco esta isento
de moléculas que promovem o seu direcionamento. Neste caso, o sistema de veiculagdo
é normalmente distribuido, de forma uniforme, pelo organismo, e ocorre uma libertacédo
imediata do farmaco e/ou possivel inativacdo do farmaco durante o seu percurso até o
local alvo. Como consequéncia destes acontecimentos, é necessario a administracdo de
elevadas quantidades ou de administracBes repetidas de farmaco para atingir a
concentracdo terapéutica eficaz, traduzindo-se hum aumento do custo da terapia, uma
menor adesdo a terapéutica e na presenca de efeitos colaterais (Hirsjarvi et al., 2011;
Kamaly et al., 2012; Attia et al., 2019).

O conceito de terapia direcionada foi introduzido, nos primeiros anos da década
de 1900, por Paul Ehrlich, através do termo “magic bullet”. De acordo com este
investigador, os farmacos deveriam ser direcionados especificamente para os alvos
celulares pretendidos, podendo atuar com maior eficacia contra 0s microrganismos que

estavam na origem das infe¢Oes e deveriam ser inofensivos para os tecidos saudaveis
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(Houshmand et al., 2020). Inicialmente, este conceito foi associado as doencas infeciosas
e, posteriormente, foi ampliado para outras doencas, como os tumores (Friberg et al.,
2015). Nesta tematica, as células tumorais sdo alvos muito explorados, recorrendo quer
ao conceito de direcionamento passivo quer de direcionamento ativo, devido ao
microambiente tumoral, o qual apresenta especificacdes fisiologicas e estruturais

peculiares.

A falta de seletividade no direcionamento dos farmacos para o local alvo de agdo
é uma grande preocupacao para algumas terapias especificas, principalmente em terapias
direcionadas ao cancro, uma vez que, uma parte dos agentes quimioterapicos atuam em
células saudaveis e provocam efeitos indesejaveis/toxicidade no tecido saudavel e,
consequentemente, ocorre uma diminuicdo da eficacia do tratamento (Baeza et al., 2015).

Uma das caracteristicas mais interessantes dos nanossistemas, engquanto sistemas
de veiculacdo, consiste na capacidade do seu direcionamento/vetorizacdo da carga, de
maneira a que o farmaco seja libertado no local alvo (Steichen et al., 2013). As estratégias
de direcionamento dos nanossistemas podem subdividir-se em (Riaz et al., 2018): (i)

direcionamento para o SRE; (ii) direcionamento passivo; (iii) direcionamento ativo.

2.2.1 Direcionamento para as células do sistema reticuloendotelial (SRE)

O SRE é um componente crucial do sistema imunoldgico que esta localizado em
diferentes o6rgaos, como o figado, baco, pulmdes, medula Ossea, pancreas e pele
(Gutknecht et al., 2014; Varma et al., 2021). Este sistema é constituido por varias células
responsaveis pelo processo de opsonizacdo, ou seja, uma espécie de sinalizacdo dos
elementos circulantes, como reconhecimento da presenca de uma substancia estranha. As
células do SRE possuem recetores superficiais para diversos componentes plasmaticos,
designados de opsoninas, que ficam adsorvidos a superficie das particulas, tal como, os
nanossistemas, promovendo a internalizacdo destes e a sua consequente eliminacao da

corrente sanguinea (Riaz et al., 2018; Morales-Cruz et al., 2019).

Quando o objetivo é tornar os nanossistemas visiveis as células do SRE, ao
contrario do que geralmente se pretende, 0os nanossistemas devem ser rapidamente
reconhecidos pelas células dos 6rgaos que compdem o SRE. Neste caso, 0 tratamento
encontra-se direcionado para patologias que afetam diretamente as células fagocitarias
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destes 6rgdos, como por exemplo, o tratamento de doencas infeciosas, como a
Leishmaniose, ou em processos inflamatdrios, por exemplo do figado. Adicionalmente,
esta estratégias também tem vantagem em exames de diagnostico, como na realizacédo de

uma RM numa leséo de figado/baco (Weissig et al., 2014; Varma et al., 2021).

O fendmeno do direcionamento para as células do SRE esta relacionado com
determinadas caracteristicas que 0 nanossistema pode ou ndo apresentar, como por

exemplo, o didmetro e as caracteristicas da superficie (Baeza et al., 2015).

Determinadas caracteristicas fisico-quimicas do nanossistema, como dimensfes
maiores, carga superficial negativa e superficie hidrofoba, influenciam na eliminacao
mais rapida dos nanossistemas da circulacdo sanguinea pelo seu reconhecimento pelas
células do SRE. Desta forma, em situacdes em que se pretenda direcionar o nanossistema
para as células fagocitarias, a formulacdo deve apresentar esse tipo de caracteristicas para
que, quando entre na circulacdo sanguinea, ocorra a interacdo entre 0 nanossistema e as
opsoninas por passar a ser reconhecido como uma substancia estranha pelo SRE e,
posteriormente, seja internalizado pelas células que constituem este sistema (Riaz et al.,
2018; Attia et al., 2019)

2.2.2 Direcionamento passivo

O direcionamento passivo é uma estratégia pela qual o nanossistema é dirigido
para o local alvo sem necessidade de funcionalizar a sua superficie (Kamaly et al., 2012).
Este tipo de direcionamento refere-se a tendéncia espontanea dos nanossistemas se
acumularem em determinadas células, tecidos ou Orgdos especificos baseado nas
propriedades fisico-quimicas do nanossistema (e.g., didmetro do nanossistema, carga de
superficie, solubilidade, etc.), e nas caracteristicas fisiopatoldgicas do local alvo, como
por exemplo, o efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR, do inglés, enhanced
permeability and retention) que se verifica nas células tumorais (Houshmand et al., 2020;
Arslan et al., 2021).

O efeito EPR consiste em alcancar o alvo por extravasamento dos nanossistemas
através da maior permeabilidade da vasculatura tumoral devido a angiogénese acelerada,
juntamente com a deficiente drenagem linfatica no tecido tumoral que dificulta a remocao

correta das particulas do tecido (Pérez-Herrero et al., 2015; Zhou et al., 2018a; Attia et
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al., 2019). Os tecidos considerados saudaveis apresentam vasos sanguineos lineares
ligados por pericitos, enquanto numa regido tumoral, 0s vasos sanguineos apresentam um
epitélio descontinuo e carecem da membrana base das estruturas vasculares usuais,
alterando o fluxo sanguineo. Desta forma, o défice de vasos linfaticos funcionais e a
permeabilidade vascular aumentada contribuem para uma libertacdo e acumulacdo dos
nanossistemas no espaco intersticial dos endotélios capilares do microambiente tumoral
(Pérez-Herrero et al., 2015; Zhou et al., 2018a; Attia et al., 2019).

Outra forma de alcancar um direcionamento passivo apresentando um mecanismo
parecido com EPR acontece nos processos inflamatorios. Nos processos inflamatorios,
apesar da drenagem linfatica funcionar normalmente com a remocéo das particulas no
tecido, ha, na zona inflamada, um aumento da permeabilidade da vasculatura que
possibilita a extravasdo de células fagocitarias, bem como outras particulas (e.g.,
nanossistemas) que estejam em circulacao (Kraft et al., 2014). Os nanossistemas, mesmo
possuindo diametros reduzidos, apresentam dificuldades em atravessar o endotélio capilar
de tecidos saudaveis, exceto o baco e o figado, onde o endotélio é fenestrado; no entanto,
em situacBes em que a integridade deste é afetada, como acontece em processos
inflamatdrios e nos tumores sélidos, 0s nanossistemas conseguem extravasar atraves do
endotélio (Figura 12) (Bozzuto et al., 2015; Morales-Cruz et al., 2019).

: ; Tecido afetado por patologia
Tecido saudavel (e.g., tumoral, inflamado)

Célula endotelial
Nanossistema

Figura 12. llustragdo das diferencas de um tecido saudavel e de um tecido com o EPR (tecido
afetado por patologia), no qual este Gltimo apresenta um epitélio descontinuo com as juncdes
das células endoteliais soltas, e o posterior extravasamento dos nanossistemas. Adaptado de
(Nehoff et al., 2014).
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Para que o direcionamento passivo regulado pelo EPR seja possivel, é necessario
que 0s nanossistemas permanecam na circulagdo sanguinea por um periodo de tempo
prolongado, com o objetivo de alcancar uma acumulacao, em concentragdes suficientes,
no local alvo e promover as interacdes com o alvo terapéutico, ndo podendo ser
reconhecidos e capturados pelas células do SRE (Baeza et al., 2015). Além disso, 0 EPR
fornece apenas 20-30% de especificidade da entrega em compara¢do com 0s 0rgaos
normais, uma vez que é altamente dependente da biologia intrinseca do tumor e de outros
fatores associados, como a dificuldade em distinguir entre tecidos saudaveis e tecidos
doentes e a sua absorcao inespecifica (Bazak et al., 2015; Attia et al., 2019; Subhan et
al., 2021).

O didmetro do nanossistema € um parametro que tem um impacto no
direcionamento passivo. Este parametro, além de influenciar o processo da captacao por
parte das células do SRE, também influencia a depuracéo renal (Attia et al., 2019). Se o
objetivo do tratamento ndo for dirigido aos 6rgdos que apresentam células do SRE, o
diametro do nanossistema deve ser superior a 10 nm, para evitar que o sistema de
veiculacdo seja eliminado pelo rim, e ndo deve exceder os 100 nm, uma vez que didmetros
superiores sdo mais suscetiveis de serem fagocitadas pelo SRE (Morales-Cruz et al.,
2019). Estas caracteristicas aumentam o tempo de circulacdo dos nanossistemas na
corrente sanguinea. Quanto as caracteristicas fisiopatoldgicas da vasculatura do tumor e
de tecidos inflamados, o diametro dos nanossistemas deve ser inferior a 400 nm para

conseguir tirar vantagem do efeito EPR (Kraft et al., 2014).

Tal como referido anteriormente, as caracteristicas de superficie exercem um
papel importante na interagdo com os elementos na circulagdo sanguinea. No caso de o
tratamento ser direcionado para 6rgdos que nao pertencam ao SRE, a superficie do
nanossistema deve ser hidrofila, fazendo-se normalmente o revestimento com polimeros
hidrofilos (e.g. PEG), fornecendo a protecdo contra a adsorcao de opsoninas a superficie
do nanossistema, como é demonstrado na Figura 13 (Pérez-Herrero et al., 2015).
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A B o  Cadeias de PEG
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Figura 13. (A) Adsorcdo das opsoninas no nanossistema por reconhecimento de uma substancia
estranha; (B) Efeito furtivo com a funcionalizacdo do nanossistema com cadeias de PEG.
Adaptado de (Conniot et al., 2014).

Os PEG sao polimeros hidréfilos biocompativeis, aprovados pela FDA, que
podem revestir a superficie dos nanossistemas, e que tem como funcéo prevenir/retardar
a opsonizacao dos nanossistemas e a sua depuracao pelo SRE (Marques-Gallego et al.,
2014; Riaz et al., 2018; Zhang et al., 2020). Desta forma, o revestimento com polimeros
hidréfilos previne as interagfes nao especificas das células do SRE com os componentes
plasméaticos do nanossistema, o qual pode destabilizar a membrana do mesmo e,
consequentemente, promover a libertacdo do farmaco antes de atingir o local alvo,
comprometendo o seu direcionamento. Para além disso, a PEGuilacdo também previne a
agregacdo dos nanossistemas (Noble et al., 2014; Attia et al., 2019). Esta estratégia foi
utilizada num produto aprovado pela FDA, no inicio da década de 90, o Doxil®, que
consiste numa formulacdo lipossomal para veicular a doxorrubicina (DOX, i.e., um
agente anticancerigeno). Estdo reportadas varias vantagens associadas a este produto,
nomeadamente (Marques-Gallego et al., 2014): tempo de circulacdo sistémica mais
prolongado, melhor estabilidade e libertacdo controlada do farmaco. No entanto, o
revestimento com o PEG pode apresentar alguns inconvenientes, como seja a falta de
seletividade no local alvo e, portanto, ndo é o revestimento mais aconselhado em

tratamentos direcionados a locais especificos (Yan et al., 2020).

Outro parametro que influencia o direcionamento passivo é a carga de superficie
do nanossistema. Os nanossistemas com carga superficial neutra ou levemente aniénica
permitem uma diminuicdo das interaches entre 0 nanossistema e 0S componentes

anionicos do soro, evitando, consequentemente, a sua rapida eliminagdo da circulagéo
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sanguinea (Pérez-Herrero et al., 2015). Contudo, quando estamos a referir de tecidos
tumorais, 0s nanossistemas com carga positiva (i.e., cationicos) podem ser considerados
mais vantajosos para o direcionamento passivo, uma vez que tendem a localizar-se em
vasos tumorais recém-formados por adsor¢do celular, aumentando significativamente a
penetracdo tumoral, apesar de apresentar uma eliminacdo mais rapida dos nanossistemas
(Zhao et al., 2011).

2.2.3 Direcionamento ativo

Para ultrapassar algumas das limitacOes referidas anteriormente, uma estratégia
possivel para alcancar o local terapéutico é a incorporacdo de um ligando especifico a
superficie do nanossistema, ou seja, € adotado o direcionamento ativo. Desta forma, os
ligandos podem (Conniot et al., 2014; Pérez-Herrero et al., 2015): (i) ser reconhecidos e
estabelecer interacbes com os recetores de superficie de células patologicas (alvo ativo
para recetores de superficie celular); ou (ii) ser direcionados para a
vasculatura/microambiente patolégico (e.g. células tumorais); ou, alternativamente, (iii)
direcionados para 0os macrofagos associados ao tumor (TAMSs, do inglés tumor-associated
macrophage). Considerando o tema desta dissertacdo, sera apenas explorado o

direcionamento ativo para recetores de superficie celular.

O direcionamento ativo é relevante para o transporte e a libertacdo de varios
compostos, como farmacos, genes, agentes de terandstico (e.g., os radiofarmacos) num
local especifico, uma vez que, evita a deposicdo em tecidos e dérgdos considerados
saudaveis e aumenta a quantidade do composto no local alvo comparativamente ao
composto administrado na sua forma livre ou veiculado em nanossistemas com
direcionamento passivo. Desta forma, esta estratégia possibilita uma melhor eficacia

terapéutica e a diminuicdo dos efeitos colaterais associados (Attia et al., 2019).

O direcionamento ativo consiste na funcionalizagdo da superficie dos
nanossistemas através da adesdo de moléculas especificas, designadas de ligandos. Os
ligandos dos nanossistemas conseguem interagir seletivamente com a estrutura de alguns
recetores de superficie que existem em érgdos, tecidos, células ou organelos celulares

particulares (i.e. com patologias associadas), que sdo marcadores especificos ou
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sobreexpressos diferencialmente, fazendo com que o nanossistema seja internalizado no
local pretendido (Baeza et al., 2015; Zhou et al., 2018a; Ahmad et al., 2019).

Quando o tratamento é dirigido a um determinado tumor, por exemplo, em
algumas células cancerigenas pode ocorrer uma maior expressao de determinados
recetores de superficie celular em comparacao com as células saudaveis. Desta forma, 0s
nanossistemas podem ser funcionalizados a sua superficie com fraces de direcionamento
para promover a veiculagdo do nanossistema especificamente para as células

cancerigenas (Yan et al., 2020).

Alguns exemplos de recetores presentes a superficie das células cancerigenas
incluem (Pérez-Herrero et al., 2015; Riaz et al., 2018): i) recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR, do inglés epidermal growth factor receptor) ou HER1, que é um
recetor de tirosina quinase que se expressa na superficie de tumores sélidos, como o0s
cancros do pulmdo de ndo pequenas células, colorretal, ovario, mama e proéstata; ii)
recetores de fatores de crescimento de fibroblastos (FGFRs, o inglés fibroblast growth
factor receptors), que correspondem a tirosina quinases transmembranares, e estdo
presentes nos cancros da bexiga, pulméo, préstata, entre outros; iii) recetores de folato
(FRs, do inglés folate receptors), que sdo recetores de superficie expressos em varias
células cancerigenas, como as da mama, do pulmao, entre outros; iv) recetores de
transferrina (TfRs, do inglés transferrin receptors), em que a atividade terapéutica pode
ser localizada no figado (uma vez que a transferrina é uma proteina transportadora de
ferro sérico Fe®" e 0s seus recetores presentes na superficie sd0 expressos com o aumento
da necessidade de ferro por estas células cancerigenas) e no cérebro, devido a
sobreexpressdo deste recetor na superficie das células endoteliais da barreira

hematoencefalica (BHE).

Para um sistema de direcionamento ativo, os ligandos requerem cumprir alguns
parametros, nomeadamente (Bitounis et al., 2012): ser suscetivel de se ligar ao sistema
de veiculagdo, de preferéncia através de uma ligacdo covalente, sem influenciar o
reconhecimento por parte do marcador; ndo ser facilmente reconhecido pelas células
fagocitarias; apresentar elevada afinidade com os marcadores especificos ou
sobreexpressos nas células ndo saudaveis, sendo que, apo6s a ligacéo ligando-marcador,
esta ligacdo deve ser consideravelmente forte para evitar a remogédo do nanossistema do

local e, posteriormente, ocorra a libertacdo do farmaco nas células alvo. A libertagdo do
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farmaco nas células alvo pode ocorrer por internalizagdo do nanossistema pelas células e,
posterior, libertacdo intracelular do fA&rmaco, ou através da libertagdo do farmaco no local

e, consequente, difusdo através da membrana plasmatica (Gbian et al., 2022).

Para ter utilidade na pratica clinica, os nanossistemas de direcionamento ativo
devem superar algumas das limitacbes quando presentes na circulacdo sistémica,
nomeadamente, ndo devem ser facilmente reconhecidos pelas células do SRE. Para
ultrapassar este inconveniente, uma estratégia geralmente utilizada consiste na ligacéo

dos ligandos especificos a extremidade funcionalizada do PEG (Riaz et al., 2018).

Pela informacdo referida anteriormente, é possivel constatar que o direcionamento
ativo enfrenta varios desafios, tais como (Deshpande et al., 2013; Lucio et al., 2021): a
afinidade ligando/alvo, o nimero de recetores que existem na superficie celular e a
influéncia da PEGuilacdo na interacdo entre os ligandos e os recetores celulares. Por
exemplo, é importante que o ligando se ligue de forma eficaz e em quantidade suficiente
a superficie do nanossistema para ocorrer uma afinidade 6tima para os recetores de
superficie celular e produzir o efeito ao nivel das células ndo saudaveis. Desta forma, uma
densidade elevada de ligandos a superficie do nanossistema comprovou ser benéfica para
estabelecer um aumento da fracdo dos nanossistemas ligados aos recetores de superficie
celular (Alkilany et al., 2019). Contudo, a funcionalizagdo da superficie dos
nanossistemas com elevada densidade de ligandos &, por vezes, dificil e dispendiosa,
como é o caso especifico da funcionalizacdo com anticorpos (Deshpande et al., 2013).
Adicionalmente, as estratégias de direcionamento ativo para melhorar a internalizacao
dos nanossistemas nos tecidos alvo depende da sobreexpressdo seletiva de certos
recetores de superficie nas células com patologia. Por vezes, as células saudaveis ndo
apresentaram uma expressdo de recetores de superficie significativamente diferente das
células ndo saudaveis e, consequentemente, o direcionamento deixa de ser especifico.
Finalmente, a PEGuilacdo dos nanossistemas com o intuito de prolongar a circulagdo
sanguinea pode interferir com a capacidade dos nanossistemas exporem os seus ligandos
de superficie para interagir com os recetores celulares. Neste contexto, sdo necessarias
novas estratégias para associar os ligandos ao terminal das cadeias de PEG, ou, em alguns
casos, é necessaria utilizar moléculas hidrolisaveis de PEG que possam libertar o
polimero dos nanossistemas quando atingem os tecidos celulares alvo (por exemplo,

ceramida de PEG que pode ser hidrolisavel por ceramidases), expondo, desta forma, os

31



Funcionalizacdo de nanossistemas com anticorpos monoclonais para o
direcionamento ativo: estado da arte

ligandos da superficie do nanossistema (Deshpande et al., 2013; Silva et al., 2014; Zhang
et al., 2020).

Existe uma extensa gama de ligandos utilizados para funcionalizar a superficie
dos nanossistemas, tais como (Figura 14) (Conniot et al., 2014; Kumari et al., 2016; Riaz
et al., 2018): proteinas (e.g., anticorpos ou fragmentos destas moléculas); moléculas
pequenas (e.g., &cido félico ou folato); péptidos (e.g., arginina-glicina-acido aspartico ou
sequéncia peptidica RGD); aptameros (i.e., pequenos oligonucledtidos de cadeia simples,
de RNA (do inglés, ribonucleic acid) ou ssDNA (do inglés, single stranded DNA)); e
glicoproteina (transferrina). Estes ligandos sdo 0s mais explorados para o direcionamento
ativo de nanossistemas contendo agentes quimioterapicos dirigidos para o local do tumor
(Kumari et al., 2016).

Exemplos de ligandos para o direcionamento ativo
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Figura 14. Exemplos de ligandos utilizados na funcionalizagdo dos nanossistemas para o

direcionamento ativo. Adaptado de (Riaz et al., 2018; Morales-Cruz et al., 2019).

As principais vantagens do uso de moléculas pequenas (e.g., acido félico ou
folato) e glicoproteina (e.g., transferrina) como ligandos de direcionamento ativo incluem
(Ahmad et al., 2019; Houshmand et al., 2020): facilidade e densidade adequada para a
conjugacdo a superficie dos nanossistemas, estabilidade, baixo custo, menor peso
molecular e menor imunogenicidade em compara¢do com os anticorpos. Todavia, esses
ligandos apresentam naturalmente uma elevada concentragdo no organismo, uma vez que

sdo fornecidos pela ingestao de alimentos e acabam por competir com 0 nanossistema na
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ligacdo ao recetor celular, diminuindo, desta forma, a libertacdo de farmacos nos locais
alvo (Houshmand et al., 2020). Por outro lado, os anticorpos sdo moléculas altamente
especificas, contudo, o seu diametro elevado implica na inducdo da imunogenicidade e
possivel captacdo pelas células do SRE, entre outras adversidades (Kamaly et al., 2012;
Bazak et al., 2015).

Os péptidos apresentam vantagens semelhantes as moléculas pequenas e a
glicoproteina referidas anteriormente, além da maior viabilidade obtida durante a
producdo em grande escala. Por outro lado, a especificidade de ligacdo é mais limitada
em comparacdo com os anticorpos (Houshmand et al., 2020). Por fim, os aptameros
apresentam como vantagens relativamente aos anticorpos o diametro mais reduzido,
elevada estabilidade in vivo, facilidade de sintetizar e caracterizar, toxicidade limitada e
ndo imunogenicidade (Baeza et al., 2015; Yan et al., 2020). Adicionalmente, estes
ligandos tém como limitagbes o tempo de meia-vida sanguinea curta, em consequéncia
da degradacéo pela agdo das nucleases séricas e a ligeira depuracdo renal, e o facto de a
ligagdo aptamero-recetor ser bastante dependente de sua estrutura tridimensional, o que

pode influenciar as condi¢es ambientais envolvidas (Morita et al., 2018).

2.3 Anticorpos monoclonais: estrutura e fungéo

A funcdo imunoldgica pode ser dividida em imunidade inata e imunidade
adaptativa. A imunidade inata reconhece muitos invasores sem nenhuma especificidade,
e que inclui as citocinas, proteinas sollveis e barreiras fisicas. A imunidade adaptativa
apresenta uma alta especificidade do alvo e pode ser dividida em resposta celular,
mediada por células, e em humoral, mediada por anticorpos. Desta forma, os anticorpos
desempenham um papel essencial na imunidade e no combate as doencas (Marrocco et
al., 2019).

Os anticorpos, também conhecidos por imunoglobulinas (Igs), séo glicoproteinas
produzidos pelo sistema imunologico quando este deteta algum elemento estranho (mais
conhecido como antigénio), sejam eles microrganismos, células tumorais ou substancias
capazes de desencadear alguma resposta alérgica (Ali et al., 2020). Até ao momento,
foram reconhecidas 5 subclasses (isétipos) principais de Igs, nomeadamente a IgA, IgD,
IgE, 1gG e IgM, com diferentes caracteristicas estruturais e funcdes efetoras, sendo a 1gG
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a subclasse dominante de Igs humanas, com a presenca de subtipos diferenciaveis,
incluindo o 1gG1, 19G2, 1gG3, 1gG4 (Farahavar et al., 2019). Desta forma, a maioria dos
anticorpos desenvolvidos para as aplicacfes biomédicas, incluindo terapia, diagnostico e

direcionamento, sdo do isétipo IgG (Chiang et al., 2020).

Estruturalmente, os anticorpos sdo constituidos por duas cadeias polipeptidicas
curtas ou leves (L, do inglés light) e duas cadeias polipeptidicas longas ou pesadas (H, do
inglés heavy) com interacfes hidrofobas para manter a integridade e a estabilidade
quimica da estrutura da Ig, e séo ligadas por pontes de dissulfureto para manter a estrutura
do anticorpo intacta (Farahavar et al., 2019; Arslan et al., 2021). Uma molécula de

anticorpos tem, basicamente, a forma de um “Y” (Figura 15) (Hnasko, 2015).
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Figura 15. Estrutura basica de uma molécula de Ig. Adaptado de (Tiller et al., 2015).

As cadeias dos anticorpos possuem duas regides (ou dominios), conhecidas como
regido variavel da cadeia leve e pesada (\VL, do inglés light chain variable region e VH,
do inglés heavy chain variable region) e regido constante da cadeia pesada e leve (CH,
do inglés heavy chain constant region e CL, do inglés light chain constant region). As
Igs séo subdivididas em classes estabelecidas pelas regides constantes das suas cadeias
pesadas, podendo apresentar trés ou quatros estruturas (CH1, CH2, CH3 e CH4) que sdo

fortemente protegidas e pouco variam de um anticorpo para outro.

As regides constantes da cadeia pesada sdo responsaveis por algumas funcdes
efetoras dos anticorpos. A regido variavel, por sua vez, diferencia-se de um anticorpo para
outro e é responsavel pela ligagdo ao antigeénio. A principal diferenca da regido variavel

estd nas trés pequenas sequéncias de aminoacidos hipervariaveis, responsaveis pela
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interacdo e especificidade para diferentes antigénios, habitualmente conhecidas como
regibes determinantes de complementaridade (CDRs, do inglés complementary

determining regions) (Farahavar et al., 2019; Marrocco et al., 2019).

A regido variavel e a regido superior constante das cadeias leves e pesadas
compdem a regido Fab (fragmento de ligacdo ao antigénio, do inglés fragment antigen-
binding), que corresponde ao local de ligagdo dos anticorpos aos antigénios e/ou aos
recetores celulares apds o processo de reconhecimento. Para além disso, os anticorpos
podem ligar-se a uma grande variedade de antigénios especificos devido a diversidade da
regido variavel (Santamaria et al., 2019; Ailuno et al., 2021). Por outro lado, a regido Fc
(fragmento cristalino, do inglés fragment crystallizable) é constituida por regides
constantes das cadeias pesadas e € responsavel pela ativagdo do sistema imunitario (por
exemplo, recrutamento de células natural killers (NK), macréfagos ou neutrofilos) e,
consequentemente, pela destruicdo do antigénio que se liga ao anticorpo, como também,
corresponde a regido de ligacdo aos farmacos e/ou aos nanossistemas (Arslan et al.,
2021).

Nos ultimos tempos, foram realizadas grandes melhorias no design e na producéo
de novos anticorpos, nomeadamente os denominados mAbs (Marabelle et al., 2015). Os
mADbs sdo definidos como copias sintéticas produzidas em laboratdrio a partir de um clone
de um linfécito B (anticorpo especifico), que possuem afinidade monovalente (ou seja,
sdo monoespecificos), e que sdo projetados para reconhecer e ligar-se especificamente ao
mesmo epitopo das proteinas envolvidas na fisiopatologia da doenca (Turner et al., 2015;
Farahavar et al., 2019). Eles podem ser utilizados tanto como agentes terapéuticos como
agentes de direcionamento (Wang et al., 2018).

Os alvos dos mAbs podem ser classificados em dois grupos: antigénios sollveis e
antigénios ligados a membrana. Alguns exemplos de antigénios soltveis incluem: o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor),
as citocinas (interleucina 6, 12 e 17 (IL-6, IL-12 e IL,17, respetivamente)), o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés tumour necrosis factor alpha) e outros mediadores
da doenga (IgE e C5). Como exemplos de antigénios ligados & membrana podem citar-se
0s marcadores de superficie tumoral (recetor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2, do inglés human epidermal growth factor receptor 2), cluster de

diferenciacdo 19 e 20 (CD19 e CD20, respetivamente)), recetores de tirosina quinase
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(recetor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR, do inglés vascular
endotelial growth factor receptor) e EGFR) e um recetor de citocina (IL-6) (Igawa et al.,
2016).

Apesar de na area da salde, a eficiéncia das moléculas de Ig tenha sido
demonstrada em 1890, foi somente em 1975, por Kdhler e Milstein, que foi desenvolvido
com sucesso 0 primeiro mAb recorrendo & tecnologia de producdo de hibridoma
(Kizhedath et al., 2017). Com este marco, que lhes valeu o Prémio Nobel de Medicina no
ano de 1984, a utilizacdo dos mAbs expandiu-se para diferentes areas de terapia, como
oncologia, hematologia, imunologia, cardiologia, oftalmologia, infeciologia, bem como
diagnostico e imagem (Kohler et al., 1975; Kizhedath et al., 2017). A descoberta da
técnica de hibridoma permitiu a produgdo de um Unico anticorpo especifico em

quantidades suficientes (Dostalek et al., 2013).

No ano de 1986, a FDA aprovou o primeiro mAb de origem murina produzido por
hibridomas para uso em humanos, o Orthoclone-OKT®3 CD3 indicado para casos de
rejeicédo a transplante renal (Ning et al., 2021).

Os mAbs possuem a vantagem de se direcionarem para um antigénio especifico
e, por isso, sdo aplicados para uma ampla variedade de condicdes clinicas, tais como, em
terapia para o cancro, em doencas autoimunes e para prevenir a rejeicdo apds o transplante
de 6rgdos (Lu et al.,, 2020). Adicionalmente ao papel na terapia de determinadas
patologias e como meio de diagndstico e imagem, os mAbs sdo também utilizados como
sistemas de veiculacdo, quer como ligando de superficie do nanossistema contendo o
farmaco, quer pela conjugacdo de anticorpo-farmaco (ADC, do inglés antibody-drug
conjugates). Posteriormente, é realizado o seu direcionamento ativo para células, tecidos
e/ou 6rgdos alvo, e a libertacdo do farmaco no local alvo (Kizhedath et al., 2017; Arslan
etal., 2021).

Apesar dos mADbs serem extremamente interessantes do ponto de vista
biofarmacéutico, muitos deles aprovados pela FDA demonstraram efeitos secundarios,
como por exemplo a imunogenicidade, arritmias cardiacas, leucoencefalopatia multifocal
progressiva, fungdo hepéatica anormal, inflamacdo intraocular, febre, arrepios,

broncoespasmo, complicacdes intestinais, anafilaxia aguda, defeitos congénitos,
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neuropatia, sindrome de libertacdo de citocinas, entre outros sintomas (Turner et al.,
2015; Kizhedath et al., 2017).

Outro motivo limitante da utilizacdo dos mAbs relaciona-se com a origem das
resisténcias provocadas nos mAbs. A resisténcia pode ser intrinseca, na qual o anticorpo
ndo exerce o seu efeito, mesmo que o antigénio esteja presente, ou uma resisténcia
adquirida, em que apresenta uma sensibilidade no inicio ao tratamento, mas apds um certo
periodo deixam de responder. O motivo da resisténcia ao tratamento com mAb pode ser
a perda ou modificacdo/mutacao dos antigénios (Marrocco et al., 2019). Um exemplo de
resisténcia ocorreu com o rituximab (Rit), sendo um dos mecanismos responsaveis a

perda de expressédo do CD20 (Pavanello et al., 2017).

Outro aspeto importante a considerar relaciona-se com a especificidade dos mAbs.
Se 0 mAb ndo apresentar uma especificidade absoluta para o antigénio alvo, pode originar
reacOes cruzadas com células saudaveis que também expressam a proteina de superficie
semelhante a que esta expressa no antigénio alvo (Sultana et al., 2013). Ou, em situacdes
contrérias (i.e., quando s&o preparados mAbs com elevada afinidade ao local alvo), estes
compostos podem provocar o chamado “efeito de barreira do sitio de ligagdo”, no qual,
no momento em que se liga ao local de ligacdo, impede a penetracao adicional de outros
constituintes no local patoldgico (Turner et al., 2015). Adicionalmente, o custo elevado e
a complexidade na producdo dos mAbs dificulta o seu fabrico a escala industrial (Nagy
etal., 2017).

Com aevolucéo da tecnologia, foram produzidas novas alternativas para os mAbs,
como a utilizacdo de fragmentos de anticorpos e anticorpos biespecificos (Bossaller et
al., 2013). Os fragmentos de anticorpos, como por exemplo, o fragmento Fab
monovalente ou fragmentos variaveis de cadeia unica (scFv, do inglés single-chain
variable fragment), sdo anticorpos que possuem um diametro menor em relacdo ao
anticorpo inteiro e, por possuirem esta caracteristica, apresentam determinados beneficios
em relacdo aos mADbs e que serdo posteriormente referidas (Yan et al., 2020).
Estruturalmente, os fragmentos de anticorpo Fab sdo compostos por um dominio variavel
e um dominio constante de cada uma das cadeias leve e pesada, como ja referido
anteriormente, enquanto os scFv s&o uma mistura das regides varidveis das cadeiras leve
e pesada (Bazak et al., 2015). Por outro lado, 0s anticorpos biespecificos sdo anticorpos

que possuem numa mesma molécula dois dominios de ligacdo ao antigénio, sendo
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possivel ligar simultaneamente a dois alvos diferentes especificamente (0 que ndo
acontece com os anticorpos 1gG naturais, que sdo anticorpos monoespecificos) (Nagy et
al., 2017).

2.3.1 Anticorpos como agentes de direcionamento e 0 seu mecanismo de acao

Na éarea farmacéutica, os anticorpos tém sido muito explorados devido a sua
capacidade de direcionar epitopos especificos por varios mecanismos, através de
processos neutralizantes ou ndo neutralizantes (Ali et al.,, 2020). Nos processos
neutralizantes, os anticorpos ligam-se a um epitopo especifico e impedem a entrada do
antigénio na célula hospedeira (Ali et al., 2020). Por outro lado, nos processos ndo
neutralizantes, o anticorpo apresenta a capacidade de se ligar ao antigénio alvo e induzir
a morte da célula pela regido Fc, no qual pode desencadear a destruicdo da célula por
mecanismos efetores imunes do hospedeiro (Marabelle et al., 2015; Ali et al., 2020). A
inducdo da morte da célula pode ser feita por diferentes mecanismos, que incluem
(Panowski et al., 2014; Marabelle et al., 2015): citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos (ADCC, do inglés antibody-dependent celular cytotoxicity),
citotoxicidade dependente de complemento (CDC, do inglés complement-dependent
cytotoxicity) e fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP, do inglés antibody-

dependent celular phagocytosis).

O processo ADCC é um mecanismo de morte celular que acontece quando o
anticorpo se encontra ligado ao antigénio de superficie celular alvo e, subsequentemente,
ocorre a ativacdo de células efetoras imunes, tais como as células NK, macréfagos ou
neutrdfilos, por via recetores Fc do anticorpo e da célula efetora, e que, posteriormente,
permite a lise celular (Marabelle et al., 2015; Marrocco et al., 2019). No processo CDC,
o0 anticorpo ligado ao respetivo antigénio de superficie celular, permite a ligacdo das
proteinas do sistema do complemento (e.g., componente complemento 1q (C1q), um
complexo proteico que faz parte da imunidade inata) ao complexo antigénio-anticorpo
que, seguidamente, ativa as enzimas citotdxicas necessarias para a produgdo do complexo
de atague a membrana (MAC, do inglés membrane attack complex), conduzindo a lise do
elemento estranho (Martin et al., 2013). Relativamente ao processo ADCP, pode induzir

a morte celular por ativacdo dos mondcitos/macréfagos e, posteriormente, ocorre a

38



Funcionalizacdo de nanossistemas com anticorpos monoclonais para o
direcionamento ativo: estado da arte

fagocitose (Marabelle et al., 2015) Na Figura 16 é apresentado, esquematicamente, 0s
trés processos de indugéo de morte celular.
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Figura 16. Representacdo dos processos de inducdo de morte celular (ADCP, ADCC e CDC)

comummente usados pelos anticorpos. Adaptado de (Saltarella et al., 2020).

Para além do mecanismo de direcionamento citotoxico pela ligacdo ao antigénio
e, posterior, ativacdo do sistema imunitario pela regido Fc, os anticorpos podem funcionar
como estratégia de direcionamento ativo, quer através de ADC ou como ligando de

superficie do nanossistema, tal como ja foi referido anteriormente.

Quando héa a formacdo de um ADC, ou quando o anticorpo é conjugado a um
radionuclideo, o anticorpo conserva as suas propriedades (Panowski et al., 2014; Xu et
al., 2019b). Desta forma, os anticorpos podem ser utilizados como uma estratégia para
direcionar e libertar uma carga de farmaco que seja tdxica para células com patologia e
proporcionar beneficios terapéuticos adicionais, como o aumento da eficacia terapéutica
(Xu et al., 2019b). Os alvos dos ADC s&o, maioritariamente, proteinas ndo mutadas; no
entanto, conforme as mutac6es nas proteinas de superficie das células com patologia sdo
descobertas, € plausivel o desenvolvimento de ADC com maior seletividade (Thomas et
al., 2016).
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Uma vez que o ADC ¢ internalizado na célula, o anticorpo mantém-se nos
recetores alvo na superficie celular e pode, por sua vez, ativar células especificas

(efetoras), por vias de sinalizacao, e resultar na morte da célula alvo (Xu et al., 2019b)

Dois exemplos de ADC s&o: (i) o brentuximab vedotin (ADCETRIS®), um mAb
quimérico anti-CD30 conjugado com o agente antimicrotibulo monometil auristatina E,
aprovado pelo FDA em 2011, para o uso clinico de linfoma de Hodgkin; e (ii) o
gentuzumab ozogamicina (Mylotarg®), um mAb humanizado anti-CD22 acoplado com
caliqueamicina, que foi o primeiro ADC aprovado pelo FDA (em 2000) e tem sido usado

para o tratamento da leucemia mieloide aguda (Pérez-Herrero et al., 2015).

2.3.2 Tipos de anticorpos monoclonais

Desde a introducdo do primeiro mAb, os avangos nas técnicas de engenharia
genética resultaram no desenvolvimento de diferentes mAbs que, posteriormente, foram
aprovados para serem utilizados na prética clinica. Para diferencia-los, foi necessario criar
uma nomenclatura padronizada, dividindo os mAbs em quatro tipos principais: murino,
quimérico, humanizado e humano, que foram introduzidos na medicina em 1986, 1994,
1999 e 2002, respetivamente (Dostalek et al., 2013; Moradi-Kalbolandi et al., 2018). A
nomenclatura dos diferentes tipos de mAbs esta descrita na Figura 17.

Murino Quimeérico Humanizado Humano
(-omab) (-ximab) (-zumab) (-umab)

YYYY

100% ratinho 30-35% ratinho e 65-70% 5-10% ratinho e 90-95% 100% humano
(e.g.. capromab)  humano (e.g., infliximab) humano (e.g..ibalizumab)  (e.g.. erenumab)

Figura 17. Diferentes tipos de mAbs, segundo a sua nomenclatura. Adaptado de (Marabelle et
al., 2015).

i. mAbs murinos

Os mADbs murinos foram os primeiros anticorpos monoclonais a serem produzidos

e aprovados para utilizacdo terapéutica. Estes mAbs sdo frequentemente derivados de
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ratinhos, ou seja, representavam 100% de sequéncia de proteina murina atraves da técnica
de hibridoma (Dostalek et al., 2013; Steichen et al., 2013).

A técnica de hibridoma € a técnica mais convencional para a producdo de mAbs
terapéuticos de fonte ndo humana. Nesta técnica ocorre o isolamento de anticorpos do
ratinho, no qual o antigénio do anticorpo desejado foi previamente inoculado, e a eventual
producdo in vitro pode produzir uma quantidade elevada de anticorpos (Kizhedath et al.,
2017).

Tal como referido anteriormente, 0 muromonab CD3 (Orthoclone-OKT®3),
dirigido contra o recetor CD3 expresso na superficie das células T, foi o primeiro
anticorpo terapéutico aprovado em 1986 para a prevencéo e tratamento da rejeicdo aguda
de 6rgdos submetidos a um transplante (Marrocco et al., 2019). Apesar disso, este
anticorpo foi descontinuado no ano de 2010, uma vez que 0s anticorpos murinos sao
reconhecidos pelo organismo humano como elementos estranhos e, consequentemente, o
sistema imunolégico humano induz uma resposta com a produc¢éo de anticorpos humanos
anti-murinos (HAMA, do inglés human anti-mouse antibodies). Como resultado, ocorre
uma diminuicdo da duracdo e da eficicia do tratamento, devido a rapida eliminacao dos
anticorpos com limitada capacidade de atingir e permear no local alvo. Adicionalmente,
impossibilita uma administracdo posterior do anticorpo devido aos possiveis efeitos
colaterais e toxicidade gerada pela formacéo de imunocomplexos (Steichen et al., 2013;
Marrocco et al., 2019; Ponziani et al., 2020).

Em geral, a utilizacdo de mAbs murinos foi restringida devido as diferencas entre
o0 sistema imunoldgico humano e do roedor e, consequentemente, com a presenca da
resposta alérgica mediada por HAMA. Portanto, apesar da tecnologia de hibridoma ter
apresentado um enorme avanco na medicina, 0s mAbs iniciais de origem murina eram
imunogénicos quando injetados em humanos, e o0 seu uso clinico foi limitado (Marrocco
etal., 2019).

Este tipo de mAbs também apresentava uma menor capacidade de induzir
mecanismos efetores imunes e menor seletividade para diferenciar um tecido doente e um
tecido saudavel, estando associado a uma pouca especificidade e direcionamento
apropriado dos anticorpos para 0s respetivos sitios de ligacao dos antigénios (Steichen et
al., 2013; Thomas et al., 2016; Houshmand et al., 2020). Com o objetivo de ultrapassar
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estas limitagBes, varias técnicas surgiram para aumentar a producédo, seguranca e eficicia
dos mAbs (Tada et al., 2018). Foram desenvolvidos, como uma nova geragdo, mAbs
quimeéricos, humanizados e inteiramente humanos que reduziram/eliminaram a sequéncia

de proteinas de ratinho nos mAbs (Turner et al., 2015).
ii. mAbs quiméricos e mAbs humanizados

Na década de 80, foram iniciados estudos e técnicas visando tornar os mAbs com
caracteristicas mais semelhantes aos anticorpos humanos e, desta forma, menos
imunogeénicos, dando origem aos mAbs quimeéricos e humanizados (Kizhedath et al.,
2017).

Com a evolucdo das técnicas de biologia molecular (tecnologia do é&cido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid) recombinante), foi possivel
combinar o material genético de ratinho e humano e produzir um mAb parcialmente
humano, com o objetivo de reduzir a resposta mediada por HAMA causada pelos mAbs
murinos (Dostalek et al., 2013; Tada et al., 2018). A fuséo dos segmentos do DNA
codificante das cadeias variaveis VH e VL (duas subunidades VH e duas VL) de um
anticorpo murino especificos para um determinado antigénio com os segmentos do DNA
codificante das cadeias constantes humanas (i.e., regido Fc humana com regido Fab
murina), permitiu produzir os mAbs quiméricos, contendo cerca de 65-70% de sequéncia
humana (Dostalek et al., 2013).

Embora este processo reduzisse a imunogenicidade e prolongasse o tempo de
semi-vida, a por¢do murina destes mAbs ainda se encontra em concentracdes elevadas
capazes de desencadear uma resposta imunoldgica com a producdo de anticorpos
humanos anti-quiméricos (HACA, do inglés human anti-chimeric antibody) (Dostalek et
al., 2013; Lewiecki, 2013; Panowski et al., 2014).

Para solucionar esta desvantagem, um outro método foi desenvolvido, através da
inser¢cdo de CDRs murinas que determinam o sitio de ligacdo do anticorpo nas cadeias
varidveis da cadeia pesada do anticorpo humano (Ali et al., 2020). Desta forma, estes
mAbs mantém as cadeias constantes da Ig humana e preservam a afinidade e a
especificidade de ligacdo do mAb, contendo uma menor porgdo murina na sua
composicao, com consequente, diminuicdo dos efeitos colaterais imunologicos (Ali et al.,

2020; Arslan et al., 2021). Este processo de humanizacdo denominou-se de mAb
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humanizado, apresentando cerca de 90-95% de sequéncia humana de toda a molécula,
sendo a diferenca de imunogenicidade entre mAbs totalmente humanos e humanizados

pouco significante (Marrocco et al., 2019).

Apesar disso, com base em dados da literatura, 0s mAbs humanizados podem
apresentar uma pequena probabilidade de induzir a producéo de anticorpos humanos anti-
humanos (HAHA, do inglés human anti-human antibodies) e, consequentemente,
provocar uma ligeira imunogenicidade (Marabelle et al., 2015; Tada et al., 2018). Para
além disso, estes mAbs apresentam uma baixa ligagdo aos recetores do antigénio alvo
(Lewiecki, 2013).

Adicionalmente ao grau de humanizagéo, outros fatores podem influenciar na
imunogenicidade ou na eficcia dos mAbs, nomeadamente (Dostalek et al., 2013; de
Vries et al., 2020): a via de administracdo (intramuscular, subcutanea ou intravenosa),

dose administrada, duracao da terapia e diversidade fisiologica de cada doente.

Para a producéo dos mAbs quimeéricos e dos mAbs humanizados, séo utilizados
normalmente as linhas de células de mieloma murino NSO e SP2/0, e células de ovario de
hamster chinés (CHO, do inglés chinese hamster ovary cell) (Kizhedath et al., 2017).

Como exemplo de mAb quimérico, pode citar-se o Rituxan® (Rit), que foi o
segundo mADb a ser aprovado pela FDA, em 1997, indicado para o tratamento de linfoma
ndo-Hodgkin (Arslan et al., 2021). No mesmo ano, foi aprovado o primeiro mAb
humanizado, designado de Zenapax® (daclizumab) para a prevencdo da rejeicdo de
transplante (Marrocco et al., 2019). No ano seguinte, foi aprovado o0 mAb humanizado
Herceptin® (trastuzumab), representando um dos mAbs de maior sucesso no mercado

para o tratamento de tumores solidos (Arslan et al., 2021).
iii. mAbs humanos

Para eliminar totalmente o potencial imunogénico de epitopos murinos e manter
a integridade ideal do funcionamento da regido Fc, foram desenvolvidos os mADbs
humanos (Kizhedath et al., 2017).

Os mAbs humanos séo anticorpos totalmente humanos que podem ser produzidos
in vitro por diferentes métodos: (i) a partir de ratinhos geneticamente humanizados

(ratinhos transgénicos), por meio da tecnologia de DNA recombinante, incluindo a
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introducdo de genes de Ig humanas no genoma de ratinho; ou (ii) tecnologia de exposi¢ao
de fagos, incluindo a expressdo recombinante de dominio Fab humanos num bacteriéfago
e posterior selecdo dos mAbs com base nas propriedades de ligacdo ao antigenio
pretendido (Bossaller et al., 2013; Tada et al., 2018; Ali et al., 2020). Esta humanizacao
completa dos anticorpos de ratinhos pode resultar em anticorpos ndo imunogénicos

altamente especificos (Thomas et al., 2016).

Como resultado destes esforgos, foi produzido o primeiro mAb totalmente
humano, designado de Humira® (adalimumab), através da técnica de exposicao de fagos,
com indicacdo para o tratamento da artrite reumatoide, 5 anos apds a aprovagdo de
Herceptin® (Arslan et al., 2021).

Um estudo publicado este ano (2022) no The New England Journal of Medicine,
analisa a utilizacdo de um mAb humanizado, designado dostarlimab, que tratou o cancro
colorretal (Cercek et al., 2022). Os autores desenvolveram um estudo prospetivo de fase
2, no qual foi administrado o dostarlimab a cada 3 semanas durante 6 meses, a doentes
com adenocarcinoma retal de estagio Il ou I1l. Estes doentes tinham indicacdo para serem
submetidos a tratamento com quimiorradioterapia e cirurgia. Um total de 12 doentes
completaram o estudo e apresentaram uma resposta clinica completa, sem evidéncia da
presenca do tumor, avaliado por RM, bidpsia, tomografia, entre outros exames. Em
virtude destes resultados, os doentes ndo precisaram de ser submetidos a
quimiorradioterapia e cirurgia, como também ndo presenciaram alguma progressdo da

doenca durante o ensaio (Cercek et al., 2022).

Este estudo, assim como varios outros semelhantes, é um exemplo de como 0s
mAbs sdo uma ferramenta promissora para o tratamento e/ou prevencdo de varias

patologias que, até hoje, sdo dificeis de tratar, como € o caso dos tumores.

Os estudos e aprovagOes de mADbs e seus biossimilares estdo em constante
crescimento. De acordo com os dados deste ano, cerca de 114 mAbs aprovados foram
aprovados pela FDA e cerca de 105 mAbs pela EMA (Society, 2022), e outras centenas
de mADbs estdo a ser avaliadas em ensaios clinicos (Kaplon et al., 2022). Na Tabela 1,

encontram-se alguns exemplos de mAbs aprovados pelas duas agéncias.
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Tabela 1. Exemplos de mAbs que foram aprovados pela FDA e/ou EMA para uso terapéutico,

preventivo e/ou de diagndéstico. Adaptado de (Elvin et al., 2013; Arslan et al., 2021; Tsao et al.,

Anticorpo

Monoclonal

Golimumab

Daclizumab

Infliximab

Dostarlimab

Erenumab

Tralokinumab

Rituximab

Trastuzumab

Teprotumumab

Cetuximab

Capromab

Denosumab

Mepolizumab

Nome
Comercial

Simponi®

Zenapax®

Remicade®

Jemperli®

Aimovig®

Adbry®
Rituxan®

Herceptin®

Tepezza®

Erbitux®

ProstaScint®

Prolia®

Nucala®

Tipo

Humano

Humanizado

Quimérico

Humanizado

Humano

Humanizado

Quimérico

Humanizado

Humano

Quimérico

Murino

Humano

Humanizado

2021).

Antigénio-
alvo

TNF-a

IL-2

TNF-a

PD-1

CGRP

IL-13

CD20

HER?2

IGF-1R

EGFR/HER1

PSMA

RANKL

IL-5
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Ano de

registo

2009

1997

1998

2021

2018

2021

1997

1998

2020

2004

1996

2010

2015

Indicacdo Clinica

Artrite reumatoide, artrite
psoriatica, espondilite anquilosante

Profilaxia da rejeicdo de transplante
renal

Doengas autoimunes (e.g., doenca
de Crohn, psoriase)

Tumores sélidos avancados, como
0 cancro do endométrio

Tratamento preventivo da
enxaqueca

Dermatite atopica

Linfoma ndo-Hodgkin

Tumores sélidos, como o cancro de
mama metastatico

Oftalmopatia de Graves

Cancro colorretal

Diagndstico: detecdo por imagem
do cancro da prdstata

Metastase 6ssea de tumores sélidos

Asma eosinofilica grave
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Romosozumab Evenity® Humanizado  Esclerostina 2019 Osteoporose grave em mulheres na
pOs-menopausa
Alirocumab Praluent® Humano PCSK9 2015 Hipercolesterolemia priméria e
dislipidemia mista
Abciximab ReoPro® Quimérico GP llb/llla 1994 Hemostasia
Raxibacumab ABthrax® Humano Antigénio 2012 Antraz por inalagdo
protetor
Belimumab Benlysta®  Humanizado BLyS 2011 Lapus eritematoso sistémico
Necitumumab Portrazza® Humano EGFR/HER1 2015 Cancro de pulméo de ndo-pequenas
células
Guselkumab Tremfya® Humano IL-23 2017 Psoriase em placas
Naxitamab Danyelza®  Humanizado GD2 2020 Neuroblastoma, Osteossarcoma
Satumomab OncoScint® Murino TAG-72 1992 Diagnostico: detecdo por imagem
do cancro colorretal e ovério
Ibalizumab Trogarzo®  Humanizado CD4 2019 Infecéo por VIH-1 multirresistente

a farmacos, em combinagdo com
outros antirretrovirais

Abreviaturas: BLyS - estimulador de linfécitos B (do inglés, B lymphocyte stimulator); CD 4, CD 20 -
cluster de diferenciacdo 4, 20, respetivamente; CGRP - péptido relacionado ao gene da calcitonina (do
inglés, calcitonin gene related peptide); EGFR - recetor do fator de crescimento epidérmico (do inglés
epidermal growth factor receptor); EMA - Agéncia Europeia do Medicamento (do inglés, European
Medicines Agency); FDA - Food and Drug Administration; IL-2, IL-5, IL-13, IL-23 - interleucina 2, 5, 13,
23, respetivamente; GP Ilb/Illa - glicoproteina Ilb/Illa; HER1, HER2 - recetor tipo 1/2 do fator de
crescimento epidérmico humano (do inglés human epidermal growth factor receptor 1/2); IGF-1R - recetor
do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (do inglés, insulin-like growth factor type 1 receptor);
PCSK9 - pro-proteina convertase subtilisina/quexina tipo 9 (do inglés, proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9); PD-1 - morte celular programada 1 (do inglés, programmed cell death); PSMA -
antigénio de membrana especifico da préstata (do inglés, prostate-specific membrane antigen); RANKL -

ligando do recetor ativador do fator nuclear kappa-B (do inglés, receptor activador of nuclear factor kappa-
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B ligand); TAG-72 - glicoproteina 72 associada ao tumor (do inglés, tumor associated glycoprotein-72);

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa (do inglés tumor necrosis factor alpha).

2.4 Nanossistemas conjugados com anticorpos monoclonais ou com fragmentos de

anticorpos

Os primeiros relatos da conjugacao de nanossistemas com mAbs datam da década
de 1980, com a alteracdo da superficie de lipossomas com mAbs para o reconhecimento

de antigénios nas células alvo (Leserman et al., 1980).

Os mADbs tém sido tradicionalmente utilizados para direcionar ativamente os
nanossistemas para determinadas células, aumentando a especificidade e a internalizagédo
da molécula veiculada na célula alvo (Tsao et al., 2021). Por exemplo, no caso de
tratamento tumoral, os anticorpos acoplados a superficie do nanossistema podem ser
utilizados para o reconhecimento especifico de determinados recetores de superficie
celular sobreexpressos nas células tumorais ou de proteinas que, posteriormente, permite
a internalizacéo pela célula por um mecanismo de endocitose, sem prejudicar as células
sds (Yan et al., 2020).

O direcionamento eficaz dos nanossistemas funcionalizados com mAbs depende
da selecdo do préoprio mecanismo de funcionalizacdo (Conniot et al., 2014). Os
nanossistemas utilizados para a conjugacdo com os mAbs necessitam de cumprir alguns
requisitos, nomeadamente (Kamaly et al., 2012; Li et al., 2017a): elevada estabilidade no
ambiente bioldgico, utilizacdo de materiais biocompativeis e biodegradaveis, serem
facilmente conjugados com fragdes de direcionamento, e conter um numero suficiente de

grupos funcionais a sua superficie.

Os nanossistemas podem ser funcionalizados com mAbs por ligacdo covalente,
por adsorcdo ou pela presenca de moléculas adaptadoras, como a biotina e a

estreptavidina (Cardoso et al., 2012).

O método da ligacdo covalente é o mais usual e consiste na modificacdo da
superficie do nanosssistema com diferentes grupos funcionais, como, por exemplo, acidos
carboxilicos, alcoois, aminas, tiois, alcinos, azidas, aldeidos e maleimidas (Cardoso et al.,

2012; Richards et al., 2017). A funcionalizagéo ocorre pela reatividade quimica intrinseca
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dos aminoacidos naturais que se encontram na estrutura de cada proteina, sendo 0s
principais aminoacidos utilizados para esta estratégia a lisina, o acido glutamico, a
cisteina e o acido aspartico (Richards et al., 2017). A lisina, por possuir uma estrutura
quimica bem estabelecida, & um alvo interessante para a modificacdo dos nanossistemas;
no entanto, este aminoacido apresenta uma grande abundancia na superficie de muitas
proteinas, dificultando o controlo da sua conjugacdo e resultando numa funcionalizagdo
desordenada e numa mistura heterogénea de produtos de fragmentos de anticorpos pds-
conjugacdo (Chudasama et al., 2016). Por este motivo, recentemente, foram
desenvolvidos novos métodos de ligacdo mais seletivos, como a utilizacdo dos grupos
tidis por meio de conjugacdo com a amina (tiolacdo) pelo reagente de Traut, ou pela
insercdo de aminoacidos no local da mutagénese dirigida (e.g., cisteina), como esta
representado na Figura 18. Estes Gltimos métodos desenvolvidos foram utilizados com

sucesso, originando conjugados homogéneos (Krall et al., 2016; Richards et al., 2017).

NHZCI®

Porcio do mAb J‘k/\/ \i
@ Nanossistema com grupo
l Q O funcional (e.g.. maleimida)
- HN

B Lisina NHz I
@ TN, — MHJJ\/\/SH

[ Tiolacio de amina via !
reagente de Traut

Nanossistema com grupo NHz cl

Cisteina funcional (e.g., maleimida) .
HS\/;,‘V 5 O ﬁ .
o
O~ !
o]

Figura 18. Representacdo esquematica dos mecanismos mais comuns de funcionalizagdo de

nanossistemas com mAbs. Adaptado de (Richards et al., 2017).

Como ja foi referido anteriormente, a funcionalizacdo com os fragmentos de
anticorpo é uma das alternativas de substituicdo dos mAbs, e que podem ser conjugados
com os nanossistemas (Bazak et al., 2015). Para tal, é necessario ter alguns cuidados
durante a sua conjugagdo, como ndo causar perturbacdo na forma, tamanho e

funcionalidade do nanossistema e do fragmento de anticorpo, bem como a ligacéo
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necessita de ser estavel, facilmente estabelecida, biocompativel e isenta de toxicidade
(Richards et al., 2017).

2.4.1 Vantagens e limitagdes

A utilizacdo de mAbs como ligandos para funcionalizar os nanossistemas
apresenta uma elevada seletividade e afinidade de ligagdo ao epitopo, pela presenca de
dois locais de ligacdo numa Unica molécula. Desta forma, 0 mAb apresenta a capacidade
de se ligar simultaneamente a dois antigenios, conferindo um aumento do tempo de
retencdo em varios recetores de superficie celular. Por outro lado, 0 mAb permite a
entrega direcionada do farmaco ao local alvo e facilita a internalizacdo do nanossistema
através do mecanismo de endocitose (Bossaller et al., 2013; Bazak et al., 2015).

Para além disso, a conjugacdo dos mAbs com 0s nanossistemas permite, ao
contrario dos ADC, a veiculacdo de uma quantidade superior de farmacos para o
direcionamento ativo (podendo transportar um grande nimero de moléculas com algumas
moléculas de ligando por nanossistema), ndo havendo a necessidade de modificar a
estrutura quimica do farmaco (Kamaly et al., 2012). Adicionalmente, estes sistemas
conseguem proteger a molécula de farmaco dos obstaculos que possam decorrer durante
0 percurso até o local de acdo, minimizando os efeitos indesejaveis. Enquanto nos ADC,
em que a quantidade de farmaco que pode ser acoplado é muito inferior, s6 podem ser
acoplados alguns equivalentes molares de farmaco de modo a evitar perturbacfes com a
ligacdo ao antigénio, ndo permitindo a veiculacdo de uma quantidade maior de farmaco
numa s6 molécula ao local alvo (Kamaly et al., 2012; Wang et al., 2018). Quando
comparado com outros ligandos, as densidades elevadas dos ligandos mAbs nos
nanossistemas provaram ser vantajosas para uma maior ligacdo as células-alvo
(Deshpande et al., 2013; Wang et al., 2018).

Esta estratégia de funcionalizacdo apresenta, no entanto, algumas limitac6es que
impedem que seja a ideal para a veiculagdo dos farmacos, nomeadamente: o didmetro e
as densidades elevadas do mAb conjugado & superficie do nanossistema; exposicéo
significativa do fragmento Fc, que pode induzir uma depuragéo acelerada da circulagéo
por parte do SRE, diminuindo a concentragéo e ligacdo deles ao local alvo (como o alvo
tumoral) (Deshpande et al., 2013; Yan et al., 2020). Desta forma, para ultrapassar este
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problema, é necessaria uma otimizacdo adicional com a utilizagdo de cadeias de PEG para
impedir a captagdo por parte das células que compdem o SRE, sendo necessario um
equilibrio de ligandos de anticorpos e as cadeias de PEG a superficie do nanossistema,
como foi referenciado anteriormente (Deshpande et al., 2013). Além disso, pelo facto dos
mADbs possuirem um diametro relativamente grande e serem de natureza hidréfila, tém
uma capacidade limitada em penetrar e serem internalizados no tecido alvo, incluindo
tecidos tumorais e matriz extracelular, proporcionando um baixo nivel de distribui¢do no
tecido alvo (Turner et al., 2015).

Os fragmentos de anticorpos, por possuirem didmetros pequenos, conseguem
superar algumas das limitagdes que os mADbs apresentam na conjugacdo com oS
nanossistemas, além de apresentar outras vantagens, nomeadamente (Turner et al., 2015;
Richards et al., 2017; Riaz et al., 2018): elevada penetracdo nos tecidos (e.g., tecidos
tumorais, tecido nervoso), maior capacidade de carga e de orientacdo de ligandos de
direcionamento, menor probabilidade de iniciar uma resposta imune (menos
imunogénicos), menos efeitos colaterais, fabricagdo mais rentavel e rapida, perfil
farmacocinético melhorado. No entanto, possuem como desvantagem um tempo de semi-
vida relativamente curto, uma vez que se encontram abaixo do limiar de depuracdo renal
(Turner et al., 2015). Além disso, por ndo possuirem o dominio Fc, o tratamento de
tumores fica mais limitado, evitando a citotoxicidade desencadeada pelas fungdes

efetoras, sendo possivel apenas conjugar com quimioterapicos (Nagy et al., 2017).

2.4.2 Aplicagdes biomédicas

Os nanossistemas conjugados com mAbs podem ser utilizadas essencialmente em
trés aplicacbes biomédicas: terapéutica, diagnostico e terandstico. Na aplicacdo
terapéutica, este sistema pode ser utilizado para a veiculacdo de farmacos e de genes,
terapia combinada e PTT. Na area de diagnostico, pode ser dividido em aplicagdes in vivo
e in vivo/in vitro. Enquanto no terandstico ha uma combinacgéo de aplicagdes terapéutica

e de diagndstico (Farahavar et al., 2019).
i. Terapéutica

Nos ultimos anos, houve grandes pesquisas e estudos na area oncologica para

solucionar as limitagdes da quimioterapia convencional, e desenvolver novas terapéuticas
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mais promissoras para o cancro (Gravbrot et al., 2019). A utilizacdo de nanossistemas
conjugados com mAbs na aplicacdo tumoral tem trazido diversos beneficios para a sua
terapia, uma vez que os tumores sao altamente resistentes a quimioterapia convencional

nos estagios mais avancados (Falvo et al., 2013).

Os nanossistemas contendo de farmacos/genes conjugados com mAbs podem
direcionar seletivamente uma grande quantidade de agentes quimioterdpicos para as
células tumorais, logo, minimizando os efeitos colaterais indesejados (Falvo et al., 2013).
De seguida serdo apresentados alguns exemplos de estudos que demonstram a

potencialidade da utilizacdo destes conjugados.

Voltan e colaboradores sintetizaram NPs poliméricas de PLGA conjugadas com
Rit (Rituxan®, mAb quimérico), contendo Nutlin-3 (N3) (inibidor ndo genotoxico das
interacdes p53/MDM2), com o objetivo de obter um direcionamento seletivo para as
células cancerigenas B-leucémicas (JVM-2 positivas para CD20), e ativar a via de
sinalizacdo de p53 (Voltan et al., 2013). Nos estudos de viabilidade celular e apoptose
celular, o N3 demonstrou um potencial terapéutico para as células cancerigenas do tipo
p53, inibindo a ligacdo entre p53 e MDM2 (i.e., regulador negativo do supressor de tumor
p53), apresentando melhores resultados na morte celular das células cancerigenas B-
leucémicas, em comparacdo as NPs que ndo apresentavam o N3 na sua estrutura e 0
controlo (NPs poliméricas de PLGA) (Figura 19). Adicionalmente, em outros estudos, as
NPs contendo PLGA-N3-Rit em ratinhos enxertados com células JVM-2 mostraram

maior eficacia terapéutica e um aumento médio de sobrevivéncia.
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Figura 19. Comparacdo de resultados na avaliacdo da (A) viabilidade celular e (B) apoptose

celular das diferentes conjugacdes das NPs e o controlo. Adaptado de (Voltan et al., 2013).
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Noutro estudo, Falvo e colegas produziram NPs magnéticas revestidas com cadeia
pesada de ferritina (HFt, do inglés ferritin heavy chain) contendo a cisplatina (Pt)
conjugados com mAbs murinos Epl (HFt-Pt-Epl) para o antigenio especifico do
melanoma humano CSPG4 (Falvo et al., 2013). A Pt é um agente quimioterapico eficaz
contra muitos tumores, no entanto, a sua aplicacdo clinica é restrita, essencialmente nos
casos de melanomas, devido a sua instabilidade quimica e baixa solubilidade em &gua.
Para obter o0 mesmo efeito que outro agente quimioterapico convencional, a Pt necessita
de ser administrada em doses superiores, originando possiveis efeitos indesejaveis. O
objetivo dos autores neste estudo foi avaliar os resultados quando o HFt-Pt esta ou néo
conjugado com mAb Ep1, com o Pt isolado, e o tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate
buffered saline) como controlo. Adicionalmente, os autores pretenderam verificar se o
tratamento era direcionado ao local alvo, que é o melanoma. Para isso, foram utilizados
ratinhos que apresentavam melanoma e cancro da mama. Os autores reportaram que 0
HFt-Pt isolado ndo atingiu o local alvo com tanta precisdo comparativamente ao
conjugado com o mAb Epl devido a falta de especificidade por parte do Hft. Com a
presenca do mAb Epl, foi demonstrado uma concentracdo de 25 vezes maior por

melanoma.

A PTT € uma técnica minimamente invasiva que utiliza agentes de transducéo
fototérmica (PTAs, do inglés photothermal transduction agents). Estes agentes
transformam a energia da luz em calor, através do efeito fototérmico, com o objetivo de
aumentar a temperatura do ambiente circundante e desencadear a morte das células
tumorais. Esta técnica tem atraido a atencdo dos investigadores pelas vantagens que
apresenta, como ser minimamente invasiva, altamente eficaz, permitir uma recuperagéo
rapida, capaz de eliminar varios tipos de tumores, apresentar uma forte absorcdo em
regides de NIR, ser biocompativel e biodegradavel e prevenir o dano do tecido saudavel
(Liu et al., 2018; Liu et al., 2019). Manivasagan e colaboradores sintetizaram um agente
de fotoablagéo fototérmica composto por nanobastdes de ouro (AuNRs, do inglés, gold
nanorods) revestidos por Fucoidan (Fu) conjugados com mAbs anti-EGFR para o
tratamento precoce de cancro da mama (Manivasagan et al., 2017). Nos estudos in vitro,
0 nanossistema desenvolvido demonstrou uma elevada eficacia na ablagdo de células
epiteliais do cancro da mama (MDA-MB-231), e nos estudos in vivo, verificou-se uma
recuperacgdo total sem recorréncia do tecido tumoral que, por fim, foi reconstruida em

tecido normal pela irrigacdo com laser NIR.
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ii. Diagndstico

No diagndstico, os nanossistemas conjugados com mAbs sdo utilizados em
diversos campos, como na aplicacdo de imagens ndo invasivas, incluindo a RM, a
tomografia computadorizada (TC) e a ultrassonografia (US), através do uso de NPs como
agentes de contraste, e na producao de instrumentos cirirgicos e sensores (Duncan et al.,
2011; Maetal., 2017). A utilizacdo de nanossistemas como agentes de imagem consegue
superar algumas limitacdes de modalidade de imagem Unica, melhorando a sensibilidade
da sonda, a resolucdo e o fornecimento de informacoes, e apresentam a capacidade para

penetrar com mais profundidade no tecido (Ma et al., 2017).

Han e colaboradores desenvolveram conjugados de QDs com mAbs para a
projecdo de imagem citométrica intravital em ratinhos (Han et al., 2015). Os QDs séo
compostos fluoréforos com didmetro adequado para a circulacdo e difusdo prolongada e
que se ligam com elevada especificidade as células. Os QDs foram revestidos com
ligandos de poliimidazol com exibic&o de norborneno utilizando cicloadicdo de tetrazina-
norborneno. O conjugado preparado foi utilizado para a dete¢do in vivo de células Unicas
pertencentes a uma populacédo rara de células-tronco progenitoras e hematopoiéticas na
medula déssea de ratinhos, como as células Scal+c-Kit+ (i.e., células-tronco
hematopoiéticas de curto e longo prazo). Os estudos foram realizados numa janela 6ssea
da calvéria e os resultados obtidos da imagem intravital demonstraram que os conjugados
QD-mADb difundem-se em toda a medula éssea e direcionaram com eficacia as células

investigadas.

A molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1, do inglés vascular cell
adhesion molecule-1) é uma proteina transmembranar expressa por leucdcitos e
endoteliocitos pertencente a familia das 1gs. A molécula VCAM-1 desempenha um papel
essencial na fase inicial dos processos patoldgicos, como aterosclerose, artrite
reumatoide, cancro, insuficiéncia renal, entre outras patologias. As nanoconchas de ouro
(AuUNSs, do inglés gold nanoshells) sdo um nanossistema promissor para o diagndstico,

uma vez que apresentam propriedades de absorcao e ressonancia de plasméo

de superficie, tornando-as boas candidatas para a tomografia fotoacustica (Ailuno et al.,
2021). Rouleau e colegas desenvolveram uma sonda molecular fotoacustica a partir de

AUNSs apresentando NIR conjugadas com moléculas de PEG e anticorpos anti-VCAM-
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1 (i.e.,, imunonanoconchas (Ab-PEG-AuUNSs)) para melhorar a estabilidade e
biocompatibilidade, que foi posteriormente avaliado através de um ensaio ELISA
(Rouleau et al., 2013). A validacdo da sonda molecular realizou-se em estudos in vivo e
ex vivo utilizando ratinhos e ndo apresentou sinais de toxicidade percetiveis. Foram
realizados testes de imunocitofluorescéncia in vitro em células endoteliais murinas
ativadas por TNF-a (células tumorais) pelo anticorpo VCAM-1, no qual foi comparado a
visualizacdo das sondas no local alvo com a presenca de AuNSs PEGuiladas (AuNSs-
PEG), imunonanoconchas e o controlo (i.e., anticorpos VCAM-1 nédo conjugados com o
mesmo anticorpo anti-VCAM-1 e um anticorpo VCAM-1 comercial associado com
Alexa 647 (i.e., corante fluorescente)). Como resultado, as AuNSs PEGuiladas ndo se
ligaram as células endoteliais ativadas por TNF-a, demonstrando uma visualizagao ténue,
enguanto as imunonanoconchas detetaram e ligaram-se as células em analise, permitindo
uma fluorescéncia mais intensa e uma detecdo semelhante da presenca das células
endoteliais quando comparado com o controlo. Além disso, verificou-se, pela tomografia
de projecdo Otica de aortas e coragcdes de ratinhos ateroscleréticos ex vivo, uma
acumulacdo seletiva das imunonanoconchas no arco aortico destes animais em
comparagdo com o controlo (ratinhos saudaveis) (Figura 20). Estas imunonanoconchas
demonstraram serem Uteis para atingir as placas ateroscleréticas em pequenos animais,

trazendo novas ferramentas no diagndéstico da progressdo ou regressao da doenca.

Ratinhos
ateroscleroticos

Controlo

Figura 20. Exemplo representativo do resultado da tomografia de projecédo 6tica de um ratinho
saudavel (controlo) e ateroscler6tico, localizando a molécula VCAM-1 no arco aértico.
Adaptado de (Rouleau et al., 2013).

iii. Terandstico

Os nanossistemas utilizados em teranostico tém tido uma abordagem promissora

para o tratamento eficaz e para um diagnostico precoce no cancro, visto que € uma doenca
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gue necessita de um tratamento e diagnostico especifico e rapido (Soares et al., 2018a;
Lecocq et al., 2019). Desta forma, juntar num mesmo nanossistema as propriedades
terapéuticas e diagnosticas tornam-se num grande aliado. Estes sistemas sdo adaptados
para aumentar a especificidade do local, para que haja um diagnéstico eficiente e

intervencao terapéutica (Opoku-Damoah et al., 2016).

Liang e colegas prepararam nanoestrelas de ouro (GNS, do inglés gold nanostars)
PEGuiladas conjugadas com mAbs CD44v6 (GNS-PEG-CD44v6), com o objetivo de
funcionar simultaneamente como nanossondas multifuncionais para imagens
fotoacusticas direcionadas e para terapia direcionada por ablacdo térmica de células-
tronco cancerigenas gastricas (GCSCs, do inglés gastric cancer stem cells) (Liang et al.,
2015). No estudo por microscopia in vitro, as nanossondas apresentaram uma elevada
afinidade para as células GCSCs em comparagdo com 0 GNS-PEG, e foram capazes de
destruir completamente estas células através do efeito fototérmico com laser NIR (Figura
21). No estudo in vivo, as nanossondas foram injetadas no tumor enxertado em ratinhos
por via intravenosa, comprovando-se, por imagens fotoacusticas, que as nanossondas
GNS-PEG-CD44v6 conseguiram direcionar ativamente o sistema vascular do cancro
gastrico e também inibir o crescimento do tumor, apds a irradiagdo com o laser NIR. Os
autores reportaram uma taxa de sobrevivéncia de 100% apds 7 semanas e uma taxa de
90% ap0s 8 semanas, enquanto que no grupo de animais administrados com GNS nao
conjugados apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 80%, 60%, 50%, 30% e 0%

depois de 3, 4, 5 e 6 semanas, respetivamente.

GNS-PEG-CD44v6 GNS-PEG Sem tratamento
‘ ..

Depois da itradiagdo Antes da irradiagdo

Figura 21. Imagens microscopicas, in vitro, das coldnias GCSCs quando estas estdo submetidas
sob o tratamento com GNS-PEG-CD44v6 e GNS-PEG, ap0s a irradiagdo com o laser NIR.
Adaptado de (Liang et al., 2015).
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Novas abordagens de aplica¢cdes biomédicas vém surgindo, como a utilizacdo de
nanossistemas a base de lipoproteina de alta densidade (HDL, do inglés high density
lipoprotein) que possui varias vantagens, nomeadamente (Yang et al., 2011; Zhang et al.,
2017): ndo ser imunogeénica, ser biodegradavel, tamanho apropriado para ndo ser captada
pelas células do SRE, contribuir para um bom funcionamento do colesterol por imitar as
propriedades do HDL derivado do plasma, e suscetibilidade de funcionar como vetor néo
viral para o transporte de moléculas de 4cido nucleico transformadas. Para permitir que
uma mesma molécula tenha uma combinacgdo de diagndstico e terapia para o tratamento
de muitos tumores TfR+, 0s quais séo altamente expressos em tumores malignos, foram
preparados NPs de péptido-fosfolipido do tipo HDL (HPPS, do inglés HDL-mimicking
peptide phospholipid scaffold) funcionalizadas com mAb (HPPS-mAb) hTFR (TFR
humano) e siRNA (do inglés, small interfering RNA) direcionado a survivina (i.e.,
proteina inibidora da apoptose abundantemente expressa em tecidos tumorais) no
involucro, contendo no seu ndcleo um fluoréforo de NIR denominado de DiR-BOA (He
et al., 2020). A investigacdo da especificidade de direcionamento foi avaliada por
imunocoagulacdo in vitro e em ratinhos enxertados com tumor duplo in vivo. Apos estes
ensaios, os autores concluiram que o HPPS-mAb possui a capacidade de direcionar
especificamente para as células tumorais e adquire reconhecimento preferencial por TfR.
Para além disso, estas NPs sdo capazes de entregar cargas Uteis de siRNA com alvo

terapéutico na survivina em células de TfR+ HepG2, de modo a mediar a apoptose celular.
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I11. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A aplicacdo dos nanossistemas vem demonstrando uma grande mudanca na parte
clinica, por apresentar diversas vantagens quando comparado com as formas
farmacéuticas ditas convencionais. Os nanossistemas protegem o farmaco de diversas
condicdes adversas que possam ocorrer durante o percurso até o local alvo, além de

permitir uma libertacdo controlada do farmaco.

Com base nos resultados descritos, observa-se que a funcionalizagdo da superficie
dos nanossistemas com mADbs é de facto bastante benéfica, tendo-se verificado melhorias
no direcionamento seletivo dos nanossistemas e na posterior libertacdo dos farmacos no

local alvo, sem que estes interfiram com os tecidos saudaveis.

Apesar dos mAbs apresentarem evolugdes positivas no decorrer dos anos, as suas
caracteristicas estruturais (e.g., o seu didmetro elevado) influenciam na eficacia de
direcionamento, uma vez que sdo facilmente detetados pelas células do SRE. Uma nova
alternativa que tem sido estudada ¢ a utilizacdo de fragmentos de anticorpos, sendo que

num futuro proximo é esperado uma crescente aplicacdo destas novas abordagens.

Adicionalmente, constatou-se que esta temética vem despertando, nos Gltimos
anos, um grande interesse em doencas que necessitam de um tratamento mais
direcionado, como é o caso do cancro, uma vez que 0S agentes quimioterapicos
convencionais enfrentam grandes dificuldades para direcionar os farmacos seletivamente
e, consequentemente, apresentam efeitos indesejaveis para o organismo humano. Uma
outra aplicacdo que tem sido investigada, € a utilizacdo destes conjugados para
diagndstico e terandstico, ja que alguns dos nanossistemas (e.g., NPs de ouro, QDs,)
apresentam propriedades fototérmicas, e podem ser utilizados tanto como agentes de

imagem como agentes terapéuticos.

A escrita desta dissertacdo enriqueceu 0s meus conhecimentos acerca das
estratégias terapéuticas atuais, e daquelas que ainda estdo em desenvolvimento, para as
doencas oncoldgicas, doencas autoimunes, entre outras. Uma vez que se tratam de
doencas de elevada prevaléncia, € importante para mim obter uma compreensédo profunda
dessas patologias, bem como dos respetivos tratamentos, de modo a procurar estar sempre
na vanguarda do conhecimento relativo a minha area. Assim, penso que a realizagéo desta

dissertacéo contribuiu para me tornar uma melhor profissional da satde. Adicionalmente,
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a curiosidade intelectual que este tema despertou em mim inicialmente, associada ao
profundo interesse que fui adquirindo & medida que a escrita da dissertacdo progredia,
acredito poder vir a continuar a investigacdo deste num hipotético doutoramento. Dado
que, considero ser uma tematica relevante e a ter observado um elevado potencial nestes

novos sistemas, se devidamente explorados.
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