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Prefacio

cancer é uma doenca complexa e heterogénea,

resultado da combinacao de alteracoes genéticas

e epigenéticas. Como consequéncia, ha uma defi-
ciéncia no tratamento, visando que as terapias utilizadas
atualmente afetam além das células neoplasicas, as célu-
las normais. Nesse contexto, a nanomedicina tem ganhado
espaco na area de tratamento oncolégico, objetivando o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas especificas e efi-
cazes. Nessa perspectiva, realizou-se uma atualizagdo sobre
os principais avangos da nanobiotecnologia no diagnéstico
e tratamento do cancer.

Trabalhos nos idiomas inglés, portugués e francés, com
delineamento experimental e resultados satisfatérios, publi-
cados entre 2010 até a atualidade, foram selecionados. Como
resultado, foram encontrados estudos que desenvolveram
sistemas nanotecnoldgicos para a veiculagao de farmacos
estabelecidos, visando melhorar de maneira terapéutica os
mesmos. Ha a utilizacdo de material genético, por meio dos
mais variados vetores, os quais tém contribuido para o cres-
cimento da terapia génica. Espera-se que, com o auxilio dos
produtos nanobiotecnolégicos, a qualidade de vida dos por-
tadores de cancer possa ser melhorada.

Yorran Hardman A. Montenegro



Capitulo 1

NANOBIOTECNOLOGIA

biomaterial, por definicdo, é uma substancia ou
uma combinacao de substancias derivadas de siste-
mas naturais ou de origem sintética, utilizados por
um longo periodo de tempo, exercendo papel de sistemas
organicos, seja como parte do tecido, de algum érgao ou
funcao no corpo (RAMAKRISHNA, 2016).
s aplicagdes de biomateriais tém sido amplamente
difundidas em setores como medicina e odontologia,
em aplicabilidade cardiovascular, ortopédicas, den-
tais, terapéuticas, sistemas de liberacao de drogas, e sensores
de diagnose. Desde 1930, a tecnologia polimérica desses
biomateriais tem se tornado o centro de aplicagdo e avango
técnico-cientifico. Acredita-se que o interesse gradual que
esta sendo desenvolvido por essa drea em ascensio, possa
contribuir para o sucesso da implementacdo dessa nova tec-
nologia em desenvolvimento (BOROVETZ et al., 2004).

Por ser de natureza interdisciplinar, a biotecnologia de
materiais busca unir conhecimentos diversos para sua maior
aplicabilidade em fungao do desenvolvimento de tecnologias
aplicadas a satide humanitéria. Ha dois pilares fundamentais
quando tratamos de biomateriais, e entre estes estao: a cién-
cia dos materiais e a ciéncia biolégico-médica. Esses pilares
utilizam-se dos conhecimentos empregados em ambas as
areas e os difundem em um entendimento mais aprofun-
dando quanto a compreensdo dos fendbmenos biolégicos e
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as propriedades fisico-quimicas das biomoléculas (RATNER
et al., 2004). De acordo com os avangcos e compreensoes
acerca destes, pode-se dizer que um design apropriado pode
ser implementado para interagdes mais aprofundadas quanto
as propriedades direcionais, especificas e nao-covalentes
reversiveis entre os mesmos, tornando-os ferramentas pode-
rosas para o desenvolvimento cientifico e tecnolégico atual
que, por sua vez, utilizando-os, ha o desenvolvimento de
plataformas que viabilizem uma interacao entre proprieda-
des mecanicas, quimicas e biolégicas (WEBBER et al., 2015).

Um grande exemplo desse desenvolvimento e envol-
vimento multidisciplinar na area de biomateriais é a
nanobiotecnologia. Observando-se que a maioria dos siste-
mas biolégicos da Terra estdo em uma nanoescala, a unido
dos conhecimentos sobre biomateriais e nanotecnologia
resultou no advento da nanobiotecnologia (RATNER et al,
2004). A nanobiotecnologia promoveu um abismo de apli-
cagOes nas areas biomédicas, ndo apenas nas conhecidas
terapias génicas ou novos sistemas de liberagao de farmaco,
mas também no uso de biomarcadores, imagens molecula-
res e biossensores. Acredita-se que em um futuro préximo,
a maior aplicacdo de nanosistemas de forma clinica serd no
desenvolvimento farmacéutico, na associagao de nanopar-
ticulas e cdpsulas poliméricas em nanoescala (KHAN et al,
2015).

O maior foco da nanobiotecnologia se da principalmente,
mas nao limitado, (I) no desenvolvimento e refinamento de
técnicas e processos de manipulagdo de nanoestruturas
baseados nos componentes biolégicos em nanoescala ou
inspirados nesses, como, por exemplo, proteinas e oligonu-
cleotideos; (II) na manipulagao dessas estruturas com design
artificial das nanoestruturas para regulacdo nos processos e
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sistemas bioldgicos; e (l1l) na construcao de ferramentas para
funcionamento e analise funcional dos sistemas, sensores e
nanoestruturas (AMIN et al, 2011).

As aplicagdes quanto a nanotecnologia em areas de diag-
nose, tratamento e monitoramento do controle de sistemas
biolégicos originou a subdivisao denominada de nanome-
dicina (Figura 1). A nanomedicina utiliza o conhecimento
e compreensdo acerca dos processos fisiopatolégicos para
aplicacao das ferramentas nanobiotecnolégicas, visando a
otimizacdo do diagndstico, da prevencao e do tratamento
de determinadas patologias. Assim, manipula a matéria de
modo a obter nanoestruturas de tamanho compativel com o
de biomoléculas, para interagcdo com células humanas, per-
mitindo um maior poder de alcance de agentes terapéuticos
(GOLDBERG et al, 2013).

NANOMEDICINA

NANOTECNO-
LOGIA

VIDA CIENTIFICA

DIAGNOSTICO
MOLECULAR

DESENVO

MENTO
FARMACEUTICO

DESCOBERTA
DAS DROGAS

EMA DE

LIBERAGAO DE
FARMACOS

NANOBIOTECNOLOGIA

NANODESENVOL-
VIMENTO

Figura 1 — Caracterizacdo nas interagdes para a construcao da nanomedicina
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As maiores dos avan¢os na nanomedicina giram em torno
de sistemas de entregas farmacéuticos, agentes de diagnose,
e métodos terapéuticos, incluindo a identificagao de condi-
¢oes especificas de recepcao celular, sejam eles fagocitos,
células cancerigenas ou células endoteliais, para diagnosti-
cos especificos de doencas em geral, como, por exemplo, o
cancer de modo geral, ou problemas gastrointestinais com
as células endoteliais (KHAN et al, 2015). No entanto, seu
uso nao se restringe apenas nestes, podendo observar grande
variedade de aplicagcdes em um ambito muito mais amplo.

Uma das aplicabilidades da nanomedicina se da na
area de diagnéstico. Ao longo dos séculos, a utilizagdo de
sistemas biolégicos para deteccao de doencas e progndsti-
cos tem sido utilizado, desde o advento da microscopia no
século XIX até a infinidade de possibilidades encontradas na
utilizacdo de técnicas a partir do estudo da interacao entre
moléculas e dtomos através das ressonancias magnéticas,
difracao dos raios-X, eventos estes ocorridos no século XX.
Acredita-se que a utilizacdo de organismos em nanoescala
seja o advento do século XXI (Idem). Segundo o Doutor Jain
(2012), a nanobiotecnologia proporciona um diagndstico
molecular refinado, com um extenso limite de possibilida-
des de deteccao de problemdticas em sistemas bioldgicos;
em que, dentre essas praticas, destaca-se a utilizacao de bio-
marcadores devido a sua sensibilidade e especificidade; no
entanto, outros exemplos ndo podem deixar de ser dados
efetivamente.

O sistema de diagndstico tem sofrido grandes impactos
devido ao desenvolvimento de biossensores que combinam a
alta seletividade de um elemento biolégico sensivel ao ana-
lito de interesse, ligando-o a um transdutor que converte o
sinal biol6gico em sinal elétrico proporcional a concentragao
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de analito (OLIVEIRA; VIEIRA, 2006). Seletividade, baixo
custo, facilidade na construgao, potencial para miniaturiza-
¢ao, resposta rapida, potencial de automacao e construgao
de equipamentos simples e portateis caracterizam a natureza
dos biossensores, garantindo, dessa forma, um grande nimero
de pesquisas relacionadas ao desenvolvimento dessa nova
tecnologia (OLIVEIRA; VIEIRA, 2006; LONG et al, 2013).

O tratamento, utilizando as vertentes nanobiotecnolo-
gicas, demonstra grande avanco na utilizacdo da terapia
génica como um dos mais importantes avangos. A tera-
pia génica surge em um ambito focalizado pela inibicao
e expressao de genes especificos, reparando-os, regulando
-0s e substituindo-os em um organismo (VICENTINI et al.,
2013). Outro importante avango € na drea farmacéutica na
utilizacao de nanofarmacos, obtidos através do desenvol-
vimento de sistemas nanométricos, capazes de, como uma
gaiola quimica, armazenarem em seu interior a molécula
de uma droga ou o principio ativo de um medicamento, de
modo que venham a funcionar como vetores, melhorando
o transporte pelo organismo e controlando a liberagao do
composto especifico através da sua dissolugao em tecidos
-alvo especificos (ALl et al, 2011). Expectativas futuras para
o desenvolvimento de nanofdrmacos almejam a diminui-
cao de efeitos secundarios e indesejados, bem como um
aumento da eficacia do farmaco em seus aspectos de atua-
cao seletiva (RICO, 2013).

Um dos mais desafiadores passos incorporados por essas
novas tecnologias tem se aplicado ao desenvolvimento de
ferramentas adequadas para o diagndstico e combate ao
cancer. O cancer é uma doenga heterogénea e resultado da
especifica combinacdo de aberragdes genéticas somaticas e
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epigenéticas dentro de um tumor, no contexto das variantes
germinativas presentes no mesmo paciente (LIPINSKI et al,
2016).

Hoje, a complexidade para um maior entendimento do
cancer reflete-se através da insuficiéncia dos atuais meios
de diagndstico e progndstico. Sua alta complexidade traz
dificuldades até mesmo aos agentes terapéuticos citotoxicos
atuais, que muitas vezes nao sdo dotados da capacidade de
diferenciar seu alvo (células tumorais) de células normais,
particularmente, as células de rapido crescimento, e isto
explica a maior parte dos efeitos colaterais gerados pela
quimioterapia (nduseas, perda de cabelo, susceptibilidade
maior as infecgoes) (TOKATLIAN; SEGURA, 2010).

Nanoparticulas e cancer

As nanoparticulas utilizadas no diagndstico e tratamento
do cancer possuem uma série de classificagdes, podendo
estender-se em inorganicas, lipidicas e poliméricas, variando
de acordo com a estratégia de utilizagdo e biodistribuicao no
corpo do paciente. Geralmente, a ativacdo dos compostos
terapéuticos é acionada apds a degradacao do agente por
endocitose nas células tumorais, transportado aos lisossomos
e degradado, liberando o agente terapéutico no citossol. A
liberacdo do agente terapéutico, seja ele farmacoldgico ou
genético, possibilita sua fusdo a membrana celular ou seguir
caminhos especificos na célula de acordo com a estratégia
terapéutica utilizada (FUKUMORI et al, 2006). Em alguns
casos, a liberacao do agente no microambiente tumoral faz
com que as células tumorais, por difusdo, adquiram o far-
maco utilizado.
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Quando nos induzimos a conhecer o mundo nanobiotec-
noldgico, ha pequenas nuances que devem ser efetivamente
correlacionadas para um melhor conhecimento efetivo a
respeito desse tema. E a utilizacio de moléculas bioldgicas
como DNA, RNA e proteinas encapsuladas que moldam o
entorno da nanotecnologia no diagndstico e tratamento do
cancer, num envolto de pesquisas cientificas que revelam a
potencialidade dessas ferramentas.

Biologicamente falando, o DNA é um nanomaterial. O
mapeamento do DNA permitiu o acesso a informagoes epi-
genéticas sobre moléculas individuais de DNA de até 1 Mbp
de comprimento. Rotulagem fluorescente de sequenciacao,
marcas epigenéticas e outras informacgoes sobre moléculas
de DNA geraram um “cédigo de barras” de alto contetido ao
longo do DNA, esticando-o para uma configuragao linear.
O DNA emerge como uma ferramenta Util e importante,
capaz de uma ampla gama de aplicagdes, com parametros
biomoleculares seletivos, revelando estratégicas eficazes no
tratamento génico contra o cancer (DORDIK, 2014).

Nao obstante, a area de farmacos vem demonstrando seu
potencial. Uma vez visualizadas as dificuldades enfrentadas
pelo sistema de liberagao de farmacos, especialmente quanto
aos defeitos adversos no tratamento contra o cancer, emergiu
a necessidade do desenvolvimento de nanomedicamentos,
através do chamado novo sistema de entrega de farmacos.
Suas vantagens norteiam desde o aumento de meia-vida
do composto utilizado, protegendo-o contra a degradacao;
aumento da solubilidade em meio aquoso; direcionamento;
promocao da captacao celular e trafego intracelular; com a
utilizacao dos mais diferentes mecanismos de agao e toxici-
dade, permitindo uma facil administracao e maior capacidade
de adesao ao organismo do paciente (JEWETT, 2013).
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E evidente que um novo passo na era tecnolégica do
século XXI tem sido dado. Os avancos tém se tornado evi-
dente e as pesquisas apontam para este novo parametro.
Indmeros avangos tém sido percebidos, e, ndo para menos,
se faz necessario explanar as novas descobertas desses meios
cientificos. O campo de avangos nanobiotecnolégicos é
vasto e se faz necessario focarmos em uma area em especial.
As novas ferramentas eficazes no diagndstico e tratamento do
cancer sao o exemplo mais eficiente para demonstrarmos as
novas descobertas e rumos cientificos. Objetivando as ulti-
mas descobertas nessa area, iniciaremos uma demonstragao
eficaz das principais pesquisas explanadas nas areas nano-
biotecnoldgicas aplicadas ao cancer, identificando nestas a
acao de diagnose e tratamento contra tumores, em que pode-
mos observar, gradualmente, o ganho de espaco na conducao
evolutiva de detecgdo, diagndstico e tratamento do cancer.
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Capitulo 2

0 CANCER - ASPECTOS GERAIS

primeira utilizacdo da palavra cancer foi datada por

Hipdcrates (460-370 a.C), um fisico grego, que utili-

zou os termos carcinos e carcinoma para descrever
uma formacao de tumor em ulcera. No sentido grego, a
palavra carcinoma é traduzida para a lingua vernacula como
caranguejo. A palavra foi aplicada por Hipdcrates devido a
forma com que a ulcera espalhava-se pelos dedos do seu
paciente, deixando-os com aspectos de patas de caranguejo.
Celsus (28-50 a.C) adaptou a palavra, traduzindo-a para o
termo cancer, do latim, caranguejo. Concomitante a utiliza-
¢do do termo cancer, a palavra oncos (do grego, inchaco)
foi utilizada pelo médico grego Galen (130-200 d.C) para
descrever tumores.

Um breve histérico do cancer

O primeiro achado histérico relacionado ao cancer data-
se em 3000 a.C, em um papiro do Antigo Egito, parte de um
livro de cirurgia e medicina, descrevendo a ocorréncia de
oito tumores de mama removidos por cauterizagao ou quei-
mando a area lesionada. O papiro termina com a frase em
destaque de que “Nao ha tratamento”. Como registramos,
Hipdcrates criou o termo para a doenga denominando-a de
carcinoma (BUSHAK, 2015).
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Os gregos estavam totalmente influenciados por suas teo-
rias, o que fez com que Hipdcrates formulasse a chamada
Teoria Humoral. Hip6crates acreditava que o corpo continha
quatro humores (ou fluidos corporais): 1) sangue; 2) catarro;
3) bile amarela; 4) bile negra. O desequilibrio desses flui-
dos, segundo sua teoria, resultaria em alguma doenca que
comprometesse seu organismo, no entanto, em especial, o
acumulo e desequilibrio da bile negra ocasionaria o can-
cer. A Teoria Humoral persistiu até a Idade Média por mais
de 1300 anos. Vale salientar que as autépsias nesse tempo
foram proibidas por motivos religiosos, limitando de forma
intrinseca o conhecimento a cerca do cancer (SUDHAKAR,
2009).

Ao longo do tempo, surgiram diversas teorias que tenta-
vam, de alguma forma, explicar a ocorréncia do cancer. A
primeira teoria que surgiu foi a Teoria da Linfa, no século 17.
Essa teoria propunha que a vida sustentava-se a partir dos
movimentos entre a linfa e o sangue, no entanto, o desequili-
brio ocasionado pela linfa proporcionava o aparecimento do
cancer através da acidez e alcalinidade alteradas.

Em 1665, com o advento da microscopia e as descober-
tas realizadas por Robert Hooker, comecou-se, de fato, 200
anos mais tarde, a curiosidade cientifica conquanto as estru-
turas celulares. Segundo a American Cancer Society, nesse
periodo, a Renascenca trazia consigo o subito interesse
conquanto ao corpo humano. Cientistas como Galileu e
Newton trabalhavam mais arduamente para estabelecimento
do método cientifico, corroborando com as descobertas de
Harvey (1628) sobre uma melhor compressao a respeito da
circulagdo do sangue no coragdo e corpo. Com o auxilio
do método cientifico em ascendéncia, o médico Giovanni
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Morgagni de Padula (1761) foi o pioneiro a realizar autdpsias
e relacionar a doencga do paciente com os achados patol6-
gicos, a partir das observagdes microscopicas de Hooker,
escrevendo uma metodologia eficaz para um melhor enten-
dimento dos 6bitos dos seus pacientes. Muller, realizando
autépsias dos tecidos danificados pelo cancer, observou, em
1838, que o cancer era composto por células. Mais tarde, o
aluno de Muller, Virchow, determinou que todas as células,
incluindo células cancerosas foram derivadas de outras célu-
las, dando origem a Teoria de Blastema (SUDHAKAR, 2009).

Virchow defendia a ideia de que a irritacdo cronica era
a causa do cancer. No entanto, mais tarde, Thiersch mos-
trou que os exemplares de cancer irradiavam em metastase
através da propagacao de células malignas e ndo através de
um liquido ndo identificado. Até o final dos anos 1800 até a
década de 1920, o cancer foi pensado como ocasionado por
algum trauma (SUDHAKAR, 2009).

Descobertas dos escritos do cientista britanico Percivall
Pott datados, em 1775, puderam identificar uma causa natu-
ral ao cancer — os carcinégenos na fuligem da chaminé.
Percivall através das varreduras nas chaminés que passavam
a maior parte dos seus dias cobertas, onde esses trabalhado-
res ou acometidos por tais aspectos ambientais tinham uma
maior susceptibilidade ao cancer de préstata (BUSHAKA,
2015).

Em 1902, um zo6logo chamado Theodor Boveri descobriu
o fundo genético basico para a associagao de cromosso-
mos e cancer. Segundo suas observagdes, 0s cromossomos
mutados de uma espécie em particular poderiam dar ori-
gem a células com multiplicagdo e crescimento ilimitados.
Essas observagdes o levaram a concluir que o cancer estava
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associado a fatores genéticos, produtos quimicos, patégenos
ou radiacdo. Em 1953, com a descoberta da estrutura do
DNA por Watson e Crick, os cientistas comegaram a obser-
var como os genes poderiam ser danificados por mutagdes.
Em 1970, houve o advento da descoberta de dois genes
importantes aliados ao crescimento e multiplicacao de célu-
las cancerigenas: os oncogenes e os genes supressores de
tumor (BUSHAK, 2015).

Em resumo, os cientistas acabaram revelando a relacao
entre os genes mutados denominados de proto-oncogenes,
ou seja, genes geralmente associados a frequéncia com que
ocorre a divisdo celular e o grau de diferenciacao celular,
observando sua relacdo com o desenvolvimento de células
cancerigenas. Os genes supressores de tumor estdo asso-
ciados ao controle da divisao celular, reparo do DNA e
informagao conquanto ao tempo de morte celular através do
mecanismo de apoptose. Através da desordem desses genes,
as células podem crescer fora do controle, o que pode oca-
sionar o cancer.

A partir dessas recentes descobertas, os anos foram efi-
cazes para um gradual crescimento de pesquisas cientificas
levantando o objetivo de encontrar, efetivamente, a cura
do cancer. Essas politicas foram instaladas no governo de
Richard Nixon, em 1971, com o objetivo de incentivar as
pesquisas cientificas em busca de resultados eficientes para
o combate ao cancer. O presidente investiu mais de US$ 100
milhdes em pesquisas com esse objetivo, sancionando a lei
denominada The Nacional Cancer Act (P.L. 92-218) estipu-
lando a “guerra contra o cancer”.

A Cancer Rearch Society projetou em seu site oficial
uma linha do tempo histérica identificando as principais
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descobertas em relacdo ao cancer. A Sociedade teve sua
fundacdo no ano de 1945 com o objetivo de pesquisar a
cura para o cancer. A partir da datagao de 1971, podemos
observar um grande ndmero de avancos cientificos. Os
pesquisadores mostram que as células tumorais secretam
fatores que promovem novos vasos sanguineos (um fend-
meno chamado angiogénese). A identificacao subsequente
desses fatores tornd-los-a4 alvos moleculares (1974). Os
erros de replicacao do DNA sao identificados como causas
de tumores. A Citogenética torna possivel a identificagao
de rearranjos cromossdmicos especificos para certos tipos
de leucemia e linfomas (1977). Os exames de ressonan-
cia magnética sao inventados, permitindo a deteccao de
tumores em estagio inicial (1979). O gene p53 é desco-
berto. Mais tarde, mostrar-se-a que as mutagoes p53 estao
implicadas em quase 50% dos tumores humanos. Tirosinas
quinases sao descobertas - as quinases sao um tipo de enzi-
mas que modificam as proteinas (1980). Estudos mostram
que as células cancerosas secretam enzimas, permitindo-
lhes degradar o seu meio circundante, dando-lhes acesso a
outros vasos sanguineos e tecidos, um fendbmeno chamado
metastase (1983). O papilomavirus humano (HPV) é iden-
tificado como a causa do cancer cervical. Esta descoberta
levard ao desenvolvimento de uma vacina para prevenir
este tipo de cancer (1986). A telomerase e o gene supressor
de tumores de retinoblastoma (Rb) sdo identificados (1987).
Estd demonstrado que o gene HER-2/neu do receptor do
fator de crescimento é amplificado em 15% dos cancros
da mama do estadio 1. O marcador HER-2/neu tornar-se-a
mais tarde o alvo terapéutico do transtuzumab (Herceptin),
que aumentara a taxa de sobrevivéncia de doentes com
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cancro da mama HER-2/neu positivo (1990). As mutagoes
do gene BRCAT estdo associadas a transmissao hereditdria
do cancro da mama (1995). A tecnologia de microarran-
jos de DNA é desenvolvida, tornando possivel analisar a
expressao e a presenca de mutacdes em milhares de genes
simultaneamente (2001). A sequéncia do genoma humano
é obtida, dando énfase a pesquisa quanto ao genoma de
varios tumores, a fim de identificar as mutacgoes levando ao
desenvolvimento do cancer (2004). Uma vacina contra o
virus do papiloma humano (HPV) € utilizada para prevenir
o cancro do colo do utero.

Atualmente, inimeras outras pesquisas em todo o mundo,
envolvendo as principais descobertas acerca do cancer ja
foram desenvolvidas e ainda estao em processo de desenvol-
vimento, sendo impossivel achar um espaco suficiente para
colocé-las enumeradas em uma linha de tempo satisfatoria.

0 que é o cancer?

O Instituto Nacional do Cancer (National Cancer Institute)
define o cancer como um conjunto de doencas relacionadas
a divisao desordenada dessas células e dispersao em tecidos
circundantes.

As células normais seguem o seu ciclo de vida sem inter-
feréncia, ou seja, crescem e dividem-se formando novas
células a medida que o corpo necessite, no entanto, quando
elas envelhecem ou sofrem algum dano, morrem, e novas
células tomam seu lugar. No cancer, esse ciclo de vida é
diferenciado. A medida que as células tornam-se cada vez
mais anormais, as células envelhecidas ou danificadas aca-
bam sobrevivendo, no entanto, mesmo estas vivas, novas
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células se formam quando ndo sdo necessdrias, gerando
sucessivamente novas divisdes promovendo o crescimento
dos tumores.

O tumor tem duas naturezas: s6lidas — quando forma-se
uma massa de células — e liquidas, quando estao presen-
tes no sangue, como no caso da leucemia. Quando esses
tumores acabam espalhando-se para os tecidos proximos,
recebem o nome de malignos. O perigo dessa invasao teci-
dual é devido a possivel quebra da massa de células ou, até
mesmo, algumas células danificadas possam viajar através
da corrente sanguinea para as diversas partes do corpo, origi-
nando novos tumores em outros tecidos, distantes do tecido
originario (Figura 2).

Diferente dos tumores malignos, os benignos nao inva-
dem tecidos proximos. Eles podem desenvolver-se em massas
volumosas, no entanto, ndo significa necessariamente que,
quando removidos, poderao ter a capacidade de desenvol-
ver-se novamente.

Eagas Eaeed

Normal Hyperplasia

Figura 2 - Microevolucao de uma célula cancerosa
Fonte: Nature, 2010.

Nota: Uma série de mutagbes em uma célula faz com que ela proliferasse
mais do que seus vizinhos imediatos. A medida que o grupo de células em
divisdo cresce ao longo do tempo, outras mutagdes tornam a hiperplasia ati-
pica em um cancer (carcinoma). A disseminacao de células cancerosas para
outros tecidos e 6rgaos (metastase) ocorre quando a adesao dessas células
cancerosas quebra, e eles sdo capazes de viajar facilmente para novos locais.
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Para que uma célula desenvolva-se em cancer é necessario
o que chamamos de mutagado. Essas mutagdes sdo decorren-
tes de erros no material genético (DNA) dentro das células. As
mutagdes em si sao espontaneas, no entanto, fatores naturais
podem ocasionar tais danos, como no caso de radiagao.

O Cancer Institute (NSW) listou uma série de fatores que
podem implicar em mutagoes, incluindo: danos ao DNA
celular; radiacao ultravioleta do sol; substancias quimi-
cas do tabaco; Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS); virus;
etc. Concomitante a esses fatores, o instituto listou algumas
caracteristicas que promovem a propensdo de risco ao can-
cer, como por exemplo: o envelhecimento; histérico familiar;
tabagismo; alcoolismo; obesidade; etc.

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a forma-
¢ao do cancer ocorre através do processo de carcinogénese.
Ha principalmente trés estagios que promovem o desenvol-
vimento dos tumores: 1) Estagio de iniciagao: A modificacao
genética ocorre, no entanto, ndo é possivel identificar clini-
camente um tumor mesmo que haja “preparacao” celular
para o desenvolvimento deste; 2) Estagio de promogao: As
células “preparadas” sofrem atividade de agentes cance-
rigenos denominados de oncopromotores, promovendo
uma mudanca longa e gradual, transformando-a em célula
maligna; 3) Estdgio de progressao: As células multiplicam-
se de maneira descontrolada e irreversivel, promovendo as
primeiras manifestacdes clinicas.

O cancer desenvolve-se de forma tinica em cada pessoa.
As combinagdes das alteragcdes no material genético de cada
pessoa desenvolvem essa forma Unica de cancer. Deve-se
levar em consideracao também que as mudancas genéticas
podem estar ou ndo associadas ao cancer, outras vezes elas
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sdo ocasionadas pelo préprio cancer, no entanto, dentro de
um mesmo tumor, as diferentes células podem ter diferentes
alteragoes genéticas. As células normais também possuem
alteracoes, no entanto, o nimero de alteracoes em células
danificadas do cancer é bem maior (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2017).

Quais as diferencas entre células normais e células
cancerigenas?

A partir das mutagdes genéticas, observou-se que dife-
rentes genes defeituosos ocasionam os diferentes tipos de
cancer. O Projeto Genoma do Cancer revelou que células
cancerosas possuem no minimo 60 tipos de mutagdes, den-
tre estas, genes eram atingidos e promoviam a inativacao
dos genes supressores da atividade proliferativa da célula e
genes ativadores da apoptose. O desafio hoje é encontrar
a correlacdo entre o gene e o tipo de cancer, pois alguns
genes mutados sdo encontrados em varios tipos de tumo-
res (NATURE, 2010). A explanagdo quanto aos genes mais
conhecidos na literatura e sua implicacdao no cancer podem
ser observadas no capitulo 4.

O Instituto Nacional do Cancer pontua que uma das dife-
rengas mais importantes entre células normais e células do
cancer € a sua especializacao. As células normais depois
de maduras possuem uma especializacdo de atividades
relacionadas a uma gama de funcdes histolégicas distintas,
enquanto as células defeituosas do cancer apresentam pou-
cas distingoes.

As células cancerigenas possuem a habilidade de inva-
dir outros tecidos, no entanto, uma das barreiras mais

26



significativas encontradas pelas células invasivas é a mem-
brana basal, uma matriz extracelular fina, densa, altamente
reticulada que envolve a maioria dos tecidos (ROWE;
WEISS, 2008). O desenvolvimento da habilidade de invasao
é acompanhado por uma série de mudancgas na expressao
génica. Maltus, et al (2015), atentando-se a esses fatores,
observaram que nas populagoes de células tumorais, a ati-
vidade de invasdao ndo pode ocorrer ao mesmo tempo em
que a atividade de duplicagao, ou seja, uma mesma célula
ndo pode invadir tecidos e duplicar-se ao mesmo tempo.
Essa constatacdo abre as portas para uma melhor compre-
ensdo da atividade nas células cancerigenas, sugerindo
uma divisdo de tarefas para populacoes de células invaso-
ras e células reprodutoras. Essa especializagao de fungdes
pode ser considerada um fator evolutivo interessante, no
entanto, bastante simples em comparagdo com as especia-
lizacoes de células normais.

Embora essa especializacdo seja bastante simples, deve-
mos considerar que a capacidade de adaptagao das células
cancerigenas em seu microambiente tumoral sdo exemplos
adaptativos surpreendentes. As células cancerosas podem
ser capazes de influenciar as células normais, moléculas e
vasos sanguineos que cercam e alimentam um tumor a, por
exemplo, induzir a formacao de vasos sanguineos para o
fornecimento de oxigénio e nutrientes. As células cancero-
sas também sdo capazes de fugir ao sistema imunolégico,
embora o sistema imunolégico normalmente possua a fun-
¢ao de remocao das células danificadas ou anormais do
corpo. Os tumores também podem usar o sistema imuno-
l6gico para permanecerem vivos e crescerem com a ajuda
de certas células do sistema imunolégico que normalmente
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impedem uma resposta imune fugitiva, as células cancero-
sas podem realmente impedir que o sistema imunolégico
mate células cancerosas (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2017).

Como as células cancerigenas invadem outros tecidos?

Um tumor, ao tornar-se maligno, adquire a capacidade
de invadir outros tecidos, podendo seguir uma série de cami-
nhos alternativos depois de disseminados em outros tecidos
durante a metastase. A capacidade de invasdao dessas popu-
lagdes de células cancerigenas, muitas vezes, da-se pela
capacidade de secrecao de proteases, tornando-as capazes
de degradar a matriz extracelular nos limites de um tecido,
dando-lhes a capacidade de criar novas passagens dos teci-
dos (NATURE, 2010).

A palavra metdstase é utilizada para designar quando
as células cancerigenas invadem outros tecidos, dirigindo-
se a uma nova localizagdao do corpo e iniciando novos
tumores.

O esquema, a seguir, (Figura 3), descreve os caminhos
alternativos que as células cancerosas podem seguir apds
serem disseminadas para um novo tecido durante a metds-
tase. As setas tracejadas ou pontilhadas verticais no lado
esquerdo do diagrama indicam periodos aproximados de
tempo para varias etapas dentro do diagrama.
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Figura 3 - An integrated view of cancer metastasis dormancy
Fonte: © 2007 Nature Publishing Group Aguirre-Ghiso, J. A. Models, mecha-
nisms and clinical evidence for cancer dormancy. Nature Reviews Cancer 7,
p-834-846. 2007. doi: 10.1038/nrc2256. All rights reserved).
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A metdstase causa 90% das mortes por tumores sélidos,
exibindo um conjunto diverso de manifestagdes clinicas.
Por exemplo, no cancer de mama, as metastases podem
ser indetectaveis e podem permanecer latentes por muitos
anos apos a remogao do tumor primario, vindo a tona como
lesdes incurdveis que sao desencadeadas por causas desco-
nhecidas. A recorréncia para a metdastase, as vezes, pode ser
prevista a partir de certas caracteristicas do tumor primario.
No cancer de mama, por exemplo, o grau histolégico e o
padrao de expressao do gene sdo indicativos importantis-
simos para a probabilidade de evolugdo metastatica. No
entanto, outros fatores podem desencadear a progressao em
metastase do tumor (VAN DE WOUW et al., 2003).

A disseminacao de células tumorais inclui, na maioria
das vezes, a invasao de linfonodos locais através do sistema
linfatico. As células tumorais agressivas normalmente entram
na corrente sanguinea e chegam a tecidos distantes, diferen-
tes de tumores mais brandos. Esta disseminagao tem padrdes
definidos de migragao entre 6rgaos refletindo em uma maior
heterogeneidade de células tumorais, concomitante ao tipo
de cancer em questao (WEISS, 2000).

Andlises gendmicas do tecido tumoral humano e tecnolo-
gias inovadoras para a exploragao de modelos in vitro estao
sendo desenvolvidas para reavaliar conceitos cldssicos sobre
a natureza evolutiva de células metastaticas geneticamente
instaveis, bem como a interacdo entre células cancerosas
circulantes e microambientes teciduais, incluindo nessas
buscas a melhor compressao a respeito da selecdo de tra-
cos pro-metastaticos em diferentes estagios de progressao
tumoral. Esse conjunto de eventos que satisfazem especi-
ficamente os requisitos exclusivos de funcdes de invasao
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metastatica implica em um desafio para uma melhor expli-
cacdo de como os tumores conseguem sofrer metdstase.
Nguyen e Massagué (2007) realizaram uma revisao literaria
objetivando uma melhor visao a respeito dos conhecimentos
em desenvolvimento sobre o processo de metastase. Esses
aspectos revelam a utilidade para conciliar e unificar todas
as nogoes cientificas a respeito do processo de metastase.
Os exemplos disponiveis para varios tipos de determinantes
metastaticos — genéticos e epigenéticos, somaticos e herda-
dos — escassos — nas palavras dos autores — servem como
precedentes para a futura identificagdo de mais genes envol-
vidos em metdastases.

Tipos de cancer

Existem mais de cem tipos de cancer conhecidos hoje.
Nesta secdo, destacam-se apenas os principais grupos exis-
tentes de forma superficial, pois ndo é o foco do capitulo
tratar de cada grupo de forma separada. Para uma melhor
compreensao de cada tipo separado de cancer, consulte a
literatura adequada.

Carcinoma: Os carcinomas sdo o tipo mais comum de
cancer, formados por células epiteliais subdivididos em dife-
rentes tipos de células epiteliais, com nomes especificos, por
exemplo: adenocarcinoma (células epiteliais que produzem
fluidos ou muco. A maioria dos canceres de mama, célon
e prostata sao adenocarcinomas); basocelular (comega na
camada inferior ou basal da epiderme, camada externa da
pele); células escamosas (se formam em células escamosas,
abaixo da superficie externa da pele, também se encon-
tram muitos outros 6rgaos, incluindo o estbmago, intestinos,
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pulmoes, bexiga e rins. O nome se d4 pela disposicao, como
as escamas de peixe, quando vistas sob um microscépio);
células de transicdo (se formam no tecido epitelial cha-
mado epitélio de transicdo encontrado nos revestimentos da
bexiga, ureteres e parte dos rins) (SIEGEL et al., 2017).

Sarcoma: forma-se nos ossos e tecidos moles, incluindo
musculos, gordura, vasos sanguineos, vasos linfaticos e
tecido fibroso. Como exemplo, ha o osteossarcoma (Al et
al., 2017).

Leucemia: comega no tecido formador de sangue da
medula ssea e ndo forma tumores solidos. Em vez disso, um
grande ndmero de glébulos brancos anormais acumula-se
no sangue e na medula 6ssea, eliminando as células sangui-
neas normais. O baixo nivel de células sanguineas normais
pode tornar mais dificil para o corpo obter oxigénio para seus
tecidos, controlar o sangramento ou combater infec¢des. Os
tipos mais comuns de leucemia sao: aguda e linfoblastica
(células sanguineas) (RODRIGUES et al., 2016).

Linfoma: comeca em linfécitos (células T ou células B,
células brancas do sangue que fazem parte do sistema imu-
nolégico). No linfoma, linfécitos anormais se acumulam nos
linfonodos e nos vasos linfaticos, bem como em outros 6rgaos
do corpo. Como exemplo, temos o linfoma de Hodgkin. As
pessoas com esta doenga tém linfocitos anormais que sao
chamados células Reed-Sternberg formadas a partir de célu-
las B (KOLSTAD et al., 2017).

Mieloma maltiplo: comega em células plasmaticas, tipo
de célula imunoldgica. As células plasmaticas anormais, cha-
madas células de mieloma, acumulam-se na medula dssea e
formam tumores nos ossos em todo o corpo. Mieloma mul-
tiplo é também chamado de mieloma de células plasmaticas
e doenca de Kahler (TERPOS, 2017).

32



Melanoma: inicia em células que se tornam melandcitos
(células especializadas que fazem melanina). A maioria dos
melanomas se formam na pele, mas os melanomas também
podem se formar em outros tecidos pigmentados, como o
olho (LUBBE et al., 2016).

Consideracoes importantes

A partir de um maior conhecimento acerca do cancer e
seu desenvolvimento, hoje é possivel desenvolver meios de
diagndstico precoce e maior efetividade no tratamento dessa
doenca. Vale salientar que os meios de diagndsticos atuais
ndo detectam o cancer de forma precoce, especialmente
por ter uma grande dependéncia quanto as manifestagoes
clinicas dos pacientes junto a fatores biol6gicos vistos em
exames exaustivos.

Foi por meio dessas dificuldades que os biossensores
surgem como uma forma abrangente no diagndstico pre-
coce e preciso da doenga. As andlises com biossensores
abriram o leque de op¢des quanto a uma maior efetivagao
do tratamento adequado. Os biossensores serao mais bem
explanados no capitulo 3.

Os meios de tratamento hoje possuem limitagoes e efei-
tos colaterais desagradaveis aos pacientes. Por meio dessas
dificuldades visando a um melhor beneficio ao paciente e
efetividade no tratamento, novas tecnologias tém sido empre-
gadas para essa melhora significativa. Entre essas novas
tecnologias, ha a utilizacdo do novo sistema de farmacos,
prometendo ser uma drea em gradativa expansao no cenario
biotecnolégico. Concomitante a este novo sistema, ha a utili-
zagao do préprio codigo genético (DNA) para garantir a cura
do paciente. As promessas futuras mostram-se promissoras
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e, a partir dos capitulos 4 e 5, podera compreender de uma
maneira simplificada o melhor desempenho dessas novas
tecnologias cientificas visando ao beneficio do paciente, um
diagnostico precoce e efetivamente, tratamento e cura da
doenca.
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Capitulo 3

BIOSSENSORES - 0 ADVENTO DA DIAGNOSE

Historico

deteccdo de patdgenos biolégicos possui uma

importancia crucial na prevencao de doengas

(BORREBAECK, 2010). Com o objetivo de realizar
contagens rapidas e apropriadas em casos de contaminagao
de alimentos e controle destes, ferramentas simples e baratas
sao necessarias (HUCKLE, 2006; SOPER, 2006).

Apesar de o desenvolvimento de sensores e biossensores
clinicos ter avancado recentemente, melhorias em sensi-
bilidade, seletividade, limites de deteccao, resposta rapida
e miniaturizagdo precisam ser observados e realizados. A
Salde Publica oferece grande oportunidade para o desenvol-
vimento de biossensores. Entre os diferentes tipos de sensores
e biossensores estao os biossensores eletroquimicos, os mais
comuns na clinica, devido a sua alta sensibilidade e seletivi-
dade, rapida resposta e baixo custo (JUSTINO, 2010).

Os biossensores representam a uniao entre duas diferen-
tes dreas: a biologia, devido a especificidade e a seletividade
dos sistemas biolégicos, com a computacao de micropro-
cesso (SHANTILATHA; VARMA; MITRA, 2003), tornando-se
uma ferramenta analitica poderosa, com grandes aplicagoes
em diferentes areas (TURNER, 1994). Em modos gerais, um
biossensor é um dispositivo que apresenta em sua estrutura
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um elemento biol6gico de reconhecimento conectado ou
integrado intimamente a um transdutor (SHANTILATHA;
VARMA; MITRA, 2003).

Segundo Long et al. (2013), a definicdo para biossensor
seria: “Biossensor é um dispositivo analitico que combina
um elemento biolégico receptor com um transdutor fisico,
em que a ligacdao ou reagao entre o alvo (analito) e o ele-
mento de reconhecimento € traduzida num sinal elétrico
mensuravel”.

Os primeiros biossensores desenvolvidos foram os bios-
sensores amperométricos para deteccao de glicose e os
pontenciométricos para deteccdo de ureia. Atualmente,
diversos tipos de biossensores estao sendo desenvolvidos e
empregados para uma melhor anadlise quimica envolvendo
varias substancias e em diversas areas, como: bioldgicas,
clinicas, industriais (FILHO; CAPELATO, 1992), alimenticia
(FURTADO et al., 2008), defesa e seguranca (MALHOTRA;
TURNER, 2003).

Um dos principais desafios é a busca por métodos sim-
ples, rapidos e menos reativos para algumas determinagoes
especificas de compostos variados, sejam elas quantitati-
vas ou qualitativas. Um grande nidmero dessas aplicagoes
estd nas areas de analises clinicas e de biotecnologia. No
entanto, as determinagdes quimicas mais simples sofrem
devido a falta de especificidade e uma série de interferén-
cias, com fatores coadjuvantes de lentidao e um alto valor
capital. Precisa-se atentar ao desenvolvimento de biossenso-
res devido a sua simplicidade, sensibilidade, especificidade,
tamanho e custo-beneficio como sendo os fatores primor-
diais para uma melhora significativa no desenvolvimento
tecnolégico (LONG et al., 2013).
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A utilizagao dos biossensores tem sido empregada cada
vez mais no monitoramento continuo dos processos biol6gi-
cos e sintéticos, ajudando na compreensao desses processos.
Biossensores também podem satisfazer a necessidade de
monitoramento continuo, em tempo real in vivo em subs-
tituicdo as técnicas analiticas intermitentes utilizadas na
indastria quimica e clinica. Como consequéncia disto, o
desenvolvimento de biossensores tornou-se uma drea forte-
mente ativa (ZHANG; WRIGHT; YANG, 2000).

Um biossensor possui o elemento receptor (material bio-
l6gico), o transdutor (dispositivo capaz de transformar um
tipo de sinal em outro) e a unidade processadora do sinal
(CALIL; SILVA, 2011; FILHO; CAPELATO, 1992). Devido
a essa composicao, os biossensores podem ser classifica-
dos em vérios tipos, de acordo com os transdutores que
cada um apresenta em sua estrutura. Normalmente, tem-se
conhecimento dos eletroquimicos (amperométricos, pon-
tenciométricos e condutiométricos), Opticos, acdsticos,
calorimétricos (MALHOTRA; TURNER, 2003) e os piezoelé-
tricos (CALIL; ROBERTO, 2011; TURNER, 1994).

Os transdutores agem como uma interface, medindo
as mudancas fisicas (interagdes bioquimicas) que ocorrem
na reacdo com biorreceptor, transformando esta energia
em sinais elétricos mensuraveis (PATHAK; KATIYAR; GIRI,
2007). Para que um transdutor seja considerado ideal, jun-
tamente com o material biolégico, para utilizagdo em um
determinado biossensor, o mesmo deve detectar apenas
um reagente ou um produto especifico, ndo respondendo a
outras substancias presentes na amostra analisada (FILHO;
CAPELATO, 1992). Ha uma importancia fundamental quanto
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a imobilizacdo enzimatica, especialmente para o aumento
do tempo de vida (KRAJEWSKA, 2004).

Um dos grandes desafios na fabricacao destes biossen-
sores trata-se da possibilidade de reutilizagdo dos mesmos,
sem que haja perda na eficiéncia do dispositivo, ou seja,
aumento na vida Util do biossensor, para tanto existe a neces-
sidade de um controle na variagao do pH e da temperatura
(SOARES, 2011). Os elementos receptores devem ser com-
ponentes bioldgicos, dentre os quais podem ser utilizadas
enzimas (CALIL; SILVA, 2011).

Historicamente, as enzimas foram os primeiros elementos
moleculares de reconhecimento utilizados em biossensores
e continuam como base para um significante nimero de
publicagdes ligado a este tema (LONG et al., 2013). CALIL e
ROBERTO (2011) afirmaram em seu estudo que os elemen-
tos receptores enzimaticos sao muito interessantes como
biossensores, devido a variedade de produtos de reacao
mensuraveis do processo catalitico, que incluem protons,
elétrons, luz e calor.

Tipos de biossensores eletroquimicos

Thévenot (2001) define biossensor eletroquimico como
dispositivo integrado capaz de prover informagoes de ana-
lises quantitativas ou semiquantitativas especificas usando
elementos de reconhecimento biolégico em contato direto
com elementos de transducao eletroquimica.

Um bom exemplo de biossensor eletroquimico é o bios-
sensor para afericdo da glicose. Ja& em 1962, o primeiro
biossensor para este fim foi desenvolvido por Clark e Lions.
O primeiro aparato construido por eles constava de uma
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fina camada de glicose oxidase presa em um elétrodo de
Oxigénio, via membrana semipermeavel de didlise. As medi-
¢oes foram feitas monitorando o Oxigénio consumido pela
reacao de catalizacdo da enzima (WANG, 2008).

Hoje, todo o campo, relacionado a biossensores deste
tipo, deve sua origem ao elétrodo de glicose de Clark
(WANG, 2008).

A aplicagdo de nanotubos de carbono (CNTs) a bios-
sensores eletroquimicos tem estado em desenvolvimento.
CNTs sdo incorporados aos sensores eletroquimicos devido
a posse de interessantes vantagens: alta condutividade elé-
trica, excelente biocompatibilidade, estabilidade quimica e
forca mecanica (HU, 2009; JACOBS, 2010). Biomoléculas
(proteinas e DNA) podem também adsorver em CNTs, atra-
vés de seus grupos funcionais JACOBS, 2010).

Viswanathan (2009) desenvolveu um biossensor para a
determinacao de pesticidas organofosforados (metil paration
e chlorpyrifos) baseado em CNTs. A base do biossensor é
a reagao enzimatica de AChEacetylcholine, que causa um
mudanca no pH na regido do elétrodo. Assim, os pesticidas
sao determinados através da inibicao da reacao enzimatica.

Biossensores dpticos

Biossensores o6pticos sdo instrumentos poderosos de
deteccao, atuando como ferramentas versdteis para ana-
lises. Isso se da devido a seu baixo nivel de ruido, baixa
necessidade de volume de reagente e por serem refratarios a
interferéncia eletromagnética, sao capazes de ser acessados
remotamente, promovendo andlises multiplas em um Gnico
equipamento (FAN, 2008).

41



Esse tipo de biossensor constitui grande promessa para
construgdo de equipamentos com alta performance na detec-
¢ao de analitos relacionados ao diagndstico médico (cancer,
alergia, infarto, anticorpos, drogas e hormonios JUSTINO et
al, 2010).

Velasco-Garcia (2008) reporta que avangos recentes
em nanotecnologia contribuem para o desenvolvimento de
fibras 6pticas em nivel submicron, permitindo mensuragao
de células individuais. De acordo com Kuswandi (2001),
poucas sdo as analises desse tipo realizadas, e medicoes in
vivo sao ainda mais raras.

Biossensores piezoelétricos

Este tipo de biossensor emprega materiais que ressonam
quando da aplicagdo de um campo elétrico externo (TU,
2008). Mais comumente cristais de quartzo sdo utilizados,
pois produzem um campo elétrico oscilante, que ressoa na
frequéncia do cristal, dependendo de sua natureza quimica,
tamanho, forma e massa (FARRE, 2009).

Neste tipo de biossensor, a interacao de um analito com
um anticorpo imobilizado no cristal de quartzo muda a
massa do cristal, o que leva a uma mudancga de frequéncia.
Um importante tipo de biossensor piezoelétrico é o quartzo-
cristal microbalance (QCM). Neste biossensor, a interacao
antigeno-anticorpo ocorre na superficie do cristal, que possui
um circuito oscilatério, assim a mudancga na massa do cris-
tal leva a mudanga na frequéncia de ressonancia. O QCM
responde a mudangas na massa e essas mudangas ocorrem
na grandeza de nanogramas (), o que implica que esses equi-
pamentos tém sido utilizados em uma gama de aplicagoes
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médicas, gracas a sua alta sensibilidade e facil operagao ().
Porém, esse tipo de biossensor apresenta limitagbes como
dificuldade na calibracao ().

Recentemente, Aratdjo, Martinez e Luna (2013) relataram
o desenvolvimento de um biossensor baseado em ensaio
imunoenzimdtico, utilizando placas de ouro e QCM pre-
parado com solucao de quitosana para avaliar a interagao
quitosana-IgG. No referido estudo, os autores mostraram
que a quitosana foi mais eficiente para imobilizacao de IgG
em suporte de ouro do que em ensaios imunoenzimaticos
comuns ou mesmo com o suporte de ouro apenas.

Recentes avancgos na pesquisa com biossensores

Ceccheto (2015) desenvolveu um biossensor eletroqui-
mico para dengue, onde o biomarcador para dengue, NS1,
pode ser detectado. Em seus resultados, os autores indicaram
que esse biossensor poderd ser usado como uma ferramenta
confidvel para o diagnéstico da doenca, uma vez que o
mesmo possibilitou a dosagem deste biomarcador especifico
em soro.

No trabalho em que demonstra o desenvolvimento de
um biossensor eletroquimico de DNA para a deteccao do
papilomavirus bovino, utilizando DNA viral, Nascimento
(2012) mostrou que o mesmo apresentou alta sensibilidade
e especificidade. Este é um biossensor modificado, onde a
superficie de ouro foi caracterizada por pulso voltamétrico
diferenciado.

Um novo biossensor eletromagnético controlavel desen-
volvido por Wang (2013), para a deteccao de cancer oral,
mostrou-se altamente sensivel e seletivo, de facil fabricacao,
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conveniéncia operacional, com baixo tempo para andlise,
boa estabilidade e reutilizacdo. Este biossensor foi capaz de
detectar miRNA, de maneira ndo-invasiva, através da simples
coleta de saliva.

Em relagdo aos sensores 6pticos com aplicagoes em satde,
Algaar (2015) desenvolveu um biossensor para a deteccao de
CCHEF 1gG (anticorpo especifico de individuos com a febre
do Congo), com o intuito de otimizar protocolos de imobili-
zagao e a formulagao do substrato quimioluminescente. Seus
resultados mostraram que o biossensor modificado aumen-
tou em 100x a sensibilidade de deteccao para o referido
anticorpo, em soro de individuos acometidos pela doenca.
Além disso, este equipamento apresentou-se 10x mais sen-
sivel que o ELISA, o que o torna uma excelente ferramenta
alternativa a este método, pois permite melhor deteccao dos
niveis de IgG, por identificar menores quantidades do anti-
corpo nos primeiros estdgios da infeccao.

Biossensores 6pticos tém sido dirigidos a diversos mar-
cadores do cancer de pulmao, e a tecnologia tem sido
melhorada gragas a investigacdo quimica e aplicagbes
nanotecnoldgicas.
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Figura 4- Esquema de acao de um Biosensor Pizoelétrico
Fonte: Altintas e Tothill (2013).

Como referido anteriormente neste texto, o cancer
de mama foi o primeiro a ser identificado no antigo Egito
(BUSHAK, 2015), sendo assim, nao €é de se surpreender que
0 mesmo seja 0 mais estudado tanto quanto a métodos de
diagnésticos, como para desenvolvimento de novas dro-
gas. O cancer de mama representa um significativo agravo
a satde publica, gragas a sua alta prevaléncia (ARIF, 2015).

No que diz respeito aos biossensores piezoelétricos, o
cancer de mama, Arif (2015) relata o desenvolvimento de
um aparato candidato a deteccdo primaria da doenga, assim
como o monitoramento do progresso da mesma e sua rein-
cidéncia (Figura 5).
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Figura 5- Deteccao de cancer de mama utilizando autoanticorpos da saliva
contra ATP6APT. O design hipotético de um biossensor piezoelétrico na
forma de escova de dentes é mostrado. A superficie da interfase sensivel

imobiliza ATP6AP1, na qual um cristal de quartzo fica localizado entre
eletrodos de ouro.
Fonte: Arif (2015).

Biossensores piezoelétricos do tipo QCM detectam até
mesmo infimas quantidades de compostos. Para o cancer de
mama, autoanticorpos contra o marcador ATP6APT podem
ser detectados em saliva, utilizando-se essa metodologia. Esse
tipo de equipamento, de facil manuseio, é de suma importan-
cia por aplicar uma metodologia ndo invasiva, o que ajuda
a mulheres relutantes por realizar exames de rotina, tanto
por questdes emocionais, convencionais ou religiosas. Dessa
maneira, biossensores compdem ferramentas importantes,
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uma vez que, com pouca quantidade de amostra e grande
poder de deteccao, podem levar ao diagndstico preciso
de uma doenga mesmo durante o tratamento, o que da ao
paciente melhores chances de recuperacao (ARIF, 2015).

Aradjo, Martinez, Luna et al. (2012) relatam um imunos-
sensor QCM do tipo piezoelétrico modificado. Neste estudo,
0o QCM recebeu um filme de quitosana como suporte para
a ligagdo do anticorpo 1gG. Os resultados mostraram que
houve uma melhor imobilizacao do anticorpo quando a qui-
tosana foi utilizada, causando uma variacdao de frequéncia
no QCM de 24.34% (+0.75) variation in crystal frequency.
Dessa forma, a estrutura da quitosana mostrou-se eficiente
para a imobilizacao para este tipo de aparato.

E importante lembrar que os biossensores sdo desenvolvi-
dos principalmente no que diz respeito a doencgas de carater
epidemiologicamente relevante. Neste contexto, deve-se
levar em consideracdao o desenvolvimento de biossensores
para a deteccao de envenenamentos causados por serpen-
tes. Essa é uma drea importante da ciéncia por apresentar-se
como um agravo relevante a salde publica, principalmente
em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos (THE
SNAKEBITE IINITIATIVE, 2017), e por o tema ‘biossensores’
ainda ser pouco estudado por pesquisadores da Toxinologia
(drea da ciéncia que estuda os venenos de origem animal).

Especialidades de biossensores
Em 2014, Schneider desenvolveu um biossensor para a
deteccao do veneno da serpente Bothrops atrox. Nesse traba-

lho, o autor relata, pela primeira vez, um biossensor funcional
utilizado para a selecao de anticorpos monoclonais contra
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toxinas especificas de um veneno em particular: metalopro-
teases (SVMPs). Além disso, o autor chama a atengado para o
fato de que, em se tratando de veneno de serpente, reconhe-
cimento cruzado pode ocorrer, o que dificulta o diagnéstico
em areas onde coabitam animais do mesmo género, ou fami-
lia. Dessa maneira, esse primeiro biossensor vem a ser um
advento importante para o rapido e especifico diagnéstico
desse tipo de agravo em areas de risco.

Ainda em 2014, Vitoreti desenvolveu um biossensor
do tipo eletroquimico para a deteccdo de toxinas de ser-
pente, utilizando veneno da espécie Bothrops jararaca.
No referido trabalho, também pioneiro, o biossenor apre-
sentou picos voltamétricos compativeis com a interagao
Antigeno-Anticorpo.

Nesse sentido, e com a premente preocupagao em rela-
¢do a demora para o diagndéstico preciso quando se trata
de envenenamento ofidico, Lira et al (2016) objetivaram o
desenvolvimento de um sistema de identificagao de veneno
de serpente do tipo género-especifico, utilizando anticorpos
presentes no soro comercial fabricado no Brasil. O método
consiste em adsorver a uma membrana de nitrocelulose
(NTC) o antigeno e submeter esse sistema ao anticorpo, soro
antiofidico comercial.

Os resultados mostraram que esse sistema foi capaz de
diferenciar os soros comerciais (antibotrépico - SAB, antibo-
tropico-laquético - SABL, anticrotélico - SAC e antielapidico
- SAE) frente ao veneno da serpente da espécie Bothrops ery-
thromelas (Figura 6).
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Figura 6- Padrao de reconhecimento entre o veneno da serpente B. erythro-
melas e os soros comerciais brasileiros (ver texto)
Fonte: Lira et al (2016).

Como observados na figura 6, os soros comerciais SAB e
SABL apresentaram um alto reconhecimento quando incu-
bado ao veneno da serpente B. erythromelas. O soro SAC
apresentou algum grau de reconhecimento, porém, visu-
almente, essa identificacao, de acordo com a metodologia
empregada, ndo se mostra eficiente para a diferenciacdo.
Isso é explicado porque os géneros Bothrops e Crotalus estao
muito préximos filogeneticamente, pertencem a mesma
familia.

Quando o veneno da serpente B. erythromelas foi adsor-
vido a membrana de NTC, e submetido ao soro antielapidico
(SAE), percebe-se que o reconhecimento é pobre, gerando
a visualizagao turva da ligacdo antigeno-anticorpo. Isso se
da pela distancia filogenética entre as duas familias as quais
pertencem essas serpentes: Viperidae e Elapidae.

Esse imunossensor ainda estd em fase de desenvolvi-
mento e ajustes, sendo esta a primeira vez em que é citado
em uma publicacao. Esse tipo de aparato vem na vanguarda
do desenvolvimento de biossensores, os quais precisam ter
caracteristicas bastante especificas antes de serem propos-
tos: tipo de ligacdo, especificidade, rapidez, miniaturizacao,
importancia na epidemiologia das doengas/agravos.
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Capitulo 4

TERAPIA GENICA E CANCER

s genes sao 0s responsaveis por grande parte das

doencas humanas, através da auséncia ou excesso

de codificagdo de determinadas proteinas, codi-
ficagdes equivocadas de proteinas anormais, deixando
o organismo suscetivel aos agentes ambientais externos
(VICENTINI et al., 2013).

A instabilidade gendmica das células cancerosas é carac-
terizada por defeitos como translocagdo, aneuploidias,
perdas cromossomicas, amplificagio de DNA e delegoes
cromossomicas. Essas células defeituosas apresentam defei-
tos cromossomicos especificos que, através de sua analise,
pode-se chegar ao diagndstico do tipo e estagio que o
cancer encontra-se. A Leucemia Mieloide Cronica é um
bom exemplo dessa explanagdao, uma vez que a translo-
cagao especifica do gene C-ABL do cromossomo 9 para o
gene BRC-ABL do cromossomo 22, criando uma estrutura
conhecida como cromossomo Philadelphia. Através dessa
translocacdo reciproca, a fusdo dos genes provoca a pro-
dugdo de uma molécula anormal transdutora de sinal que
estimula a constante proliferacao de células com Leucemia
Mieloide Cronica, mesmo com a auséncia de sinais externos
de crescimento. Inimeros outros fatores como o conceito
de fenétipo mutator e a hereditariedade de inimeros cance-
res nos leva a atentar que os defeitos hereditarios nos genes
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que controlam a reparagao por excisdao de nucleotideos e a
reparacao dos erros de pareamento do DNA levam a altas
taxas de cancer, fornecendo sustentacdo a ideia de que ha
uma implicagdo de um fené6tipo mutador, contribuindo para
o desenvolvimento do cancer (KLUG et al., 2010).

O campo da epigenética do cancer tem fornecido estu-
dos com células cultivadas, partido inicialmente de células
normais transformadas em cancerosas nas culturas, através
da acdo de agentes cancerigenos, radiacdo ou virus. Uma
das principais observagoes foi a da divisao celular em células
normais (aproximadamente 50-60 vezes) e células canceri-
genas (infinitamente) e no meio de divisao. No que se diz
respeito ao meio de divisao, as células cancerigenas podem
dividir-se em meios gelatinosos, enquanto células normais
s6 conseguem dividir-se em meios solidos. Esses estudos tém
proporcionado uma melhor compressao dos fatores genéti-
cos associados ao cancer. Outro exemplo deles é o estudo
dos fatores que afetam a expressdo genética de forma herda-
vel, com uma visdao mais restrita a metilacio do DNA e as
modifica¢des das histonas, no que se diz aos processos de
acetilacao e de fosforilacao. Quando voltamos nossa aten-
¢do as células cancerosas, esses estudos demonstraram que
alteracbes importantes na metilacio do DNA estao direta-
mente ligadas ao desenvolvimento de canceres, uma vez
que o total de metilacdo no DNA é muito menor em células
cancerosas do que em células normais (DE ROBERTIS et al.,
2008).

A susceptibilidade das células cancerigenas em acumular
mutacoes foi observada em pdaginas anteriores. Em células
cancerosas, hd duas categorias principais de genes desco-
bertos: os genes supressores de tumor e os proto-oncogenes.
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O conhecimento a respeito do mecanismo de acao
dos genes supressores de tumor ainda é desconhecido, no
entanto, as primeiras indicacdes da existéncia desses genes
foram obtidas por meio de cultura de células quando se
observou a fusao de uma célula maligna com uma célula
normal, gerando uma célula hibrida, sem malignidade. Os
oncogenes codificam proteinas que promovem a multipli-
cagao das células, que se convertem em malignas, ou seja,
em condicOes normais sao genes que participam do controle
da proliferacao celular para constituir os tecidos do orga-
nismo. Quando esses oncogenes atuam de forma normal,
recebem a denominacao de proto-oncogenes, quando alte-
rados e produzem proteinas em ocasides ndo necessarias,
ou quando formam proteinas modificadas, originam tumo-
res e passam a ser denominados oncogenes JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2005).

Alguns dos genes mais frequentemente mutados em
tumores humanos sdo os da familia génica Ras. Essa fami-
lia codifica moléculas de transdugao de sinais que estao
associadas a membrana celular e regulam o crescimento
e a divisdo celular. Mutadas em mais de 50% dos tumores
humanos, atenuam no processo de crescimento, ou seja,
quando a célula encontra um fator de crescimento derivado
das plaquetas, os receptores de fator na membrana celular
ligam-se a estes, resultando em uma autofosforilacao da por-
¢do citoplasmatica do receptor. Essa autofosforilacao ativa
o recrutamento de algumas proteinas que ativam a Ras,
onde esta envia sinais por meio de cascatas de fosforilagao
de proteinas, no citoplasma, ativando fatores de transcri-
¢do nucleares que, por sua vez, estimulam a expressao de
genes que levam a célula em aquiescéncia. No cancer, essa
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proteina estd sempre ativa, estimulando a célula a dividir-se
constantemente (KLUG et al., 2010).

Um dos primeiros genes a ser estudado foi o do reti-
noblastoma. O gene relacionado com o retinoblastoma é
denominado RB. Esse tipo de cancer ocorre em criangas de
forma maligna. Em adultos a taxa de incidéncia é diminuta
devido a ndo proliferacao das células que originam esse
tumor. O RB ocorre em todas as células do corpo, caso seja
hereditéria, e ha uma delecao de um pequeno pedaco do
cromossomo 13, um dos pares. No outro par, geralmente
esse pedago estd intacto. A susceptibilidade em criangas
ocorre devido a ter a0 menos essa mutagdo em um cro-
mossomo para que o desenvolvimento do tumor ocorra,
diferentemente, do adulto que é necessdria a mutagao nos
dois cromossomos. Em estudos posteriores, identificou-se
que a perda ou mutagdo do gene RB1 contribui significativa-
mente para o desenvolvimento de muitos canceres, inclusive
de mama, 6sseo e pulmonar. Esse gene geralmente produz
uma proteina denominada de pRB, uma proteina supres-
sora de tumor que controla o ponto de controle G1/S do
ciclo de vida celular. Em células normais, ha o controle e
impedimento da passagem das fases, no entanto, em células
cancerosas, o defeito no gene RB1, inativacdo ou delegao faz
com que nao haja essa regulagao JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2005).

Os proto-oncogenes cyclin D1 e cyclin E sdo sintetizadas
e degradadas durante o ciclo celular. Eles formam comple-
xos juntamente com CDK, gerando complexo CDK/ciclina
— reguladores do ciclo de vida celular. Esses genes, espe-
cialmente por sua atividade reguladora, estdao relacionados
a varios tipos de cancer, como, por exemplo, o cancer de
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mama com o gene modificado de ciclina D1 e o de célon
com o gene modificado da ciclina E (KLUG et al., 2010).

Outro gene supressor de tumor associado ao cancer é
o p53. Sua denominagdo se da porque ele codifica uma
proteina com peso molecular de 53 kDa (quilodaltons).
Aproximadamente 50% de todos os tumores malignos
humanos apresentam mutacao ou deleciao do gene p53,
bem como tumores com p53 defeituoso sdo mais invasivos
e fazem muitas metastases. Ha cerca de mil possiveis muta-
¢Oes associadas a esse gene, e essas informagdes servem
para indicar a sensibilidade do gene a mudancas na sequ-
éncia de aminodacidos. Esse gene exerce papel de fator de
transcricdo, promovendo a expressdo dos genes de outras
proteinas reguladoras, como no caso do p21 e p16 — inibi-
dores da acao enzimatica da enzima CDK2. A enzima CDK
nao fosforiza ciclina, impedindo a transicao da fase G1 para
a subsequente. Além da atividade reguladora, é importante
ressaltar a ativacao da apoptose por esse gene JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2005).

Observando a atividade desses genes, a tecnologia gené-
tica vem desenvolvendo alvos terapéuticos visando a esses
alvos génicos. E importante observamos que o desenvol-
vimento dessas tecnologias tem sido abundante e acaba
repercutindo de forma positiva para a sociedade, uma vez
que a partir desses dados, podemos, de fato, achar instru-
mentos e alternativas terapéuticas para o combate ao cancer.

A terapia génica contra o cancer é um tratamento base-
ado na transferéncia de genes terapéuticos (transferéncia
de moléculas de DNA e RNA) nas células cancerigenas,
para tornar o crescimento lento ou cessar a progressao da
malignidade (KARJOO et al., 2016; VICENTINI et al., 2013).
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Assim, a terapia génica pode interferir nessas mudancgas de
expressdo, através de sequéncias anti-sense e ribozimas,
que modulam a expressao dos genes selecionados e supri-
mem o comportamento maligno de células cancerigenas
(BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2012).

Apesar das grandes vantagens da terapia génica, as sequ-
éncias de DNA e RNA usadas para tal apresentam algumas
limitacOes, tais como: (1) baixa taxa de transfeccao celular,
(2) rdpida degradacao enzimatica e, consequentemente, curto
tempo de meia-vida, (3) biodisponibilidade insuficiente. Sendo
assim, o grande desafio é o desenvolvimento de vetores clini-
camente adequados, seguros e efetivos para otimizar a entrega
dessas moléculas no organismo (VICENTINI et al., 2013).

Assim, ha necessidade de um carreador que facilite a
entrada do DNA nas células vivas. Esse veiculo é denomi-
nado “vetor”. Ha trés classes principais de vetores atualmente
em desenvolvimento: plasmideos, vetores virais e vetores
nanoestruturados.

Os plasmideos sao sequéncias de DNA relativamente
simples, porém eficazes para expressao de genes, nas quais
é possivel inserir um gene terapéutico por técnicas de DNA
recombinante. No entanto, para a introdugado de plasmideos,
é preciso fragilizar a membrana celular (LINDEN, 2010).

Desse modo, Gebremedhin et al. (2014) utilizaram plas-
mideos codificantes no virus da herpes para quinase, através
dos vetores de facil monitoramento: metafecteno e FUGENE
HD, seguidos por tratamento com ganciclovir (adjuvante)
para terapia de gene suicida para carcinoma de células esca-
mosas orais.

Os vetores virais, por sua vez, ttm a capacidade natu-
ral de penetragao nas células, bem como a ocorréncia mais
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facilitada de depdsito de material genético, mostrando-se
mais eficiente quando comparado aos vetores nao-virais.
Contudo, a utilizacao de sistemas virais apresenta algumas
limitagdes, sendo a principal delas os possiveis erros na
manipulagdo e administragao de virus (GRIMM; KAY, 2007).
Assim, faz-se necessario achar o gradiente de concentracao
entre a administracdao do virus e sua potencialidade no orga-
nismo (SMADJA et al., 2013).

Como exemplo de sua grande eficacia, a utilizacao de
adenovirus para a terapia génica estd sendo amplamente
explorada pelos novos recursos hoje empregados. A utiliza-
¢ao de Ad5/3-D24-GMCSF (Serotype 5/3 chimeric oncolytic
adenovirus expressing granulocyte macrophage colony-sti-
mulating factor) por Koski et al. (2010) demonstrou a eficicia
do adenovirus em promover a morte de células de cancer de
mama, pulmao, rim e pancreas, recrutando células Natural
Killer, bem como, Linfécitos-T citotéxicos. A acdo do Ad5
também foi observada agindo contra células do cancer de
prostata, utilizando o Ad5/3-mda-7 (DASH et al., 2010).

Por fim, os vetores nanoestruturados utilizam polime-
ros para a formagao de sistemas capazes de protegerem as
sequéncias de acidos nucleicos das condi¢des desfavoraveis
do meio extracelular e de libera-las no local e/ou momento
desejado. Esses vetores podem ser enriquecidos com molé-
culas que ajudem a especificar em que tipos de células o
contetido podera penetrar (COSTANZI-STRAUSS; STRAUSS,
2015; LINDEN, 2010).

Chang et al (2011) desenvolveram nanoparticulas poli-
méricas para o carreamento de RNAI para o gene Mcl-1 em
linhagens de células KB de carcinoma epitelial humano. O
nanossistema aumentou a atividade antitumoral /in vitro,
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reduzindo a viabilidade das células tumorais em aproxima-
damente 81%.

Nessa perspectiva, com o avangar das pesquisas na can-
cerologia, novos alvos terapéuticos foram sendo descobertos,
gradativamente, e novas estratégias terapéuticas foram sendo
delineadas. Assim, a terapia génica pode fazer uso de dife-
rentes tipos de moléculas, tais como as sequéncias de DNA,
0s RNAs de interferéncia e os MicroRNA:s.

Sequéncias de DNA

A reparacao aos danos no DNA é um processo complexo
que depende de vias particulares para cada tipo especifico
de dano. A terapia mediada por DNA demonstra um grande
potencial anticancer, visto que contribui para a estabilidade
genética, reparando mutagdes em genes que codificam pro-
teinas responsaveis pela instabilidade genética e evitam o
consequente desenvolvimento de tumores (GAVANDE, 2016).

Kuo et al (2015) desenvolveram um adenovirus recombi-
nante para carrear sequéncias de DNA de dominios do gene
do plasminogénio humano. O estudo demonstrou uma forte
inibicdo de metdstase pulmonar no modelo de melanoma
B16F10 em ratos.

O fator de crescimento derivado de epitélio pigmentado
(PEDF, Pigment Epithelium-derived Fator é um inibidor muito
potente da angiogénese. Sendo assim, a entrega intratumo-
ral da sequéncia génica de PEDF, através de um adenovirus
em um modelo de carcinoma pulmonar de Lewis (LCC) em
ratos, conduziu a uma reducao de 58% no tamanho tumoral,
reduziu a densidade de microvasos e aumentou a necrose de
células tumorais (HE et a., 2012).
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A endostatina e angiostatina sao inibidores endégenos
da angiogénese, que impedem fatores pré-angiogénicos de
interagir com as células endoteliais. A entrega intratumoral
de sequéncias génicas da endostatina, por meio de um ade-
novirus em modelo de cancer de bexiga em ratos, produziu
uma reducao de 40% no volume do tumor e uma reducao
de 60% na angiogénese tumoral, bem como, o aumento da
apoptose de células tumorais (PAN et al, 2011).

Chang et al. (2010) estudaram a entrega de IL-15, uma
citocina capaz de estimular a resposta imune ao induzir
a proliferacao e a ativagao das células NK e células T, por
meio de um adenovirus em um modelo Hepatocarcinoma
Celular (HCC) metastatico em ratos, que levou a uma redu-
cao de 82% da metastase tumoral, além de uma maior
sobrevida média de 41% sem toxicidade hepatica aparente
observada.

Embora resultados satisfatérios tenham sido gerados uti-
lizando sequéncias de DNA, atualmente, as técnicas que
utilizam essa molécula tém sofrido um desfalque, especial-
mente, pelos resultados promissores crescentes utilizando as
moléculas de RNA.

Interferéncia por RNA

A interferéncia por RNA (RNAI) tem se consolidado como
sucesso terapéutico, contribuindo para a compreensao sobre
a dinamica das neoplasias, trazendo consigo grandes pro-
messas para as terapias anticancer, particularmente, terapias
personalizadas (WANG, 2010).

Para a RNAIi, hda a acdo de duas ferramentas diferen-
tes. Uma delas sdo os microRNAs, denominados repressao
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traducional, em que o pareamento incompleto leva a inter-
rupcdo da traducdo. A segunda ferramenta sdo os small
interference RNAs (siRNA), onde a molécula de RNA é per-
feitamente ou quase perfeitamente complementar ao RNAm
alvo, provocando a degradacao do mesmo. A acdo dessas
ferramentas pode ser observada a partir de seus avangos em
testes clinicos (FRANCA et al, 2010).

Small Interference RNAs (siRNAs)

A geracao dos siRNAs ocorre com a introducao celu-
lar ex6gena de um fragmento na forma de dsRNA (double
strand RNA), que serd clivado no interior celular pela enzima
Dicer (familia RNase 1lI), em um processo dependente de
ATP, em siRNAs de aproximadamente 21-23 bases. Apds a
geracao dessas moléculas, estas sao incorporadas a protei-
nas celulares formando um completo multimérico chamado
RISC (RNA Induced Silencing Complex) (PEER; LIEBERMAN,
2011).

No complexo RISC, hda uma proteina denominada
Argonauta 2 que, por sua vez, seleciona a fita do siRNA
que serd incorporada ao complexo e apresenta atividade
de endonuclease dirigida contra a fita de RNAm alvo. A fita
sense é eliminada e a fita antisense guia o complexo até o
RNAm alvo (VICENTINI et al, 2013).

Como a sequéncia de bases nas moléculas de siRNA
é perfeitamente complementar a sequéncia de bases nas
moléculas do RNAm alvo, o complexo RISC cliva o referido
RNAm, degradando-o. O complexo enzimatico provoca
hidrélise e degradacao da molécula inibindo a expressao do
gene especifico (ZHOU et al, 2012).
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Estudos em modelo de cancer de bexiga em ratos utiliza-
ram a agao do RNAI para silenciar a survivina e PLKT-RNAm
(RNA mensageiro da Polo-Like Kinase 1), mostrando o poten-
cial terapéutico através da apoptose de células cancerigenas
(SETH et al., 2011).

Em duas linhagens de células de cancer de ovario
(SKOV3; HEY), Lin et al (2012) observaram que a expres-
sdo de NOB1 foi diminuida por um sistema de entrega
com RNAI, mediando a regulagcao negativa da expressao de
NOBT, reduzindo a capacidade proliferativa e formacao de
coldnia cancerigenas.

Chen (2010) relatou que, em cancer pancredtico, a
supressao de EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2) por
RNAIi causou inibicdo significativa de células tumorais in
vitro. No entanto, na fase de testes clinicos, houve carcino-
génese, demonstrando limitagdes ainda nao superadas.

Além disso, Zhao et al (2010) observaram que ao silen-
ciar o PDGF-D (Platelet derived growth factor D) usando o
RNAI, houve uma reducdo na proliferacdo e nas invasoes
potenciais de células de cancer gastrico.

MicroRNAs

Os microRNAs propiciam uma nova oportunidade para o
tratamento do cancer, baseando-se em um conceito relativa-
mente simplificado: a introducdo de microRNA em células
cancerosas reativas, vias celulares que impulsionam uma
resposta terapéutica eficaz (BADER et al, 2010).

A producao de miRNAs ocorre através da transcricao de
genes enddgenos pela RNA polimerase Il em um microRNA
primario (pri-miRNA), que entdo é clivado por um complexo
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proteico formado pela enzima Drosha (membro da fami-
lia RNase Ill) e pela proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome
Critical Region 8 protein) resultando no microRNA precursor
(pré-miRNA), de aproximadamente 70 pares de bases, com
uma regido dupla fita e uma alca fita simples, formando uma
estrutura denominada hairpin (FRANCA et al, 2010).

O pré-miRNA é exportado para o citoplasma celular pela
exportina-5 e, nessa regido, é clivado pela enzima Dicer,
gerando um miRNA com cerca de 22 nucleotidios. Da
mesma forma que o ocorrido no siRNA, ha a formagao do
complexo RISC e, dependendo da complementariedade das
bases entre 0 miRNA e o RNAm, este pode ser degradado
ou ter a sua tradugao apenas bloqueada (VICENTINI et al,
2013).

Bader et al (2010) formularam uma terapia sintetizando
quimicamente o microRNA-34a que bloqueou o cresci-
mento de tumores de cancer de pulmao em camundongos,
demonstrando eficacia quando administrada localmente ou
sistemicamente. Kim et al (2011) determinaram a potencia-
lidade terapéutica do microRNA-145 contra o cancer de
mama, encontrando uma correlagdo inversamente propor-
cional entre a expressdao do microRNA-145 e seus genes
alvo, concluindo-se em testes in vivo e in vitro que a aplica-
¢ao do mesmo suprimiu o crescimento celular.

Liu et al (2011) constataram que microRNA-34a inibiu
a metastase de células do cancer de prostata e gerou uma
sobrevivéncia prolongada nos ratos portadores da patolo-
gia, demonstrando seu poder terapéutico para esse tipo de
cancer.

Zhang et al (2012) investigaram o significado clinico
do microRNA-542-3p (miRNA-542-3p) e do gene alvo da
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survivina no cancer de bexiga humano, onde destacaram
que a expressao do gene da survivina desempenha papel
crucial na progressao agressiva do cancer, destacando que o
miRNA-542-3p pode funcionar como um supressor tumoral,
inibindo a proliferacao de células cancerosas.

A terapia génica tem resultado em avancos significativos
na terapéutica do cancer. No entanto, outras tecnologias tém
galgado rumos promissores para o tratamento dessa pato-
logia. Dentre elas, podemos destacar a encapsulacao de
farmacos anticancer convencionais para melhorar as pro-
priedades terapéuticas.
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Capitulo 5

NOVOS SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

a terapia, as drogas anticancer podem atuar através

de trés mecanismos: (1) Danos ao DNA, (2) inibicao

da sintese de novas cadeias de DNA e (3) bloqueio
da mitose ou da separagao da célula original em duas novas
células. Entretanto, essas drogas apresentam algumas limita-
¢Oes, tais como solubilidade, direcionamento ao alvo, dentre
outras (JEETAH et al, 2014).

A utilizacao de sistemas nanoestruturados pode melho-
rar algumas propriedades terapéuticas das drogas. Dentre
estas, pode-se destacar: (1) o melhoramento da solubili-
dade; (2) protecao contra a biodegradacdo e/ou excrecao;
(3) melhoramento da penetragao e direcionamento da droga;
(4) liberacao da sua carga util sobre estimulos sensiveis, por
exemplo, o pH; (5) diminuicdo da resisténcia de tumores
contra as drogas anticancer (WICKI et al, 2015).

Estes sistemas tém de satisfazer alguns requisitos basi-
cos para se qualificar como portadores adequados, como
apresentar tamanho pequeno (<150 nm); drea de superficie
relativamente grande; baixa concentragdo critica (ordem
10,5-10,6) e alta estabilidade fisica (JEETAH et al, 2014).
Dentre os nanossistemas estudados atualmente, destacam-
se os nanocarreadores poliméricos (nanoparticulas e micelas
poliméricas), nanocarreadores lipidicos (microemulsdes e
lipossomas), nanotubos, nanoparticulas inorganicas (silica e
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metal), conjugados (polimeros e anticorpos) e nanoparticu-
las virais.

Desale et al (2013) desenvolveram uma micela polimé-
rica biodegradavel para veiculagao de cisplatina e paclitaxel
no tratamento do cancer de ovario. A formulacao exibiu cito-
toxicidade sinérgica contra as células cancerosas e exerceu
uma atividade antitumoral superior em comparagao com os
farmacos livres.

Razzazan et al (2016) formularam um nanotubo de car-
bono para veiculagao de gencitabina, um agente anticancer
amplamente utilizado no tratamento de cancer de pulmao e
pancreas. Em um modelo de carcinoma pulmonar e pancreé-
tico humano, ensaios de citotoxicidade (MTT) demonstraram
que a formulagao foi mais citotéxica se comparada ao far-
maco livre, apresentando uma maior eficacia na supressao
do crescimento do tumor.

Zhou et al (2015) desenvolveram uma nanoparticula
polimérica pH-sensivel para carrear a Herceptina, que se
liga especificamente ao antigeno HER2, superexpresso em
alguns tipos de cancer de mama. Os experimentos demons-
traram que mudangas no pH controlaram a liberagcao do
agente terapéutico. Os testes /in vitro em linhagens celulares
de cancer de mama humano (MCF-7 e SK-BR-3) mostraram
um aumento significativo para a absorcao de nanoparticula,
promovendo um maior efeito terapéutico.

Os polimeros conjugados apresentam propriedades de
troca i6nica, sendo considerados materiais promissores
para uso como reservatorios de farmacos. Krukiewicz et al
(2015) utilizaram conjugados poliméricos compostos de
PEDOT (Poli-3,4-etilenodioxitiofeno) para carrear o acido
oleandlico, um composto com propriedades anticancer. Este
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procedimento produziu um aumento de 52% na capacidade
de armazenamento do 6leo.

Nayak et al (2016) produziram uma nanoparticula de
prata para encapsular as vitaminas C e E, substancias que
ndo sintetizadas no nosso corpo e, quando encapsuladas,
apresentam potencial anticancer. As nanoformulagdes apre-
sentaram uma alta eficiéncia de encapsulagao (76%), uma
maior atividade antioxidante e antitumoral em células de
cancer da mama (MCF-7).

Nessa perspectiva, os sistemas nanoestruturados visam a
otimizacao do potencial terapéutico de farmacos ja estabe-
lecidos no tratamento anticancer, ou de substancias novas
com potencial antitumoral a ser explorado.

Perspectivas futuras

Kissinger (2005) diz que a pesquisa com biossenso-
res sofre uma “crise de expectativa”. Ele justifica: “apesar
de haver muitas pessoas trabalhando na drea, ndo ha uma
forma de os grupos fazerem as mesmas medigoes, de forma
confidvel e mais acessivel do ponto de vista econébmico”. O
biossensor para glicose, ele ressalta, € um sucesso comercial,
uma vez que emprega concentragoes de analitos 10-10.000
vezes menores que na pesquisa inicial, levando em conside-
ragao que o investimento financeiro para o desenvolvimento
de biossensores é muito alto. Porém, frente a outras meto-
dologias, os biossensores ganham sua maior importancia: a
miniaturizacao.

Apesar dessa qualidade, os biossensores ainda sdao os
métodos de diagndstico que ocupam o 4° lugar em termos
de escolha (LAZCA, 2007). Os métodos mais utilizados sao
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baseados em contagem de coldnias e cultura (para bacté-
rias) (LEONI; LEGNANI, 2001) e PCR (BEJ, 1991). Isso se da
pelo fato de que esses métodos oferecem alta seletividade e
confiabilidade.

Os biossensores, entretanto, constituem uma fonte de
resultados igualmente confidveis, com a vantagem de ofe-
recer menor tempo de leitura de resultados (LAZCA, 2007).
Entretanto, ainda ha muito que se fazer em relagao aos bios-
sensores, eles substituem muito bem testes como o ELISA,
que constitui um teste caro, do ponto de vista dos anticorpos
e reagentes utilizados, além de ser um teste demorado.

Muitos biossensores utilizam anticorpos ou DNA, o que
os torna aparatos altamente especificos.

Diante do exposto, fica claro que essa tecnologia, apesar
de empregar alto custo monetario em sua pesquisa e desen-
volvimento, sem divida, € um avanco no que diz respeito
ao rapido diagndstico de doengas, principalmente no que
diz respeito a areas de dificil acesso, gragas, também, a sua
vantajosa miniaturizacao.
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