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RESUMO

Intensa pesquisa foi deslocada para
integrar a nanotecnologia no tratamento do
cancer, face aos resultados insatisfatorios
das abordagens terapéuticas tradicionais.
A nanomedicina, campo sobreposto da
nanotecnologia e da medicina, traz uma
série de vantagens sobre a terapéutica
convencional do cancer, incluindo
radiosensibilizagdo, multifuncionalidade,
eficiéncia na entrega de drogas e liberacao
controlada de agentes quimioterapicos.
Dentre as varias frentes de acdo que tém
sido seguidas, também a terapia génica
surge como uma proposta promissora
como suporte ao tratamento do cancer,
podendo ainda se aliar a sistemas
nanoestrutrados para trazer um efeito
sinergético, proporcionando bloqueio de
marcadores metastaticos para aumentar a
expectativa de vida em pacientes com
estadiamento mais avangados.

Palavras-chave: Cancer; nanomedicina;
terapia génica.

ABSTRACT

Intense research has been shifted to
integrate  nanotechnology into cancer
treatment, in the face of unsatisfactory
results  from  traditional  therapeutic
approaches. Nanomedicine, an
overlapping field of nanotechnology and
medicine, brings several advantages over
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conventional cancer therapy, including blocking of metastatic markers to increase
radiosensitization, multifunctionality, the expectation of life in more advanced
efficiency in drug delivery and controlled stage patients.

release of chemotherapeutic agents.

Among the various fronts of action that Keywords: Cancer; nanomedicine; gene

have been followed, gene therapy also therapy.

emerges as a promising proposal as a

support for cancer treatment and may also Data de submissao: 31/10/2022.
combine with nanostructured systems to

bring a synergistic effect, providing Data de aprovagéo: 18/11/2022.

1. INTRODUGAO

O cancer tem sido a segunda causa de morte no Brasil, perdendo apenas para
as doencas cardiovasculares. Segundo dados do Ministério da Saude foram
registrados 626.030 novos casos no ano de 2020. Sabe-se que um a cada trés adultos
desenvolvera algum tipo de neoplasia e a situagdo a nivel mundial ndo € muito
diferente (V). O cancer é caracterizado por uma multiplicacdo acelerada de células
anormais, que, ao atingir um certo volume, comprimem e invadem os tecidos normais
adjacentes, podendo ocorrer metastases a distancia e levar o individuo a morte. Ha,
atualmente, mais de 200 tipos de cancer histologicamente reconhecidos, sendo os
tratamentos mais comuns: cirurgia, quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia e
imunoterapia. Em geral, o paciente com cancer é submetido a duas ou mais formas
de tratamento a depender do estadiamento da doenca e de suas condigdes clinicas
),

Aproximadamente metade dos pacientes diagnosticados com cancer passara
por tratamento com radioterapia, que utiliza feixes de radiagao ionizante para levar as
células cancerigenas a morte @®). A radioterapia tem como objetivo entregar dose
maxima e homogénea a um volume tumoral bem definido e reduzir ao minimo possivel
a dose nos tecidos normais adjacentes ao tumor.

Diante dos problemas adversos gerados pelo tratamento de radioterapia e pelo
fato de alguns tumores serem sabidamente radioresistentes e, por isso, nao
responderem ao tratamento com radiagao, trés frentes de agédo tém sido seguidas
como suporte ao tratamento do cancer: (i) desenvolvimento de técnicas que nao

utilizam radiagéo ionizante, tais como, terapia foto-dinamica ), terapia foto-térmica ©
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6), campos elétricos de tratamento ("), o desenvolvimento de vacinas que estimulam o
sistema auto-imune como forma de defesa do organismo @ °) e a terapia génica que
tem como propdsito a alteracdo de mecanismos que regulam a expressao de genes
sem modificar a sequéncia do DNA, modulando determinadas fungbes bioldgicas de
forma transitoria para tratar alguma enfermidade; (ii) desenvolvimento de novas
drogas cito-protetoras ou radiossensibilizantes para melhorar os resultados do
tratamento combinado de radioterapia com quimioterapia (1% 1); (iii) desenvolvimento
de agentes que melhorem a resposta do tecido tumoral ao tratamento isolado de
radioterapia ('2 13 ou que proporcionem técnicas multimodais para tratar o cancer.
As doencgas associadas ao cancer sdo causadas por diversas mutagoes, em
diferentes genes, relativos a cada tipo de céncer. Isso implica um desafio para a
ciéncia em compreender a dinamica molecular que leva a tais anormalidades
genéticas, que em alguns casos podem ser estimuladas por virus, contaminagao com
produtos quimicos derivados da industria agroalimentar, heranga genética, entre
outros fatores. Ao longo do tempo, muitos estudos relacionados a epigenética
surgiram onde determinados genes podem ser modulados sem alterar estruturalmente
a sequéncia de DNA que os compde ('4 1), Isto resultou no desenvolvimento de novas
terapias para o tratamento de diversas doengcas como neurodegenerativas,
neurologicas devido a traumas de alto impacto, oncoldgicas, transtornos congénitos,
entre outras. Na atual pandemia de COVID-19 algumas das vacinas foram
desenvolvidas sob a abordagem de terapia génica em que se reduz a sintese de
acidos nucleicos para a produgao de anticorpos que permitem bloquear o mecanismo
de internalizacdo do virus via receptores ACE Il ("8) por meio da via de vacinas por
vetor recombinante ('") ou por meio do mecanismo de mMRNA encapsulado (18 19),
Nesse sentido, a terapia génica pode ser classificada como in vivo, ex vivo e in
situ. E considerado ex vivo quando ha retirada de informacao celular do paciente, que
€ modificada para posteriormente ser inoculado com as alteragdes decorrentes da
modulacdo da expressdo do gene alvo do tratamento, como é apresentado no

esquema da Figura 1 0),
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Figura 1. Representacdo esquematica de terapias génicas in vivo e ex vivo.
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Fonte: Vaiserman et al. 20

2. NANOPARTICULAS DE OURO COMO AGENTE
RADIOSENSIBILIZANTE EM TECNICAS MULTI MODAIS
PARA TRATAR O CANCER

Como abordagens terapéuticas tradicionais podem resultar em efeitos
adversos graves, e/ou resultados de tratamento insatisfatorios, intensa pesquisa foi
deslocada para integrar a nanotecnologia no tratamento do cancer. A nanomedicina,
campo sobreposto da nanotecnologia e da medicina, traz uma seérie de vantagens
sobre a terapéutica convencional do cancer, e esses beneficios sdo possiveis devido
as propriedades fisicas e quimicas unicas das nanoparticulas, tais como, tamanho
pequeno, composicdo quimica, grande area de superficie, forma sob medida e
morfologia diferenciada V).

Nanoparticulas de ouro (GNPs, do inglés gold nanoparticles) foram um dos
primeiros sistemas nanoestruturados utilizados no tratamento do céancer, sendo
propostas inicialmente para estudos in vitro por Herold em 2000 ?2) e, desde entéo,
muita pesquisa tem sido realizada no sentido de medir o fator de crescimento de dose

(DEF, do inglés dose enhancement factor) local em fungédo da presenca de GNPs. A
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maioria dos estudos utilizando simulagao computacional mostra um DEF entre 10 a
1000 vezes (2324, Resultados promissores tém sido obtidos em medidas in vitro (25 26)
e também in vivo ?7-28),
E necessaria uma terapia local eficaz contra o cancer para evitar progressao
de tumores, diminuir o desenvolvimento de metastases sistémicas e aumentar a
possibilidade de erradicar a doenga. Em um esforgo para isso, agentes
radiossensibilizantes sao introduzidos para aumentar ainda mais os danos ao tumor,
minimizando a toxicidade do tecido normal. Sdo varios os exemplos e pode-se citar a
Cisplatina e o Docetaxel que estdo sendo usados atualmente como intensificadores
de dose de radiagdo em radioterapia incluindo estudos sinergéticos com GNPs ('), O
foco sera explorar os efeitos da adicdo destes agentes radiossensibilizantes a
plataforma GNP-Radioterapia e testa-los futuramente em ensaios clinicos de fase |
(29), Portanto, uma combinagdo do uso de agentes radiossensibilizantes, como GNPs,
com medicamentos atualmente disponiveis pode ter um impacto significativo no futuro
da radioterapia 0. Para o tratamento do cancer de mama ja s&o relacionadas
aproximadamente 21 tipos de nanosistemas diferentes, capazes de se associarem a
ligantes quimicos tais como anticorpos monoclonais e agentes quimioterapéuticos G").
Nanoparticulas de ouro (GNPs, do inglés gold nanoparticles) séo particulas de
dimensdes nanométricas (diametro menor do que 200 nm), compostas por atomos de
ouro (numero atdmico Z = 79), e alvo de extensas investigagbes para potenciais
aplicagbes no tratamento do cancer usando radiagdo ionizante (32 33), Nanoparticulas
metalicas tém o potencial de aumentar a dose entregue no tumor principalmente
devido a maior se¢cao de choque para absorcao fotoelétrica em relagcdo ao meio
bioldgico, levando a uma grande geracédo de elétrons secundarios que amplificam
significativamente a morte celular. 4 Portanto, marcar o tumor com GNPs traz
vantagens terapéuticas na radioterapia conformada, pois ha aumento da dose no
tumor, podendo-se com isso reduzir as doses prescritas e, consequentemente, os
danos ao tecido saudavel circundante.
As GNPs séao sintetizadas em varios formatos como ilustrado na Figura 2 e
fornecem uma plataforma quimica flexivel para incorporacao de varios esquemas para
localizar a dose no tumor devido a possibilidade de se produzir propriedades

funcionais desejaveis. Combinado com os avangos tecnoldgicos na instrumentagao
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utilizada para gerar radiagao ionizante, a introdug¢do de GNP produz um aumento

significativo da dose especifica no tumor em comparagdo com a dose recebida pelo

tecido normalmente durante um tratamento por radioterapia.
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Figura 2. Formatos em que sao sintetizadas as nanoparticulas de ouro.
Fonte: Gharibkandi et al. 34 (adaptado).

3. EPIGENETICA E TERAPIAS GENICAS

A modulacado da expressao génica vem sendo estudada ha quase um século,
principalmente em um ramo da biologia conhecido como a biologia do
desenvolvimento, que posteriormente levou a abordagem da epigenética como uma
maneira de entender se a modulagao da expressao é produzida pela exclusividade da
programagao do codigo ou existem processos adaptativos nos quais essa
programacao é contextualizada. Os mecanismos epigenéticos atuam em varios niveis
de organizagao, incluindo regulagéo direta da fungédo génica ou modulagao da sintese
de proteinas especificas, regulacédo da diferenciagdo celular pela modificagédo da
transcricdo de RNA em proteinas, a regulagdo de fungdes e distribuicdo topografica
dentro de proteinas. Varios modelos, baseados em certas hipéteses, foram propostos
(14,15 Por exemplo, Waddington (renomado geneticista e embriologista britanico) foi
o primeiro a introduzir o termo epigenética e seu chamado modelo de paisagem
epigenética considerava a diferenciagao celular como uma pirdmide invertida onde a
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base da piramide é formada por células diferenciaveis com potencial ilimitado sendo
essa capacidade restrita como resultado de alteragdes funcionais nos genes das
células. No final da piramide, as células perderiam todo esse potencial prospectivo.
No entanto, Waddington ndo foi tdo especifico na definicAo da epigenética e
finalmente sugeriu que a epigenética esta sujeita a “todos aqueles eventos que levam
ao desdobramento do programa genético para o desenvolvimento do organismo” (19)

Em 1975, quando os modelos de metilagdo do DNA foram propostos, ndo havia
evidéncias experimentais para provar isso. No entanto, o modelo de propagacéao para
a inativagao do cromossomo X propds que a metilagao fosse a causa de tal inativagao
(35, 36)_

A biologia do desenvolvimento e a metilacdo do DNA tornam-se dois elementos
condicionantes para a modulagdo da expressao génica. A primeira esta diretamente
associada a hereditariedade e a segunda as limitagbes para a transcrigdo génica 7).
Sob esses critérios é possivel afirmar que a diferenga entre genética e epigenética se
baseia principalmente no fato de que as mudangas produzidas na genética séo
irreversiveis e regidas pela sequéncia imposta do DNA durante o desenvolvimento de
um organismo e o ambiente ndo modifica o gendtipo, nem a heranca adquirida.
Enquanto na epigenética, a sinalizagdo e a comunicagédo celular podem produzir
mudancas reversiveis que podem se tornar hereditarias (14 35 36.38) Em resumo, as
alteracgdes epigenéticas podem incluir modificagbes quimicas no DNA ou RNA como
a metilagdo ou também associadas as proteinas constituintes das histonas (9,
também a entornos de degradagao de mRNA por meio de microRNA, com sequéncias
de cerca de 22 nucleotideos, assim como a incorporacao de variantes de histonas que
alteram a conformacg&o da cromatina (38),

Caracteristicas fisiopatoldgicas complexas e multifatoriais envolvendo fatores
genéticos e adquiridos permitiram o desenvolvimento de terapias génicas
experimentais para o tratamento do glaucoma. Em pelo menos 20 anos, inumeras
plataformas de terapia génica demonstraram consideravel potencial de tradugdo em
ensaios experimentais. Alguns dos estudos se concentram na neuroprote¢cdo ou
regeneragao axonica devido ao glaucoma. O sistema nervoso central de um mamifero
adulto tem uma baixa capacidade regenerativa em que a degeneragido neuronal é

essencialmente irreversivel %, Os axonios degenerados perdem a capacidade de

o0

Instituta
@ Mario Penna m
i, Penpin o gl



1STEDITION | VOLUME 1 | ISSUE 1 il

2022, AUGUST - DECEMBER | J Q u rna |
transportar o estimulo e, portanto, gradativamente, tanto sua extensao quanto a
cobertura ou mielina sdo fortemente afetadas. Portanto, os neurénios perdem a
capacidade de estabelecer sinapses com o alvo. Varios fatores parecem inibir a
regeneragdo do Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo fatores celulares
intrinsecos e extrinsecos “% 41), Os fatores intrinsecos incluem a auséncia ou baixos
niveis de certos genes que inibem o crescimento do axbnio devido a existéncia de
outros genes no SNC adulto “?. E os fatores extrinsecos sdo basicamente
governados pela existéncia de células gliais como astrocitos e oligodendrécitos que

atuam como inibidores do crescimento axénico.

Células Schwann reativas
(b)

=S
(c) Brotos regenerativos

Figura 3. Degeneracéao e regeneragao do dano axdnica do nervo periférico.
Fonte: Ramburrun et al. 43

Uma proposta de terapia génica para o Glaucoma se concentra no uso de um
vetor Adeno-Associado recombinante (rAAV) que foi projetado para o tratamento da
amaurose congénita de Leber. O medicamento LUXTURNA foi aprovado como um
novo tratamento de terapia génica nos Estados Unidos, Unido Europeia e Brasil para
doengas oculares “9). A Figura 3 mostra a modulagdo de um alvo para o qual se

destina a regeneragao axonica.
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4. TERAPIA GENICA NO TRATAMENTO DO CANCER

A terapia génica como descrita acima pode ser resumida como a administragao
de material genébmico em um tecido biolégico hospedeiro com a finalidade de modificar
a expressao de um gene ou alterar as propriedades biolégicas das células em um
sentido terapéutico. Inicialmente, o principal objetivo das terapias génicas era tratar
doengas genéticas e, aos poucos, foi se reposicionando para o tratamento de
disturbios com diversos padrdes, tanto hereditarios quanto adquiridos. Por mais de
trés décadas, o avango das tecnologias de engenharia genética tem facilitado o uso
de terapias génicas para a prevengao e manejo de algumas doencas intrataveis. Até
o momento, mais de 3.000 genes associados a mutagdes causam doencgas e cerca
de 2.600 genes sao alvo de estudos em testes de terapia génica para o tratamento de
diversos disturbios “4. Podemos dividir os vetores de terapia génica em dois grandes
grupos: vetores nao virais e vetores virais. Os vetores ndo virais, por sua vez, sao
classificados por métodos fisicos e quimicos. Nos métodos fisicos podemos encontrar
a transferéncia génica por bombardeamento do DNA e eletroporacdo da membrana
celular 549, Nos métodos quimicos ndo virais € frequente o uso de vetores
sinergéticos baseados em polimeros catidnicos ou lipidios catibnicos, o que
enfraquece as barreiras inibitérias na modulagcédo de expressdes de algum gene que
limitam as fungbes e mecanismos celulares (0-53), Na entrega de vetores baseados
em lipidios catidnicos, estdo incluidas vesiculas extracelulares e lipossomas. O uso
de nanoparticulas inorganicas também fazem parte de métodos quimicos nao virais,
como € o caso de sistemas inorganicos de uma unica nanoparticula de ouro, prata ou
sistemas nanoestruturados, como 6xido de ferro e alguns sais ). Os vetores virais
usados na terapia génica sado baseados em matrizes de adenovirus associados,
adenovirus, lentivirus e mecanismos recentemente conjugados quimicamente para o
transporte de mRNA viral encapsulado em lipossomas (55-57),

No caso especifico dos tratamentos oncolégicos, a morte celular das células
malignas torna-se a via mais importante para alcangar, pelo que, a supressao da
expressdo de genes que modulam a morte celular configura-se como o principal
objetivo da terapia génica 7). Varias abordagens para a terapia génica foram
desenvolvidas para o tratamento do cancer, incluindo terapia anti-angiogénica, terapia
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génica suicida, imunoterapia, terapia com siRNA, terapia génica pré-apoptotica,
viroterapia oncolitica e terapia génica enzimatica 8. O uso da Terapia com Células T
CAR (Receptor de Antigeno Quimérico - CAR) tem se posicionado com resultados
muito promissores com foco na terapia imunogénica. E o caso do Kymriah, aprovado
em 2017 pelo FDA dos Estados Unidos (Administracdo de drogas e alimentos dos
Estados Unidos), para o tratamento da leucemia linfoblastica, que utiliza um marcador
alvo CD19-especifico expressado em células B e tratado com células T CAR
conjugada com um vetor lentiviral 5%-61) A administragdo do medicamento é realizada
por procedimento ex vivo.

A viroterapia oncolitica baseia-se na competicao pela proliferacdo de células
infectadas com virus oncoliticos que modulam o gene supressor p53 que controla a
funcao apoptética e que em células malignas atua de forma recombinante ativando a
morte das células tumorais. Um exemplo desse tipo de tratamento € o uso do
Gendicine, um vetor adenoviral para a modulacao do fator p53 para administracao in
vivo, destinado a pacientes com carcinoma escamoso de cabeca e pescog¢o aprovado
pela Agéncia Chinesa de Alimentos e Medicamentos em 2003 (62.63),

Uma das principais complicacdes derivadas do cancer em estagios avancados
e de mau prognostico sdo as metastases. Atualmente, um grande numero de
expressoes de microRNA tem sido identificado na base do Cervical Cancer Genome
Atlas (TCGA) como potenciais marcadores de linfonodos metastaticos que
basicamente deixam um sinal para seu rastreamento ©%). Este fato abre as portas para
o desenvolvimento de biomarcadores que caracterizem os mecanismos de evolugao
das metastases linfonodais neste tipo de cancer e o desenvolvimento de tratamentos
clinicos de terapias génicas alvo (%), Qutros estudos para o efeito antitumoral de
metastases cerebrais de tumores primarios de mama foram desenvolvidos em um
modelo animal com camundongos Sprague-Dawley (SD) de trés semanas de idade,
nos quais células da linhagem MDA-MB-231Br-Luc foram implantadas
intracranianamente, onde o mapeamento metastatico foi monitorado por 35 dias. O
gene CXCR4 foi amplificado em seus sitios de restricdo primarios e recombinado com
um vetor Lentivirus. O resultado final do tratamento de clonagem realizado em células-
tronco mesenquimais (MSC) extraidas de um rim embrionario humano seriam aquelas

que finalmente conteriam LVCXCR4 Por meio de técnicas de tratamento de isolamento
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e separagao, obtém-se os exossomos que serao utilizados para o estudo antitumoral.
Os resultados deste estudo com fator de significancia p<0,05 mostraram uma melhora
do efeito antitumoral no grupo de camundongos tratados com ExoCXCR4-TRAILL gm

relagao ao grupo controle tratado apenas com exossomos derivados de células-tronco

MSC sem recombinagéo do gene CXCR4 e o lentivirus LV (©9),

5. DISCUSSAO E PERPECTIVAS FUTURAS

O tratamento de doengas tragicas, principalmente o cancer, € um grande
desafio e uma boa alternativa se vislumbra no horizonte através do uso de terapias
combinadas entre terapias génicas, quimioterapias, imunoterapia e radioterapia. Uma
possivel aplicagao do uso de fontes radioativas concentra-se no desenvolvimento de
radiobiomarcadores que permitem o rastreamento em tempo real da atividade
isotopica acoplado ao biomarcador encapsulado em microvesiculas ou lipossomas.
Isso ajudaria a entender a evolugdo do cancer em pacientes com baixo prognostico
de vida. Outro aspecto importante revisado nas terapias génicas concentra-se na
possibilidade de estabelecer a reversibilidade da modulagdo na expressao génica de
uma determinada fungéo celular inibida. No caso da radioterapia, seja por uso externo
de fontes emissoras de radiagao, seja por inoculagao direta de fontes in situ e in vivo
ou sistémicas de rastreio metabdlico, as nanoparticulas inorganicas de alto numero
atdmico tornam-se potenciais fontes secundarias para aumentar o bombardeio do
DNA por interagéo direta, o que aumentaria a morte celular por efeito necrético ou
apoptético ©7),

As barreiras celulares inatas devido ao controle de mecanismos inibitorios na
regulacédo da expressao génica, podem ser mais suscetiveis a agdo de tratamentos
quando, ancoradas em nanoparticulas ou sistemas nanoestruturados, puderem ser
internalizadas mais facilmente, gerando o efeito da eletroporagdo nas membranas,
aumentando o fluxo endégeno nesses tratamentos. Finalizando, o uso de microRNA
para bloquear marcadores metastaticos surge como uma proposta promissora para
aumentar a expectativa de vida em pacientes com estadiamentos mais avangados.

Um efeito permanente ou transitorio para o bloqueio das metastases com terapias
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génicas permitiria tentar a inativacdo da doenga por meio de outros tratamentos

combinados, alcangando melhores resultados no controle tumoral em pacientes com

poucas expectativas de vida.
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