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RESUMO

Introducdo: O glioblastoma é o cancer maligno mais comum do sistema nervoso central e tem
um prognéstico sombrio. Normalmente, a sobrevida global média é de 15 meses com tratamentos,
como resseccdo cirdrgica, radioterapia e quimioterapia com temozolomida. No entanto, as
principais razdes para a falta de melhora na sobrevida do paciente séo a baixa entrega do
medicamento no local do tumor e a sensibilidade inadequada do tumor. Nesse sentido, as
nanoparticulas estdo sendo consideradas como uma nova abordagem. Séo pequenos (1-100
nm), mas possuem grande drea superficial, o que aumenta a solubilidade e a biodisponibilidade
dos fadrmacos, favorecendo a difusdo através da barreira hematoencefdlica, aumentando a
solubilidade dos fdrmacos hidrofébicos e garantindo uma distribuicdo homogénea no tumor.

Objetivo: Avaliar se a nanotecnologia pode melhorar o prognéstico de espécimes e
pacientes com glioblastoma.

Método: Revisdo integrativa da literatura de acordo com o protocolo PRISMA, com foco em
artigos publicados nos Gltimos 10 anos.

Resultado: Vinte e sete artigos pré-clinicos foram incluidos. Discussdo: Foram encontradas
nanoparticulas de ferro e ferritina, nanoparticulas de éxido de ferro, nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro, nanoparticulas de magnetita e outras. As
nanoparticulas tém demonstrado sua importancia no tratamento do microambiente tumoral
e na facilitacdo da penetracdo do férmaco em concentracdes eficientes através da barreira
hematoencetfdlica. A imunoterapia fototérmica mediada por nanoestrelas de ouro plasménico
e o 4cido latico-co-glicélico tém se mostrado terapias promissoras para o glioblastoma.

Conclusdo: A identificacdo do fédrmaco mais eficaz e a funcionalizacéo étima da
nanotecnologia ainda é um desafio. Estudos com maior significancia estatistica sdo
necessdrios para futuros ensaios clinicos.

PALAVRAS-CHAVE: Nanotecnologia. Glioblastoma terapéutico. Revisar.

Mensagem central
Em relacdo ao fratamento néo cirdrgico
do glioblastoma, hé radiacéo externa,
quimioterapia,  radioterapia,  terapia
térmica, prolongamento da sobrevida em
2 anos in vivo/vitro, e nanotecnologias,
com sinais de melhor penetracéo da
barreira hematoencefdlica. Essa barreira
limita o entrada de drogas, assim como
o edema peritumoral do microambiente,
que estd associado a alteracoes
neurolégicas e pode ser tratado com
agentes antiangiogénicos de alto custo.

Perspectiva
Desenvolver e
abordagens pode ser  desafiador
e demorado. No entanto, ferapias
promissoras como a imunoterapia
fototérmica mediada por nanoestrelas
de ouro plasménico e PLGA, mostram
potencial quando associadas a vdrios
medicamentos quimioterdpicos. Apesar
dos resultados promissores em estudos

promover novas

in vifro e in vivo , mais pesquisas com
testes pré-clinicos padronizados séo
necessdrias.

ABSTRACT

Introduction: Glioblastoma is the most common malignant cancer of the central nervous
system and has a gloomy prognosis. Usually, the median overall survival is 15 months with
treatments, such as surgical resection, radiotherapy and chemotherapy with temozolomide.
However, the main reasons for the lack of improvement in patient survival are the low drug
delivery at the tumor site and inadequate tumor sensitivity. In this regard, nanoparticles
are being considered as a novel approach. They are small (1-100 nm), but have a large
surface area, which increases the solubility and bioavailability of drugs by favoring diffusion
through the blood-brain barrier, enhancing the solubility of hydrophobic drugs and ensuring
a homogeneous distribution in the tumor.

Objective: To evaluate whether nanotechnology could improve the prognosis of specimens
and patients with glioblastoma.

Method: Integrative review of the literature according to the PRISMA protocol, focusing on
articles published in the last 10 years.

Result: Twenty-seven pre-clinical articles were included. Discussion: Iron and ferritin
nanoparticles, iron oxide nanoparticles, superparamagnetic iron oxide nanoparticles, magnetite
nanoparticles, and others were found. Nanoparticles have demonstrated their importance in
addressing the tumor microenvironment and facilitating drug penetration at efficient concentrations
through the blood-brain barrier. Plasmonic gold nanostar-mediated photothermal immunotherapy
and the lactic-co-glycolic acid have shown to be promising therapies for the glioblastoma.

Conclusion: The identification of the most effective drug and the optimal functionalization
of nanotechnology is still a challenge. Studies with greater statistical significance are needed
for future clinical trials.

KEYWORDS: Nanotechnology. Glioblastoma, therapeutics. Review.
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Artigo de Revisdo

INTRODUCAO

glioblastoma (GBM), o céncer maligno do

sistema nervoso central mais comum, afeta

18.500/100.000 pessoas anualmentel
com correlacdo de 3:1. Pode ser classificada em 4
graus de agressividade, com diferentes vias e mutacdes:
cléssica, mesenquimal, proneural e neural. Sua dlta
heterogeneidade o distingue como tumor primdrio ou
secunddrio, com caracteristicas variadas evoluindo
idade, localizacdo e responsividade as terapias.?
O GBM ¢é responsdvel por 47,7%-65% dos tumores
cerebrais malignos e 82% dos gliomas malignos2, e
apenas 5,6% dos pacientes sobrevivem até 5 anos
apés o diagnéstico.® A sobrevida global mediana com
tratamento é de 15 (12-18) meses4,5 e sem tratamento
é de 3 meses.’

Depésitos micrometastdticos em tecidos normais
tornam a abordagem cirdrgica insuficiente. Nos Estados
Unidos, 24.000 glioblastomas e 50.000 metdstases
cerebrais s@o ressecados anualmente com margens
cirdrgicas positivas. Além disso, o GBM tende a recorrer
2 cm dentro da drea de resseccdo original (90%).6

Em relacdo ao seu tratamento néo cirirgico, existem:
radiacGo  externa,  quimioterapia,®  radioterapia,’
terapia térmica, prolongando a sobrevida em 2 anos
in vivo/Vvitro® e nanotecnologias, com sinais de melhor
penetracdo da barreira hematoencefdlica (BHE).” A
BHE limita a entrada da droga*, assim como o edema
peritumoral do microambiente, que estd associado a
alteracdes neurolégicas e tratado com antiangiogénicos
de alto custo.”

Na quimioterapia, a temozolomida (TMZ) apresenta
falha local,” enquanto a lomustina e a carmustina podem
causar mielossupressdo, fibrose pulmonar e toxicidade
hepdtica.* Além disso, a terapia medicamentosa
Unica pode causar resisténcia e tolerdncia, permitindo
metdstase ou recorréncia.®

As nanoparticulas (NPs) estdo sendo estudadas
como uma abordagem inovadora e com dlta
versatilidade. Eles sdo pequenos (1-100 nm) com uma
grande drea de superficie, aumentando a solubilidade
e a biodisponibilidade do medicamento, melhorando a
difusdo do BBB e aumentando a solubilidade hidrofébica
dos medicamentos?, gerando distribuicdo homogénea
dentro do tumor.®> NPs podem aumentar a meia-vida dos
medicamentos por meio de encapsulamento, liberacdo
prolongada e fixacdo direcionada ao local do tumor.*

Assim, esta revisdo teve como objetivo avaliar se
a nanotecnologia poderia melhorar o progndstico
de espécimes e pacientes com glioblastoma em uma
revisdo sistemdtica buscando melhora no prognéstico do
glioblastoma.

METODO

As plataformas PubMed, Embase e Cochrane foram
pesquisadas em julho de 2022. Os critérios de inclusdo
foram estudos in vitro e /ou in vivo envolvendo animais ou
humanos, publicados nos Gltimos 10 anos. Os modelos
xenogrdficos foram excluidos devido &s suas limitacdes.
Os termos de busca utilizados foram "glioblastoma",

C

"terapia" e "nanomateriais". Foram utilizados os termos
mesh e o operador booleano para combind-los aos
seus termos associados. Nenhum filtro foi aplicado.
O processo de triagem foi realizado por dois autores
duplo-cegos (Oliveira JA e Martins KO) (Figura). Os
dados foram coletados por 4 autores e verificados por
um. Néo foram adicionadas limitacdes aos resultados,
considerando a diversidade dos nanomateriais, de modo
que seus efeitos em sujeitos pré-clinicos (Figura).
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FIGURA — Fluxograma de triagem do PRISMA

RESULTADO

Foram encontrados 225 artigos. A maioria em inglés
e publicada em 2015 (intervalo: 2015-2022); 14 foram in
vitro, 9 in vivo e 4 avaliaram ambos. Vdrias nanoparticulas
foram abordadas, desafiando comparacdes. A Tabela
fornece as caracteristicas basais do estudo.

O protocolo de administracdo e as caracteristicas da
populacdo podem influenciar o desfecho, uma vez que
o crescimento e a agressividade do GBM podem variar
entre os sexos. Nos animais, a idade afeta a linha de
base da imunidade e os niveis hormonais, o que pode
afetar a evolucdo do GBM. O inicio da adolescéncia
em animais (4-18 semanas) e a idade avancada (65
anos) em humanos sdo relevantes devido ao aumento
do risco de GBM. Além disso, os principais pardmetros
sdo o volume do tumor, o prognéstico, para avaliacdo
da resposta aguda, e a avaliacdo néo invasiva, para
avaliacdo do tumor.* A maioria dos artigos carecia de
informacdes sobre idade, sexo e volume tumoral.

DISCUSSAO

Nanoparticulas de ferro e ferritina

A combinacdo de nanomateriais (NM) para
medicamentos (D-NPs) entregues por meio de uma
técnica de pressdo hidrostética, denominada entrega
aprimorada por conveccdo (CED), estd sendo estudada.
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TABELA — Principais caracteristicas e detalhes dos

no de publicar

artigos selecionados

Medicamento(s)

Tipo de NPs

ipais resultados

Strohbehn G, et al. 2015'

Rego G, etal. 2019°

Stauffer PR, et al. 2020¢

Zhang Y, et al. 2015"

Mu Q, etal. 2015™
Norouzi M, et al. 2020
Gupta R, Sharma D. 2019*
Oleshkevich E, et al. 2019

JS jovem, et al. 2018
Alizadeh D, et al. 2018"

Ouyang M, et al. 2016"

Arshad A, etal. 2015"

Saucier-Sawyer, et al. 20152

Norouzi M, et al. 20182

Tseng YY, et al. 20162

Carvalho IC, et al. 20212

Juthani R, et al. 20197

Zhang |, etal. 2020%

C

Imagem da entrega de nanoparticulas
de PLGA que penetram no cérebro -
usando ressonancia magnética

Avadliacdo terapéufica da hipertermia
magnética ufilizando nanoparticulas

de 6xido de ferro revesfidas com -
Fe304-aminosilano em modelo animal

de glioblastoma

Viabilidade de implante de baldo
removivel para aquecimento simultaneo

de nanoparticulas magnéicas e -
braquiterapia HDR de cavidades de
resseccéo de tumores cerebrais

Nanoparticulas de rede metal-fendlica
versdteis para terapia combinada

Tamanho: 70nm; 3
doses: 0,02,0,1 e
0,5mg.

100uL de NOFs na
concentragdio de
5mg/ml

Tamanho: 130nm;
Concentracdo de
ferro: 171 mg / ml

) P DOX -
muliialvo e tracado por ressondncia
magnéfica em glioblastoma
Nanoparticulas de paclitaxel estaveis e 5 o
el paciioxs Ciclodextrina e CTX
eficientes para terapia direcionada de o PTX Tamanho: 44nm.

glioblastoma

Nanoparticulas de éxido de ferro
carregadas com doxorrubicina

para ferapia de glioblastoma: uma
abordagem combinatéria para entrega
aprimorada de nanoparticulas

Biofuncionalizacdo de nanoparticulas

de magnetita com esteviosideo: efeito
sobre o famanho e comporfamento -
térmico para uso em aplicagdes de
hipertermia

Combinagéo de nanoparticulas
magnéficas e aglomerados de

boro icosaédrico em nanohibridos -
inorgdnicos biocompativeis para

terapia do cancer

Entrega Aprimorada por Conveccéo
de Nanoparticulas Poliméricas

Doxorrubicina

Tamanho: 51,8 £
1,3 nm.
Concentragéo de
DOX livre: Tug/mlL

Tamanho: <100nm.

NPs de PLGA de

copolimero

Oxido de ferro
revesfido com Fe304-
aminosilano

NPs magnéticos de
6xido de ferro

GA/FE2+ NPs

NPs magnéficos de
6xido de ferro

NPs magnéficos de
éxido de ferro

NPs de magnefita
revestidos com
esteviosideo

Nanoparticulas
magnéticas
revestidas com
m-carboanilpfosfinato

. ) C cdo de Nanoparticulas de
Encapsulando Quimioterapia em T™MZ TMZ: Smg/kg/ "
Caninos com Tumores Supratentoriais dose'
Espontaneos :
€5e |munoe.s|.|mu|udo.r CROETELEES Oligonucleotideos Nanotubo de carbono
de carbono inibe selefivamente a L
P p . . CpG de parede Gnica
migragéo de células tumorais cerebrais
Doses mefrondmicas de temozolomida
aumentam a eficcia da i pi Ol id :OS; (Ije }’:‘Ji Zfr Nanotubo de carbono
com CpG de nanotubos de carbono TMZ e CpG 9/ 9 P de parede Gnica
e camundongo
em um modelo de glioma invasivo
Dose de carboplatina
Entrega aprimorada por conveccdo de Z‘::] :):‘Ig/ el
nanoparticulas de carboplatina PLGA ~ Carboplafina Carbo iaﬁna PLGA NPs
para o fratamento de glioblastoma fluoressenie NP:
1mg/ml; 5ul volume.
Entrega sistémica de nanoparticulas
poliméricas direcionadas & barreira ot PLA-HPG-AD
hematoencefdlica aumenta a enfrega
ao fecido cerebral
Nanofibras carregadas de salinomicina Tl 9
el gﬂoblusbmu Sali 42nm sem Salie 170 Nanofibras de PLGA
+ 57nm com Sali
Quimioterapia concomitante de glioma
maligno em ratos usando membranas Tamanho: 375-
nanofibrosas biodegradaveis Ee 1200 nm LGRS
carregadas com méltiplas drogas
Notheranostics através de entrega
direcionada a mitocéndrias com
B pep'lfiomlr?ehcos DOX - Nanoestrutura hibrida*
fluorescentes para inducéio de
apoptose de células cancerigenas
cerebrais
Nanoparticulas de silica de casca de
nicleo ulirapequeno para entrega NPs de sflica coe-
precisa de medicamentos em um Dasatinibe - shell fluorescente

modelo de tumor cerebral maligno
de alio grau

Modulagéio Nanoterapéufica
de Células Neurais Humanas e
Glioblastoma em Organoides e
Monoculturas

ultrapequena

Poliglicerol dendrifico
(dPG)-Cy5 ou

sulfato de poliglicerol
dendritico (dPGS)-Cy5
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Linha de células gliais humanas SVG
p12 e linha de células-ronco neurais
humanas ReNCell (Millipore)

In vitro: cultura de células Cé.
In vivo: Dez ratos Wistar de 10 meses
de idade aplicados com células C6.

Camundongos nus injefados com
células UB7MG marcadas com
luciferase (6 grupos diferentes)

Células GBM humanas SF-753 e
U-118 MG

Células endoteliais de microvasos
derivadas do cérebro de
camundongos bEnd.3, MDCK-MDR1
e células humanas U251 GBM.

Linha celular de glioma C6 de rato

Células endoteliais do cérebro humano
e linhagem celular GBM multiforme
A172

10 cdes de estimagéo com tumores
intracranianos espontaneos

Linha celular GL261 e células KR158B
que expressam luciferase

Camundongos C57BL/6 fémeas
implantados com linhagem celular
GL261 e células KR158B que
expressam luciferase

In vitro — pequenos animais: Linhagens
celulares de céincer GBM invasivas.

In vivo — pequenos animais: Ratos
Wistar machos adultos.

In vitro: Células endoteliais do cérebro
de camundongo imortalizadas bEnd.3
e células de glioblastoma humano
imortalizadas.

In vivo: Camundongos nus afimicos
com 8 semanas de idade injetados
com células de glioma U87
intracranianas

Células de glioblastoma humano U251

40 ratos wistar adulios com glioma C6

Linha celular HEK 293T e U-87MG

Suspensdes unicelulares mGBM
derivadas de RCAS /iv-a GBM murino

Células de glioblastoma humano
U251N e microglia humana HMC3

Menos toxicidade, pode ser co-
Iminisirado e permite o
por ressondncia magnéica do parto.

A aplicacdo de THM com infensidade
e frequéncia ideais de FMA pode ser
diminuida.

O baldo fornece calor uniformemente,
em comparacdo com outros cateferes
molfiplos, ao leito do fumor ao redor da
cavidade de resseccéo do tumor cerebral.
Pode melhorar a sobrevivéncia e a
qualidade de vida.

A concentracéo de DOX no nicleo
aumentou gradualmente e inibiu a sinfese
de DNA. O crescimento do tumor foi
inibido nos camundongos fratados.

A morte de células fumorais por
IONP-PTX-CTX melhorou a poténcia

do PTX contra as células tumorais,
independentemente da resisténcia ao PTX
& da expressio de MGMT.

O NP facilita a entrega de medicamentos
nas células cancerigenas. Maior morte
ellinduzida por apoptose, inibicéo da
proliferagdo e inducéo de ROS em
células U251,

O uso de esteviosideo melhorou a
captacdo celular e aumentou o tempo de
retengéo de NPs.

Atecnologia é capaz de afingir as
células tumorais, sem danificar as células
normais adjacentes. Sem grandes sinais
de foxicidade

O procedimento foi seguro e houve
70% de acurécia. A CED é imporfante e
precisa ser mais estudada.

SWCNT/CpG é imunoestimulante por si
56, interferindo na atividade pré-tumoral.

Ainjegdo infracraniana Gnica de
baixa dose de SWCNT / CpG-1
erradicou gliomas GL261 em 50-60%
dos camundongos. A sobrevida foi
melhorada.

Foi encontrada alta retencdo tecidual
da droga, o que poderia possibilitar a
reducéio da frequéncia de dosagem.
Limitacdo: apenas locais peritumorais
direcionados de recorréncia tumoral.

Néo conseguiu aumentar a sobrevida,
mas o acimulo de drogas no cérebro
foi ofimizado.

50% das células tumorais sofreram
apoptose em 48 horas. O PLGA sozinho
ndo induziu citotoxicidade nas células.
Com Sali foi observada citotoxicidade e
nenhuma proliferacgo das células.

Observou-se redugdio significativa do
risco de mortalidade, do volume tumoral e
da malignidade tumoral.

Menor toxicidade sistémica e menos
efeitos colaterais foram observados.

Os cdofs podem ser um NP promissor
para a enfrega de férmacos, mesmo
aqueles com alta foxicidade sistémica,
para superar detalhes técnicos.

Ao modular a afivagéo microglial, o

biente do tumor & lad
Eles afetam o estresse celular e a funcéo
organelar, mas mais pesquisas precisam
ser feitas em células neurais humanas. O
dPGS néio é citotéxico para as células
neurais humanas.
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Nanoparticulas de poli(p-
fenilenovinileno) modificadas com
anfiEGFRVIII para terapia especifica de
glioblastoma

Liang Y, et al. 20212

Neutréfilo entregue Titania oco coberto
nanossensibilizador luminescente
persistente para quimioterapia
aumentada Ultrosound / imuno
glioblastoma terapia

Paclitaxel e

" 7
LiY, etal. 2021 anticorpo anfi-PD-1

Uma nanoestrutura de lipossomas
de epirrubicina de direcionamento
funcional duplamente modificados com

Zhang CX, et al. 2015% 3 s N Epirrubicina
aminofenil glicose e pentapeptideo
ciclico usado para fratamento de
glioblastoma cerebral
Nano imunoconjugados permedveis a-CTlA-4 e

Galstyan A, efal. 20197 & barreira hematoencefélica induzem a-PD-1 anficorpos

Y respostas imunes locais para ferapia e anticorpos 28.5nm

de glioma relacionados

Imunoterapia fototérmica mediada

por nanoestrelas de ouro plasménico Anficorpo anti-
para ablagéo de tumores cerebrais e PD-L1
meméria imunolégica

Liv Y, etal. 201930

Nanoencapsulacdo camada a
camada de camptotecina com CPT
afividade aprimorada

Parekh G, et al. 201431

Entrega direcionada de citocromo C
nanoparticulado em células de glioma
através do transportador de folato
acoplado a prétons

Kucheryavykh YV, et al. 201932 FA-CytC -

Nanoparticulas mulficarregadas

responsivas ao ulirassom para

quimioterapia combinada e Nutlin-3a -
fratamento piezoelétrico de células de

glioblastoma

Pucci C, et al. 202233

Nanofitas de grafeno como agente
de liberacdo de férmacos para
terapia mediada por lucantona de
glioblastoma multiforme

Chowdhury, et al. 201434 Luc -

Tamanho: 109nm

Tamanho: 28.0-

Tamanho: 12nm

Tamanho: 160nm

PPVN-A conjugado
modificado anti-
EGFRVIIl

Nanosensibilizador
fornecido por neutréfilos

DSPE-PEG2000-Glu e
DSPE-PEG2000-cRGD

NICs com PMLA

Nanoestrelas
plasménicas de ouro

Montagem camada a
camada de heparina
e bloco-copolimero
de poli-L-lisina e
poliefilenoglicol

FA-PEG-PLGA-S-S-Cyt
< NPs

P funcionalizado com
ApoE (VDF-TFE)

Nanofitas de grafeno
oxidado revestidas com
PEG-DSPE

Camundongos fémeas nus BCLB/C
injetados com células LN229
superexpressas em ECFRvllI

Camundongos injefados com células
tumorais GL261

In vitro: Células de glioblastomas U251
humanos e células endoteliais da veia
umbilical humana.

In vivo: Camundongos nus portadores
de glioblastoma.

Camundongos portadores de GL261
GBM infracraniano

Camundongos fémeas de 6 12
semanas com linha celular de glioma
CT-2A

Células GBM do cérebro de rato
CRL2303

GI261, U-87 A172 células de glioma e
asfrécitos primarios cultivados

Linhas celulares T98G, U251MG,
U87MG GBM

Linhagem celular U251 e CG-4

A caracteristica fluorescente do PN
permite a identificacdo dos limites do
tumor durante a cirurgia. As ROS geradas
podem matar as células marcadas e as
células negativas EGFRVII circundantes.

O GBM primério foi eliminado e as
metdstases foram inibidas, aumentando
o tempo de sobrevida. Além disso, a
meméria imunolégica foi criada e pode
ser considerada um fator profetor.

As células GBM e no cérebro GBM
foram destruidas. O uso de lipossomas foi
importante para alcancar os resultados.

Sobrevida prolongada, aumento da
resposta imune sistémica, incluindo
citocinas de células T e maior imunidade
antitumoral foi observada. Ele franspde
0 BBB e melhora o sistema imunolégico
cerebral.

Os camundongos estavam curados e a
meméria anticancer foi observada, sendo
comparada a uma "vacina anficéncer”
pelos autores.

Apbs 40h foi observada ruptura das
membranas celulares e necrose celular. O
crescimento celular, independente do CPT,
foi interrompido em 16h. Foi observada
diminuicio do tumor em 30% apés 40h
em NPs confendo CPT.

Reducéo da exposicdo dos tecidos
saudéveis a medicamentos. Pode ser
usado em alguns gliomas. A morte celular
do glioma foi de 40% nas linhagens
celulares GL261 e 30% nas linhagens
celulares A172.

O pH pode interferir na liberagéo

de nutlin-3a, que ndo é genotéxica.
A exposicdo ao ulirassom reduziu a
migragdo celular e a capacidade de
invaséio e causou eventos apoptdficos
& necroticos.

Atoxicidade de Luc foi diminuida em
~30 e 40% em células U251 e APE-1
superexpressando U251, em comparagéo
com o medicamento livre. Nenhuma
toxicidade foi observada nas células

CG-4 com o composto, mas a droga livre
foi téxica. A morte celular foi aumentada
pelo NP carregado usado.

Legenda: Campo magnético alternativo (FMA); biodegradéavel 1,3-bis[2-cloroetil]- 1-nitroso-ureia-, irinotecano e elvidor de cisplatina (BIC); clorotoxina (CTX); entrega aprimorada por conveccdo (CED); camptotecina (CPT);
antigeno 4 associado a linfécitos T citotéxicos (a-CTLA-4); doxorrubicina (DOX); receptor do receptor do fator de crescimento epidérmico variante Il (EGFRvIII);citocromo ¢ conjugado com écido félico (FA) associado a Cyt
¢ por propionato de succinimidil-3-(2-piridilditio) (FA-PEG-PLGA-S-S-Cyt c); conjugado lipidico-glicose, distearoil fosfatidiletanolamina polietilenoglicol-4-aminofenil -D-glucopiranosideo (DSPE-PEG2000-Glu); derivado
pentapepfidico lipidico contendo o mofivo arginina-glicina-acido aspértico (DSPE-PEG2000-cRGD); poliglicerol hiperramificado (HPG); rim canino madin-darby transfectado com proteina 1 resistente a méltiplos medicamentos
(MDCK-MDR1); lucanthone (Luc); ressondncia magnética (RM); nanoparticulas (NPs); imunoconjugados em nanoescala (NICs); O6-metilguanina-DNA mefiliransferase (MGMT); paclitaxel (PTX); polimero 1,2-distearoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino polietilenoglicol (PEG-DSPE); dcido polildtico e poliglicerol hiperramificado, superficie modificada com adenosina (PLA-HPG-Ad); poli (écido lético-co-glicdlico) (PLGA); poliécido
B-L-mdlico) (PMLA); nanoparticulas poliméricas (PPVN-A); morte celular programada-1 (a-PD-1); ligante de morte programada 1 (PD-L1); salinomicina (Sali); microscopia eletrdnica de varredura (SEM); nanoparticulas
superparamagnéticas de éxido de ferro (SPION); éxido de ferro superparamagnético (magnefita); temozolomida (TMZ); polimero anfifilico de fiol folato-poli (etilenoglicol)-poli{écido lafico-co-glicélico)-tiol (FA-PEG-PLGA-
SH); microscopia eletrdnica de transmisséo (MET); (*) nanoestrutura hibrida compreendendo um nicleo semicondutor fluorescente (AginS2, AlS) e carboximetilcelulose modificada com cisteina conjugada com peptideos

direcionados &is mitocdndrias (KLA).

Essa juncdo concede entrega lenta e, se associada
a ferritina (F-NPs), a producdo de contraste permite
imagens de ressondncia magnética, deteccdo de
compostos e melhora do tratamento com GBM.%'°

Quando associado a particulas magnéticas (M-NM),
o CED cria ciclos de magnetizaco-desmagnetizacdo
com producdo de calor, um processo conhecido como
poténcia de perda especifica (SLP). A energia dissipada
pode ser associada & quimioterapia por meio de D-NPs e
a termoterapia por meio de F-NPs. A producdo de calor
de F-NPs pode interromper a homeostase das células e
sua reacdo de fenton, deplecdo de glutationa e elevacéo
da producdo de ROS, associadas & quimioterapiq,
podem causar ferroptose.'® Além disso, a unido de Fe2+
e 4cido gdlico (GA/Fe2+) a um NP (GFNPs) pode ser um
substrato para a reacéo de Fenton sustentada. A reacéo,
associada & irradiacdo de luz no infravermelho préximo
(NIR) (808 nm), promove uma conversdo fototérmica
favorecendo a liberacdo de Fe2+ do NP e a morte das
células devido & elevacdo da temperatura local.”

Se adicionado, um Arg-Gly-Asp ciclico (cRGD)

C

medeic a endocitose, uma vez que interage com
um receptor altamente expresso, a integrina av33,
na superficie do tumor e nas células endoteliais
neovasculares. Como pré-fdrmaco, a platina inerte
intravenosa (IV) é citotéxica para o ambiente acido das
células das vesiculas tumorais. Enquanto o pré-férmaco
é reduzido, os GFNPs perdem alguns ligantes centrais e
liberam GA / Fe + 2 com menos efeitos colaterais. Este
NP pode trabalhar sinergicamente com DOX, devido &
alta liberacéo de Fe+2 causada pela estimulacdo de luz
NIR, induzindo uma reacdo de Fenton e consequente
ferroptose.”

O CRGD-DOX responsivo ao pH fornecido por
GFNPs exibe comportamento de degradacdo. A emissdo
de fluorescéncia vermelha aumentou a intensidade do
sinal, permitindo que o DOX atingisse o nicleo da célula
U87MG, sugerindo inibicdo da sintese de DNA. Este
composto tem um efeito duplo: inibir as células GBM
e marcar os limites do tumor. A exposicdo a laser por
uma hora interrompeu o crescimento do GBM, aumentou
o fluxo sanguineo no local do tumor e o acimulo e
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liberacdo de drogas. Intensificou significativamente
os efeitos do tratamento em comparacdo com o grupo
controle.”

Nanoparticulas de éxido de ferro (IONPs) e na-
noparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro
(SPIONs)

A repetibilidade dos IONPs produz calor,
permitindo a reutilizacdo de particulas.” No entanto,
altas concentracdes podem ser téxicas para os tecidos
préximos e afetar a biodistribuicdo e a eliminacdo de
NPs por meio de danos no figado, rins e baco.?

O NP do tratamento eficiente do cancer deve ter alta
estabilidade, uniformidade, potencial de direcionamento
e carga suficiente de medicamentos. IONPs conjugadas
com ciclodextrina (CD) e clorotoxina (CTX) revestidas com
polietilenoglicol (PEG) e carregadas com fluoresceina
e paclitaxel (PTX) (IONP-PTX-CTX-FL) podem ter essas
caracteristicas. Assim, ao avaliar as nanoparticulas
IONP-PTX-CTX-FL, o PTX iniciou rapidamente a
liberacdo (4 h), e ~50% dele permaneceu em NPs
apés 3 dias de incubacdo. Analisando as linhagens
celulares SF-763 e U-118 MG por citometria de fluxo
1-6 h apds a incubacdo com 40 pg/ml de NPs com
CTX, foi encontrada maior captacdo (30%) nas células-
alvo. Os ensaios colorimétricos de ferrozina e Bradford
quantificaram o teor de ferro 1 h apés a incubacdo. O
SF-763 com IONP-PTX-CTX incubou mais teor de ferro
(~ 0,36Fe / ug) do que as células normais com IONP-
PTX (~ 0,23Fe / ug) e U-118 MG. Para isso, CTX em
NPs pode aumentar a captacdo de NPs em algumas
linhagens celulares.™

Em 72 h apés o tratamento com PTX LIVRE, IONP-
CTX, IONP-PTX ou IONP-PTX-CTX, a viabilidade das
células MG SF-763 e U-118 foi avaliada pelo ensaio
Alamar Blue. O PTX livre teve alta poténcia terapéutica
em ambos os experimentos, o IONP-CTX n&o apresentou
morte celular (demonstrando que o CTX ndo afeta a
viabilidade celular), o IONP-PTX n&o guiado teve menor
potencial em comparacdo com o PTX livie e o IONP-
PTX-CTX aumentou consideravelmente a morte celular.
Esse realce foi dependente da apoptose, confirmado por
citometria de fluxo.™

Duas linhagens celulares resistentes ao PTX, SF-
763-PTXR e U-118 MG-PTXR, foram tratadas com PTX e
analisadas pelo ensaio Alamar Blue. O U-118 MG-PTXR
apresentou resisténcia significativa (IC50, dose capaz
de inibir 50% de uma funcdo biolégica ou bioquimica
especifica, alterada de 5,06nM para 18,3nM) e o SF-
763-PTXR apresentou leve resisténcia (3,24 nM a 6,71
nM) ao PTX. No entanto, ambas as linhagens celulares
ndo mostraram resisténcia ao tratamento com |ONP-
PTX-CTX. O U-118 MG-PTXR foi mais sensivel ao IONP-
PTX-CTX do que o U-118 MG. Assim, o NP melhorou a
eficacia do PTX para células GBM resistentes.

Quando associados a cateteres de baldo de silicone
implantados temporariamente, chamados de dispositivos
de baldo de termobraquiterapia (TBT), os IONPs podem
ser reutilizados ~ 30 vezes em 5 meses. Pode ser utilizado
para tratar tecidos préximos & cavidade de resseccéo do
GBM, atingindo temperaturas terapéuticas (40-48°C)

C

através da hipertermia magnética (THM). O calor local,
causado por um campo magnético externo, pode ativar
os NPs. Na substancia branca, um anel anular de 5
mm do leito tumoral atingiu niveis terapéuticos através
de um balGo de 2-5 cm preenchido com 0,5 mg/mlL
de IONPs. O baldo TBT fornece radiacdo e calor de
maneira uniforme quando comparado &s tecnologias de
implantes. Em comparacdo com o RT sozinho, aumentou
a taxa de aprimoramento térmico (TER) 5,0 vezes.
Portanto, pode haver menos complicacdes na drea
saudével ao redor do tumor e, se aplicado logo apés a
cirurgia, a melhora da qualidade de vida e da sobrevida
pode ser possivel.®

SPIONS revestidas com aminosilano usando MHT
(temperatura terapéutica: 42-45°C) foram testadas
em células Cé, histoldgicas como células humanas,
que afetaram o tumor, mas nenhuma drea circundante.
Nem SPIONSs isoladas e revestidas ou AMF afetaram
as células tumorais, mas quando conjugadas a uma
técnica de bioluminescéncia altamente sensivel (BLM),
a viabilidade celular reduziv 52% em comparacdo
com os controles (1,14x108 fétons/s; in vivo). Com a
aplicacdo de luciferina antes do AMF, o sinal do tumor
atingiu 3,45x109 fétons/s. Em 24 h depois, o MHT foi
aplicado por 40 min, o sinal decaiu (2,32x109 fétons/s)
e a massa tumoral diminuiu 32,8% em comparacdo com
os controles (in vitro). Em relacdo as NOPS, preveniu
a formacdo de clusters (100%), tornando a THM uma
técnica mais eficaz. Além disso, a hidrodindmica e a
distribuicdo das particulas foram conservadas durante o
estudo.’

Outra abordagem foi o desenvolvimento de um
NP néo aderente de 70 nm com poli (4cido latico-co-
glicélico) (PLGA). Como o espaco intersticial cerebral
normal mede 38-64 nm e sempre que o tumor estd
presente, seu tamanho aumenta para 70-100 nm, o
acimulo de NP na drea lesada é favorecido. Apresentou
melhor dispersdo associada &s técnicas de conveccéo e
difusdo. Quando conjugado & N-(4-[18F]fluorobenzil)
propanaamida ([18F]NPB4), foi possivel realizar o
monitoramento n&o invasivo da penetracdo da particula
por ressondncia magnética pré e péds-cirurgia. Com
uma Onica injecdo de PGLA, observou-se um sinal forte
e duradouro, especulando-se que 5 mg/ml de PGLA
administrado com uma quantidade considerdvel do NP
sintetizado poderia fornecer medicamentos e permitir o
monitoramento. Como as NOPs s&o consideradas seguras
e o PLGA é aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA, esse NP pode ser seguro e néo téxico. A
avaliagdo da tomografia por emissdo de pésitrons (PET)
ndo foi realizada durante a operacéo devido ao seu alto
custo e & meia-vida curta da particula.

IONPs associados a DOX revestidos com EDTs, podem
melhorar a penetracdo da BHE. Maior absorcdo de DOX
e alta inducdo de apoptose foram encontradas em 48
h (>90%). Sua absorcdo depende da concentracéo e
pode ser ampliada com um campo magnético externo
(2,8 £ 0,5 vezes). Sem EDT, houve reducéo significativa
da populacdo e proliferacdo celular (>90%) e maior
citotoxicidade. Portanto, a associacdo de NP a campos
magnéticos melhora o tratamento com GBM. Houve
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diferencas dependendo da célula testada (U251,
bEnd.3 ou MDCK-MDR1), mas nenhuma toxicidade foi
encontrada nas linhagens celulares tratadas com doses
de 0,25-30 ug/mL.™

Nanoparticulas de magnetita (MNPs)

Atualmente, os MNPs sdo usados para produzir
hipertermia. No entanto, para aumentar a eficiéncia da
terapia do cancer mediada por hipertermia magnética
(MHCT) e evitar a aglomeracdo de autoparticulas, NPs
revestidas com carboidratos foram associadas reduzindo
a citotoxicidade e melhorando suas propriedades
geométricas (tamanho e forma). O esteviosideo (STE),
um biossurfactante para estabilizacdo de NPs, parece
vidvel para o tratamento de tumores devido aos seus
efeitos anti-hiperglicémicos e imunomoduladores, e acdo
antitumoral. Portanto, essa combinacéo tem duas vias de
acdo, uma devido ao MHCT e outra devido ao STE.™

No geral, os padrdes de difracdo de raios-X e a
imagem TEM mostraram que a alta concentracéo de STE
reduziu o tamanho hidrodindmico dos MNPs em 86%.
Assim, as nanoparticulas de magnetita revestidas com
STE (Fe304) (STE-Fe304) tém uma maior absorcdo
pelas células GBM de camundongos C6 em comparacdo
com outras MNP. Os MNPs revestidos com STE fornecem
hipertermia potencial ao exibir variacdo de temperatura
de 9-13°C, enquanto outros surfactantes comumente
usados variam apenas 4°C. Além disso, maior dispersdo
de NPs gera maior elevacdo da temperatura final.
Dados os parametros pré-estabelecidos de intensidade,
frequéncia e concentracdes do campo magnético, levou
apenas 2 minutos para atingir a temperatura necessdria
para o fratamento do cdncer por hipertermia. Essa
répida variacdo de temperatura pode representar uma
vantagem para esta terapia.™

Os carboranilposfinatos, um hidrofébico o-carborano
ligado a MNP's com baixa tendéncia de oxidacdo, tém
alta afinidade com MNP's e seu elemento Boro. Para
isso, foi tentado o uso da Terapia de Captura (BNCT)
por meio de reacdes de captura nuclear e fissdo quando
o Boro ¢ irradiado com radiacdo de feixe de néutrons
epitérmicos, que pode destruir seletivamente as células
tumorais. As imagens TEM mostraram que os MNPs
nanohibridos revestidos com m-carboranilfosfinato (1-
MNPs) penetram nas células A172 GBM e hCMEC / D3
de células endoteliais cerebrais humanas derivadas de
capilares. Em comparacdo com as células de controle,
os MNPs diminuiram a taxa de proliferacdo de células
tumorais no dia seguinte ao BNTC, diminuindo %° vezes
mais no 62 dia. Essa abordagem pode ser usada para
imagens de cdancer e para fornecer uma abordagem
seletiva e orientada para células cancerigenas, evitando
danos indesejados as células sauddveis. Nenhum efeito
colateral téxico foi observado.™

NPs poliméricas, como a magnetita, podem
transportar  drogas  quimioterépicas,  melhoradas
pela associacdo CED, ser direciondveis e incorporar
agentes contrastantes para imagens em fempo real,
por associacdo de ressondncia magnética. Um modelo
animal foi utilizado para avaliar Nanoparticulas
Poliméricas Carregadas com Magnetita (PMNPs) e
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temozolomida (TMZ) por meio de andlises de RM e
CED. Sete animais (70%) apresentaram precisGo de
entrega de PMNPS de 70% apds a injecdo do cateter
e boa cobertura da drea tumoral pela avaliacdo por
ressondéncia magnética. Os demais animais (30%)
erraram os alvos, mas apresentaram reducdo do tumor,
melhora clinica e sobrevida prolongada (10%). Dois
puderam ser reexaminados e apresentaram reducdo
tumoral. Nove se recuperaram dos efeitos agudos do
procedimento, um faleceu no primeiro dia de pds-
operatério, provavelmente devido a hérnia, e um
estava vivo dois anos apds o procedimento. Os PMNPs
podem se espalhar para o liquido cefalorraquidiano, o
espaco subaracndideo ou permanecer no tumor devido
as caracteristicas anisotrépicas do tecido. A partir do
CED, independentemente do fdrmaco encapsulado,
é uma abordagem minimamente invasiva de tumores
intracranianos, sendo ideal para tumores profundamente
arraigados irressecdveis ou tratamento da drea
circundante do tumor, seguido de resseccdo.’

Nanotubos de carbono de parede simples

Os tubos de carbono ndo covalente de parede
simples (SWNT) podem ser funcionalizados com CpG
(SWNT/CpG), um oligonucleotideo de DNA que pode
induzir uma resposta imune antitumoral por meio da
ativacdo de macréfagos em gliomas. Uma vez que uma
alta localizacdo nuclear de NF-kB pé5 foi observada
em células K-Luc ndo tratadas (uma linha de células de
glioma murino altamente invasivo), indicando ativacdo
de NF-Kb e, para isso, uma resposta imune, tentou-
se tratar esta linha celular com SWNT/CpG. SWNT/
CpG diminuiu a expressdo de NF-kB em células K-Luc e
tratou macréfagos K-Luc e RAW que apresentaram uma
expressdo aumentada de TLR? e NF-kB."”

SWCNT/CpG aumentou a atividade de NF-kB e
a expressdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1PB, IL-
12B e TNFa) em células mononucleares do sangue
periférico humano (PBMCs), sendo mais expressivas,
respectivamente, em linfécitos, monécitos e células
dendriticas.™®

Camundongos com tumores K-Luc invasivos
apresentaram maior eficdcia do tratamento quando
combinados com TMZ em comparacdo com RSS-CpG
(oligonucleotideos CpG-28 totalmente fosforotioados
contendo um ditiol terminal) ou SWCNT/CpG-2, usando
doses equivalentes de CpG isoladamente combinadas
com TMZ (p<0,025). Além disso, SWCNT/CpG-2 com
TMZ aumentou a atividade citotdxica antitumoral e néo
foi relacionado & deplecdo tumoral. Os animais pesados
foram monitorados, e o grupo controle teve maior perda
apés o 122 dia, enquanto o grupo SWCNT/CpG-2 teve
uma perda de peso breve e transitéria apés o tratamento.
O tratamento foi bem tolerado e melhorou a sobrevida
dos camundongos. Além disso, a eficdcia SWCNT/CpG
foi maior quando combinada com TMZ.

Nanoparticulas de PLGA (4cido poli-lactico-co-gli-
célico) e PLA (4cido poli-léctico)

O poli (4cido ldtico-co-glicélico) (PLGA), um
copolimero biodegradével, pode ser hidrolisado em
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dcido ldtico e glicélico, que pode ser eliminado por fluidos
intersticiais inatos do cérebro.” NPs poliméricos, como
PLGA e é4cido polilatico (PLA), t8m beneficios potenciais,
como liberacdo controlada e protecdo de cargas
contra degradacdo. Ambos tém biodegradabilidade
inerente, baixa toxicidade e podem fornecer compostos
hidrofilicos, como écidos nucléicos, agentes hidrofébicos,
Camptotecina (CPT) e combinacées de farmaco/dcido
nucleico.?®

O PLGA, quando encapsulado pela carboplatina e
administrado com CED, pode aumentar a citotoxicidade
do tumor e reduzir a neurotoxicidade. As NPs de
carboplatina, quando comparadas &s NPs de
carboplatina livre em duas linhagens celulares de GBM
(UPAB e SNB19), alcancaram aumento da citotoxicidade
quando 24 e 48 h em culturas de SNB19 (p = 0,001),
enquanto um aumento ndo significativo foi observado na
linhagem UPAB. O efeito citotéxico da carboplatina foi
equivalente & carboplatina livie em ambas as linhagens
celulares em 72 h."*

A partir da B3tubulina, um marcador de integridade
neuronal estudado por imunofluorescéncia, e da Proteina
Glial Fibrilar Acida (GFAP), um marcador de células
gliais, tiveram efeitos diferentes quando usados com
carboplatina NP e carboplatina livre. A carboplatina
sozinha pode causar desregulacdo completa dos
neurdnios e perda de células gliais apés 72 h, enquanto
as NPs da carboplatina deixam neurénios e células
gliais intactos, revelando uma reducéo significativa da
neurotoxicidade (p<0,001)."”

Carboplatina livre, NP revestida com carboplatina e
veiculo (liquido cefalorraquidiano artificial) infundidos
em cérebros de ratos, analisados por Espectrometria de
Massa Indutivamente Acoplada (ICP-MS), mostraram
maior retencdo tecidual na presenca de NPs (p = 0,03).
Nenhuma alteracdo morfoldgica macroscépica foi
observada, e uma interrupcdo neuronal e glial minima
foi encontrada na via de injecdo neuronal nos grupos.
A toxicidade neuronal reduzida e o aumento da
citotoxicidade tumoral foram alcancados prolongando a
meia-vida do tecido.”

A associacdo de PLGA a nanofibras (PLGA NFs)
carregadas com salinomicina (Sali), um antibidtico
ionéforo e anticoccidiano, foi testada em células U251
GBM para avaliar a toxicidade de Sali. Foi encontrado
um efeito dependente da concentracéo na viabilidade
celular, uma vez que 500 ng/ml de Sali demonstraram
um ligeiro aumento nos PLGA NFs associados as
respostas citotéxicas de Sali em comparacdo com Sali
livre. Comparando-se 1000 ng/ml de Sali e PLGA NFs
associados a Sali, foi encontrada viabilidade celular de
49+4% e 39+3%, respectivamente.?!

Em células U251, Sali e NFs livres associados a Sali
podem induzir apoptose e necrose (por citometria de
fluxo) e causar alteracdes morfolégicas, como danos
ao citoesqueleto e encolhimento celular (por andlise
de imunofluorescéncia). Os PLGA NFs sozinhos ndo
mostraram citotoxicidade nas células U251. Tanto os Sali
livres quanto os NFs associados ao Sali diminuiram a
expressdo de WNT1, reduziram a formacdo de tumores
infracranianos in vivo, aumentaram a expressdo de
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caspase 3 em 3 vezes, a expressdo de Rbl1 (até 2 vezes)
e Rbl2 (até 10 vezes) apés o tratamento, o que pode
inibir a progressdo do ciclo celular tumoral.?

Outra possibilidade é carregar PLGA em membranas
nanofibrosas  biodegradaveis  (BCNU, irinotecano
e cisplatina) (BIC / PLGA) com o uso da técnica
de eletrofiacdo. BIC / PLGA, na superficie cerebral
de camundongos com glioma C6, forneceu maior
concentracdo de drogas no cérebro do que no plasma
(p<0,01). Na ressonancia magnética seriada, o volume
tumoral inicial do grupo controle (62,73x10-3 ml) foi
semelhante ao volume médio no grupo tratado com
veiculo (sem carga de drogas) (60,36+38,69x10-3 mL).
No grupo controle, o maior volume tumoral foi atingido
na semana 4 (401,44+460,62x10-3 ml), seguido
por uma diminuicdo constante e por uma reducdo
importante no final do estudo (15,99+7,88x10-3 ml).
O grupo tratado com veiculo apresentou aumento da
drea necrética central e supressdo da GFAP, relacionada
ao estado de indiferenciacdo celular, frequentemente
observado em astrocitoma de alto grau. O grupo
controle teve uma diminuicdo da drea necrética central e
uma superexpressdo de GFAP.22

Uma abordagem diferente envolve a glicoproteina do
virus da raiva (RVG), TGN (peptideo de 12 aminodcidos)
e uma adenosina (Ad), os 3 ligantes de transporte de BBB
mais promissores. Eles foram usados como parte de uma
sintese de NP e ligados ao PLA (PLA-HPG) e & superficie
do PLGA com um ligante fosfolipidico PEGulado (PLGA-
DSPE-PEG). Ambos os NPs foram carregados com CPT,
um inibidor da topoisomerase I. As células U87 foram
inoculadas em camundongos com um dos NPs ou
nenhum (grupo controle). Né&o foi observado aumento
de sobrevida com 4 ou 10 mg/kg de CPT, e a dose mais
alta causou reacdes adversas.?’

Nanoparticulas fluorescentes

O peptideo KLA, composto por peptideos como
leucina, alanina e lisina, possui caracteristicas pré-
apoptdticas que causam seu colapso estrutural por
interacdo da membrana mitocondrial. Considerando
isso, estruturas orgénicas e inorgdnicas hibridas foram
testadas para diagndstico e tratamento de GBM, como o
AIS@CMC_Cys_KLA-DOX, com miltiplos componentes
discutidos a seguir. Os pontos qudnticos AgInS2 (AIS
QDs), uma parte inorgénica de um transportador com
agentes fluorescentes notérios, podem ser usados para
bioimagem e rastreamento de células-alvo devido & sua
boafotoestabilidade, brilho e capacidade de se associara
ligantes especificos, como proteinas, peptideos e porcdes
bioativas. A L-cisteina (Cys) pode mediar a conexdo
das particulas com os receptores GBM superexpressos,
causando endocitose. Quanto ao biopolimero de
carboximetilcelulose (CMC), um aglutinante KLA muito
forte, pode ser usado para danos &s mitocéndrias e
morte celular. Finalmente, a doxorrubicina (DOX), uma
droga quimioterdpica, acopla-se ao DNA, criando um
complexo estdvel para tornar sua disfuncéo.?®

Em seguida, o uso AIS@CMC_KLA complexo
apresentou citotoxicidade inferior a 25% em células
incubadas U87 por 6 e 24 h, sendo caracterizado
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como ndo téxico. Se a L-cisteina for adicionada, seu
poder destrutivo aumenta 20% e AIS@CMC_Cys_KLA
atinge 48% de citotoxicidade. Usando a técnica de
Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM),
notou-se sinalizacdo moderada de AIS@QCMC_KILA e
alta sinalizacdo de AIS@CMC_Cys_KLA, indicando
apoptose sem quebrade CMCeKLA, devido ao complexo
KLA. O DOX livre foi utilizado em células U-87MG e HEK
293T, sendo verificado que o AIS@CMC_KLA-DOX ¢é
menos letal para ambas as linhagens celulares. O AlS@
CMC_Cys_KLA foi mais eficaz em matar células GBM
do que DOX livre, o que é importante devido aos efeitos
indesejados do DOX isolado para células néo-alvo,
especialmente no coracdo. O gerenciamento da dose é
necessdrio e o uso de DOX pode reduzir a qualidade de
vida do paciente em tratamento.?

Outro NP fluorescente é nanomolécula de casca
de nicleo de silica, chamada pontos primos de Cornell
(pontos C') que pode avaliar o Acimulo, Distribuicéo e
Retencdo (ADR) de drogas quimioterdpicas contra GBM.
Possui uma plataforma dupla (tomografia por emissdo
de pésitrons e OSptica) que superou as barreiras de
pequenas moléculas. Ao adicionar o peptideo Arg-Gly-
Asp (cRGD) & capacidade de ligacdo da célula C'dot
NP e & internalizacdo na superficie celular GBM, as
integrinas aumentaram, melhorando ainda mais quando
18 peptideos cRGD por particula foram adicionados.?

Quando os pontos C' foram acoplados a
radioisétopos para determinacdo de ADR e imagem
por tomografia computadorizada de PET (PET-CT), os
pontos C' mostraram cinética de liberacdo eficiente do
férmaco na presenca de proteases. Para isso, é uma
técnica promissora, apesar de ser sensivel ao dasatinibe
em modelos de camundongos, que ndo apresenta
beneficios em pacientes, devido & sua alta viabilidade
para liberacdo de farmacos na terapia do céncer.?*

Dois  estudos  associaram  fluorescéncia &
superexpressdo génica e Poliglicerol Dendritico (dPG) e
Sulfato de dPG (dPGS), ambos com filamentos de sulfato
terminais e discretas propriedades anticoagulantes.
A internalizacdo do dPGS nas células da microglia e
astrécitos foi observada mesmo sem os marcadores
fluorescentes, sendo verificada e significativa apés 24 h.
A modulacéo do dPGS do ambiente tumoral, devido &
inibicdo da formacdo de goticulas lipidicas, foi induzida
por mediadores inflamatérios, o que diminui a atividade
da microglia, reduz a sintese de lipocaina-2 e reduz a
producdo de fatores de crescimento dentro do tumor.
Para isso, o dPGS foi capaz de modular a atfividade
microglial e diminuir a invasdo tumoral.?®

Em relacGo & superexpressdo de oncogenes, devido &
alteracdo genética e ao receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) variante Ill (EGFR-vIll), um estudo
teve como alvo a producdo de anticorpos anti-EGFRvlI
conjugados a nanoparticulas poliméricas (PPVN-A). Os
PPVN s&o altamente especificos no direcionamento e
tém baixa toxicidade. Murinos com tumores implantados
e linhagens celulares humanas de GBM in vitro foram
estudadas. A NP limitada formou uma ligacdo amida
que se associa a compostos fluorescentes, permitindo a
identificacdo das margens do tumor durante a cirurgia.

C

Os camundongos tratados tiveram maior tempo de
sobrevivéncia e crescimento tumoral mais lento em
comparacdo com o grupo controle.?

Envolvimento de lipossomas

Lipossomas carregados com agentes luminescentes,
como ZnGa204:Cr3+ (ZGO) para obtencdo de
imagens, associados a particulas nanossensibilizantes,
como TIO2, para produzir ROS e controlar a liberagdo
de férmacos e anticorpos, como os inibidores de
paclitaxel (PTX) e Anti Programmed cell death-1 (PD-1),
geraram a formulacéo lipossomal ZGO@TIO2@ALP. Esse
composto, internalizado por neutréfilos (ZGO@TiO2@
ALP-NE) para atravessar a BHE, favorece a distribuicéo
do farmaco no local de interesse. O composto gera
inflamacédo local, atraindo mais moléculas e iniciando
um ciclo de ataque constante ao tumor. Associado ao
ultrassom, que por radiacdo sob particulas de TIO2
produz EROs, ocorre lise da parede lipossomal e garante
a liberacdo de farmacos.?”

Em experimentos in vitro, o composto ndo impediu a
quimiotaxia de neutréfilos e na presenca de GBM, mais
neutréfilos atravessaram a BHE e se acumularam no
GBM quando comparado ao fdrmaco controle (o teor de
PTX na c&mara inferior aumentou de 1,2% para 35,6%).
Inicialmente, os neutréfilos percebidos sistemicamente
nos ratos. Apés 2 horas, foi observada concentracéo
de tecido cerebral. Chegando a 4 h, apds 5 min de
aplicacdo de US, o sinal de luminescéncia aumentou
consideravelmente (1,52 vezes).”

Apés  ZGORTIO2@ALP-NEs e aplicacgo de
ultrassom, histologicamente, o GBM quase desapareceu
e observou-se migracdo insignificante para o tecido
saudével. Em contraste, os grupos tratados com Taxol,
solucdo salina, NEs, ZGO@TiO2@ALP e ZGO@TIO2@
ALP-NEs ainda apresentavam GBM agressivo com
bordas infiltradas. Em 75 dias apés o experimento, 40%
dos ratos do grupo bem-sucedido permaneceram vivos
e todos os outros morreram. O ultrasson desencadeou
quimioterapia local e imunoterapia, inibiu metéstases
e erradicou o GBM primdrio. Além disso, promoveu a
meméria imune antitumoral, prevenindo a recorréncia
do tumor, resultando em um aumento significativo da
sobrevida.?

Por citometria de fluxo, a quimioterapia reduziu a
resposta imune no local do tumor, elevando as taxas de
presenca de linfécitos CD4, FoxP3 e células T reguladoras
(T reg). Quanto & adicdo de anticorpos anti-PD-1, Treg
estava diminuido. Além disso, quando tratado por PTX,
a relacdo CD8,/CD4 isolada caiu, devido & sua acdo
imunossupressora. Quando um anticorpo foi adicionado,
o valor aumentou. Consequentemente, a adicdo de um
anticorpo melhora muito a eficiéncia do PTX e permite
maior vigiléncia do GBM.%

A partirda membrana lipossémica, quando associada
a DSPE-PEG e glicose (DSPE-PEG-GLU), ativa o
transportador de glicose (GLUT-1) na BHE, favorecendo
a entrada do composto. Se o ligante de integrina cRGD
(DSPE-PEG-cRGD) for usado, ligando-se a receptores
de integrina altamente superexpressos, células tumorais
endoteliais angiogénicas sdo encontradas.?®
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A epirrubicina, uma sonda fluorescente lipofilica
(cumarina 6, Dil ou DiR), pode ser encapsulada na
bicamada lipidica lipossémica. In vitro, sua taxa de
liberacdo foi de <1% na primeira hora e 2% em 36 h.
Em baixas concentracdes, os nanoconjugados funcionais
demonstraram efeitos mais fortes na destruicdo do GBM
quando comparados ao medicamento livre. No entanto,
altas dosagens tém efeitos citotdxicos para ambos.?

Por citometria de fluxo, a captacdo de lipossomas
por células endoteliais de microvasculatura cerebral
(BMVEC:s) foi ilustrada e expds maior captacéo celular
em lipossomas de cumarina funcionais (2,34£0,04), do
que em lipossomas de cumarina direcionados a GLUT-1
(2,24+0,03) e cRGD (1,11£0,10). Quanto & epirrubicing,
ela apresentou melhor funcdo (1,81£0,08) do que os
lipossomas de epirrubicina direcionados ao <RGD
(1,63+0,06) e Glu (1,09+0,04).%

O transporte de epirrubicina BBB em 3 h foi
melhor com epirrubicina livre (7,33%£3,51%) do que
com lipossomas de epirrubicina  (3,33%3,21%),
direcionamento de cRGD (1,33%0,58%), direcionamento
de GLUTE (11,00+700%) e direcionamento de
lipossomas de epirrubicina funcionais (15,00£6,24%).
A porcentagem de células GBM que sobreviveram em
48 h foi de 59,39+3,70%, 51,70£0,95%, 49,71£2,01%,
49,00+1,52% e 40,13£2,48%, respectivamente.?®

A maior citotoxicidade foi  encontradq,
respectivamente, em lipossomas de epirrubicina
funcionalmente direcionados; lipossomas de epirrubicina
direcionados a cRGD; lipossomas de epirrubicing;
lipossomas de epirrubicina direcionados ao GLU;
epirrubicina livre. Para isso, a funcdo do lipossomo de
epirrubicina direcionado pode ter efeitos inibitérios mais
fortes nas células endoteliais.?®

Além disso, os camundongos tratados com lipossomas
de epirrubicina alvo funcional sobreviveram ~ 28 dias em
comparacdo com 17,5 daqueles tratados com solucao
salina. A andlise estatistica mostrou que o tratamento
com lipossomas de epirrubicina alvo funcional estendeu
a sobrevida em comparacdo com solucdo salina (p =
0,0147), epirrubicina livre (p = 0,0205), lipossomas de
epirrubicina (p = 0,0463), lipossomas de epirrubicina
direcionados a cRGD (p = 0,0435) ou tratamento com
lipossomas de epirrubicina direcionados a GLU (p =
0,0118).%8

Para isso, o GLUT-1 funciona como uma via, uma
vez que os lipossomas direcionados funcionais ou
alvos de Glu tiveram maior eficiéncia no transporte de
BBB. A partir da cRGD, previne a migracdo, invasdo,
sobrevivéncia e proliferacdo de células endoteliais,
reduzindo o crescimento da neovasculatura em tecidos
cancerigenos sélidos. Em camundongos, o lipossomo
de epirrubicina funcionalizado por alvo destruiv a
neovasculatura e ampliou as chances de sobrevivéncia
de camundongos portadores de GBM.%

Outras nanoparticulas

Poli (4cido B-L-mdlico) (PMLA), polimeros naturais
que ligam imunoconjugados a nanoparticulas, podem
ser usados como veiculo para o antigeno 4 associado
a linfécitos T citotéxicos (CTLA-4) e PD-1, endocitados

C

apds o cruzamento da BHE. No entanto, sua entrega
sistémica permite a ativacdo da resposta imune do tumor.
Quando os imunoconjugados em nanoescala (NICs) sGo
conjugados a CTLA-4 e PD-1, foi encontrado um aumento
de TCD3 (de 15,15), TCD4 (de 12,91), TCD8 (de 13,06),
linfécitos (p<0,0001), linfécitos citotéxicos e macréfagos
tumorais no local do tumor. Portanto, a escraviddo da
NIC aumenta a atividade do sistema imunolégico do
cérebro e limita a atividade dos inibidores do checkpoint.
Além disso, as NICs estdo associadas & IL-2, 4, 5, 10
e 12 (p<0,05) e ao TNFa (p<0,001) e sua producdo
aumentada quando comparadas & solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) associada & administracdo
de IL-1B (citocinas pré-inflamatérias) e IL-6 (p<0,01).
Observou-se maior sobrevida quando comparados aos
grupos tratados com PBS.?*

Ovutra linha de pesquisa sdo as Nanoestrelas de Ouro
(GNS) ou "nanoparticulas plasménicas", nanoparticulas
metdlicas que amplificam as propriedades épticas da luz
e permitem a remogcdo fototérmica de neoplasias. Como
a transducdo de fétons pode ser direcionada e se adapta
as margens do tumor, espera-se maior assertividade
e especificidade. A eficiéncia do GNS isoladamente é
menor do que a nanoterapia imunoimune fototérmica
(SYMPHONY), que restringe o crescimento tumoral e, se
associada ao gatilho do laser, tem maior resposta imune,
sendo capaz de tratar o glioblastoma primdrio e suas
metdstases. Além disso, foi encontrada maior ablacdo
de células tumorais, liberacdo de antigenos tumorais
e possiveis danos moleculares associados ao dano
celular. Todos esses antigenos tumorais favoreceram a
apresentacdo de células T.3°

Outra abordagem envolve a implantacdo ou injecdo
de NPs diretamente no tumor por meio de formulacées
de nanocdpsulas injetaveis, construidas camada por
camada (LBL), carregando drogas quimioterdpicas
altamente estdveis. As nanocdpsulas de CPT revestidas
com LBL, cobriram o nicleo cristalino NP em duas formas,
como: lactona, a forma mais ativa e menos téxica; e
carboxilato, a forma mais téxica. A lactona apresentou
maior estabilidade por 17 h em todas as faixas de
pH, exceto pH de 9, quando em PBS, permitiv maior
resisténcia proteica contra mudancas de pH. O CPT livre
foi rapidamente degradado em todas as faixas de pH. O
complexo tinha um tempo de entrega mais lento e mais
longo para o cérebro, permitindo uma eficiéncia de 3
vezes em contraste com o CPT livre.”!

Para minimizar a toxicidade e aumentar as taxas
de sobrevivéncia, o citocromo C foi associado a NPs
e induziu apoptose em células cancerigenas. Quando
combinado com FA, tem como alvo o transportador
de folato acoplado a prétons (PCFT), presente e
superexpresso na membrana celular do glioma. O AF
foi um importante mediador internalizante e depositador
de nanofdrmacos, sendo eficaz no direcionamento e na
reducdo dos efeitos colaterais. In vitro, o direcionamento
e a morte celular aumentaram nas linhagens celulares
Gl261 (40%) e A172 (30%). Quando tratado com FA,
Cyt C e nanoparticulas, o tempo médio de sobrevida
aumentou 3,5 dias (17,5%) em comparacdo com o grupo
controle (20 dias). Houve internalizacéo significativa do
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composto, entrega direcionada e reducdo do tamanho
do tumor.*?

Uma abordagem mais conhecida usa materiais
nanopiezoelétricos, que geram cargas elétricas sob
estimulacGo  mecénica.  Polimeros  piezoelétricos
inorgdnicos, como o 6xido de zinco, apesar de gerarem
cargas significativas sobre deformacdo mecénica e alto
coeficiente piezoelétrico, carecem de informacdes sobre
sua biodegradacdo e biocompatibilidade. Quanto aos
materiais orgénicos, como o poli (fluoreto de vinilideno) e
seu copolimero poli (fluoreto de vinilideno-trifluoroetileno),
sdo conhecidos por sua boa biocompatibilidade e
facilidade de ajuste e processamento.*

No entanto, os materiais organicos sdo dificeis de
revestir em NPs de alto desempenho sem componentes
inorgénicos. Um NP hibrido com nicleo polimérico
piroelétrico, revestido com lipidios biocompativeis,
foi carregado com apolipoproteina E (ApoE) e Nutlin
(Nut). A noz inibe a proteina murina de duplo minuto-2
(MDM2), que regula negativamente a proteina
supressora de tumor p53. Em um pH >4,5, associado
a estimulacdo por ultrassom, a porca foi efetivamente
entregue em plataformas de nanoparticulas (PNPs),
aumentando a entrega do composto e a estabilidade das
NPs. Além disso, a ApoE permitiu a transcitose da BHE.
Quantitativamente, os PNPs funcionais e nus diferiram
em 55-43%1ug, respectivamente, correspondendo
a um aumento de 20% de NPPs cruzando a barreira
(p<0,05).3

Outro estudo de inibicdo de particulas usa APE-1,
uma endonuclease frequentemente superexpressa em
GBM com fatores de transcricdo relacionados & sintese
intermitente, cujo gene estd relacionado & resisténcia do
tumor. Nanofitas de grafeno oxidadas (O-GNR-PEG-
DSPE), revestidas com lucantona, um inibidor de APE-1,
foram entregues a células de glioblastoma U251 com
superexpressdo de APE-1. Reducdo de viabilidade de
30-40% e 50% foi encontrada no O-GNR-PEG-DSPE
isolado e conjugado a Luc quando comparado ao grupo
controle, respectivamente. A presenca de NPs aumentou
a morte celular (70%) e reduziu significativamente a
toxicidade de Luc (30%) quando comparada ao grupo
livre de O-GNR-PEG-DSPE.>

Essa discussGo pode levar e ajudar novos
pesquisadores a definir o melhor método e abordagem
a ser escolhido para estudos clinicos com o objetivo de
tratar o glioblastoma.

CONCLUSAO

O GBM, uma doenca incurdvel, tem melhorias
limitadas na taxa de sobrevivéncia devido & resisténcia
aos medicamentos, necessitando da exploracdo de
vérias vias para aumentar a eficdcia. A heterogeneidade
e o microambiente do tumor e a BHE representam
desafios  significativos.  Diferentes  nanoparticulas
oferecem solucdes potenciais, mas a selecdo dos
métodos mais eficazes requer enfrentar esses desafios.
Poucos modelos replicam com precisdo o GBM humano
e a escassez de pacientes limita estudos estatisticamente
significativos. Desenvolver e promover novas abordagens

C

pode ser desafiador e demorado. No entanto, terapias
promissoras como a imunoterapia fototérmica mediada
por nanoestrelas de ouro plasménico e PLGA, mostram
potencial quando associadas a vdrios medicamentos
quimioterdpicos. Apesar dos resultados promissores em
estudos in vitro e in vivo, mais pesquisas com testes pré-
clinicos padronizados sdo necessdrias.
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