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Resumo

Os tumores cerebrais afetam grande parte da populacdo e, geralmente, apresentam um
mau prognastico, dependendo da gravidade da condicdo. As opcdes de tratamento sao
limitadas, devido a dificuldade de acesso dos farmacos ao cérebro, visto que existem
varias barreiras fisicas e fisiologicas, sendo a principal a barreira hematoencefalica
(BHE).

Apesar de todos 0s meios atualmente disponiveis para o tratamento de tumores cerebrais,
a qualidade de vida dos doentes € limitada, devido aos efeitos secundarios graves, dai que
haja necessidade de desenvolver novas formulacdes que permitam direcionar os farmacos
para 0 cérebro. Neste contexto, surgem 0s nanossistemas lipidicos para promover o
transporte dos farmacos e é explorada a via de administracdo intranasal como estratégia
alternativa de transporte dos farmacos diretamente do nariz para o cérebro, evitando a
necessidade de atravessar a BHE. Varios nanossistemas lipidicos intranasais tém sido
estudados para o tratamento de gliomas e encontram-se em desenvolvimento pré-clinico,
tendo vindo a apresentar resultados promissores, 0 que aumenta a expectativa em relacéo

ao seu potencial uso clinico.



Abstract

Brain tumors affect a large part of population and generally have a poor prognosis,
depending on the severity of the condition. Treatment options are limited due to the
difficulty of drugs accessing the brain, as there are several physical and physiological

barriers, mainly the blood-brain barrier (BBB).

Even with all the currently available means for treating brain tumors, the quality of life
of patients is limited due to the serious side effects, hence the need to develop new
formulations that allow drugs to target the brain. In this context lipid nanosystems emerge
as a possibility for drug administration and nose-to-brain delivery is explored as an
alternative for direct drug administration from the nose to the brain avoiding the need to
cross the BBB. Several lipid nanosystems for intranasal administration haves been studied
for glioma treatment and are in pre-clinical development, although they have been
showing promising results, which raises expectations regarding their potential clinical

use.
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Nanossistemas lipidicos para a administracao de farmacos do nariz para o cérebro no tratamento de
tumores cerebrais
1) Introducéo
O fator que me motivou a escrever sobre este tema foi o interesse pelo cérebro que
continua a ser um mistério no que toca a possiveis terapias para tratamento de doencas
cerebrais e a criatividade e ingenuidade em utilizar a via nasal para ultrapassar os fatores

que limitam a terapia do cérebro

A via intranasal constitui uma alternativa promissora para o tratamento de doencas do
sistema nervoso central (SNC), tendo em conta as vantagens que apresenta,
designadamente a possibilidade de direcionar os farmacos do nariz diretamente para o
cérebro (nose-to-brain delivery), evitando a necessidade de atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e aumentando a rapidez da acdo terapéutica. Neste contexto, 0s
nanossistemas lipidicos apresentam-se como veiculos promissores para o transporte de
farmacos usados no tratamento de doencas que afetam 0 SNC, como os tumores cerebrais.
Na primeira parte deste trabalho de revisao bibliogréfica é feita uma contextualizacdo do
tema e dos conceitos base mais importantes, relacionados com os tumores cerebrais, de
modo a facilitar a compreensdo dos capitulos seguintes. Sdo ainda focados os aspetos
mais relevantes da anatomia e fisiologia da via nasal. Na segunda parte, sdo apresentadas
as caracteristicas gerais de diferentes tipos de nanossistemas lipidicos, e, de seguida, séo
indicados exemplos de estudos que visam a sua aplicacdo no tratamento de tumores
cerebrais. Por fim, é apresentada uma perspetiva futura da administracdo nasal de

farmacos veiculados em nanossistemas lipidicos para o tratamento de tumores cerebrais.

Efetuou-se como metodologia a pesquisa bibliografica baseada em artigos cientificos,
livros e outros trabalhos publicados num intervalo temporal entre 2014 até 2021, usando
as palavras-chave: “glioma”, “nose-to-brain delivery”, “liposomes”, ‘“nanoemulsion”,

“microemulsion”, “ lipid nanosystems”, “brain tumors”, “nasal administration”, * lipid

nanoparticles e “SLN and NLC formulations”.

Os principais motores de busca utilizados foram a Pubmed e o Science Direct. Estas bases
de dados foram escolhidas por reunirem boas condigdes de pesquisa e possuirem
publicacdes cientificas recentes e crediveis. Na sele¢do, foram usados critérios como o
interesse e importancia para o tema do trabalho, limitando o idioma da pesquisa apenas

aos conteddos escritos em portugués e inglés.
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2. Tipos de tumores cerebrais

Os tumores cerebrais podem ser divididos em dois grandes grupos: tumores cerebrais
primarios, que tém origem no tecido cerebral, e 0s tumores cerebrais secundarios, que
resultam da metastizagdo de células cancerigenas de outras regides do organismo. Os
tumores cerebrais primarios séo, por sua vez, classificados em gliomas, linfomas do SNC
(ambos tém origem no parénquima cerebral), meningiomas e adenomas pituitarios (que

sdo tumores extra parenquimatosos) (Tapeinos et al., 2017).

Os gliomas podem ter origem nas células estaminais neuronais, células progenitoras ou
células neuronais diferenciadas e adultas, que se transformam em células cancerigenas,
constituindo o tipo de tumor cerebral primario mais prevalente. Histologicamente, os
gliomas partilham caracteristicas das células da glia normais e sdo normalmente
classificados conforme essas semelhangas. A Organizacdo Mundial da saide (OMS)
classifica este tipo de tumores de grau I a grau 1V, dependendo da sua gravidade. Os graus
I e 11 sdo menos graves e classificados como gliomas de baixo grau, enquanto os gliomas
de graus Il e IV sdo os mais graves e classificados como gliomas de elevado grau (Chen
et al., 2017; Li et al., 2020). Os gliomas de graus Il e IV séo o tipo de tumor cerebral
intrinseco mais comum em adultos, e representam mais de 50% dos casos de todos 0s
tumores cerebrais intrinsecos. Histopatologicamente, os gliomas podem ser classificados
de acordo com a sua origem em: astrocitomas, oligodendrogliomas e ependimomas, que
constituem um grande espetro de tumores de diferentes tipos, de dificil tratamento e de
mau prognostico. Entre os tumores primarios mais comuns temos os astrocitomas de grau
Il e o glioblastoma de grau 1V, em adultos, e 0 meduloblastoma, em criangas (van
Woensel et al., 2013; Chen et al., 2018).

O glioma constitui um tipo de tumor do SNC para o qual sdo usados trés tipos distintos
de tratamentos convencionais: remocao cirirgica, radioterapia e quimioterapia (Li et al.,
2020).

A forma mais maligna de glioma é o glioblastoma, que apresenta uma média de vida de
15 meses, apos o diagndstico, sendo responsavel por causar 3-4% de todas as mortes

relacionadas com cancro (Carlsson et al., 2014; Lah et al., 2020).
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Por vezes, também surgem tumores cerebrais provenientes de metastases do cancro do
pulmé&o, do cancro da mama ou de outros tipos de cancro, ou até metéstases de tumores
cerebrais priméarios, embora a abordagem ao tratamento seja diferente, sendo estes

considerados tumores secundarios (Lah et al., 2020).

2.1) Meningioma

O meningioma é conhecido como sendo o tumor cerebral priméario ndo glial mais comum.
A maioria dos meningiomas sdo benignos, sendo estes também classificados segundo a
OMS consoante o seu o grau, em: grau I, meningioma tipico, grau Il, meningioma atipico,

ou grau I, meningioma anaplésico (Rogers et al., 2015).

Tal como qualquer outro tumor do SNC, o surgimento de meningiomas depende da sua
localizacdo, que pode ser a partir de qualquer superficie intracraniana ou da dura-mater.
Os meningiomas nao sdo tipicamente de tumores de rapido crescimento ou infiltrativos.
Muitos sdo descobertos acidentalmente, ao fazer uma imagiologia do cérebro (Buerki et
al., 2018).

Os meningiomas ocorrem com maior frequéncia em doentes que sofrem de doencas
genéticas como, por exemplo, a neurofibromatose do tipo 2 ou neoplasia endécrina
maultipla do tipo 1. No entanto, ndo existem provas que 0s meningiomas associados a estas
condicdes genéticas sejam mais agressivos que 0S meningiomas sem aparente causa
(Rogers et al., 2015; Buerki et al., 2018).
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2.2) Adenoma pituitario

Os adenomas pituitarios sao um tumor cerebral primario nao glial, que surge na zona da
glandula pituitaria. Enquanto uma porgéo de adenomas pituitarios ndo secretam hormonas
(ndo funcionais), cerca de metade destes tumores secretam hormonas (funcionais). As
hormonas libertadas incluem frequentemente: a prolactina, a hormona do crescimento ou
a hormona adrenocorticotropica. Outros casos raros de adenomas pituitarios sdo os que
libertam a hormona estimulante da tiroide e que secretam gonadotrofina. Apesar dos
adenomas pituitarios que secretam hormonas serem benignos, estes representam uma
morbidade elevada, devido ao efeito direto da massa tumoral na glandula
pituitaria/estruturas neuro vasculares e/ou hipersecrecdo hormonal. As técnicas de
tratamento sdo especificas de cada subtipo de adenoma e podem incluir resseccao
cirtrgica, terapia medica e/ou radioterapia. Existem trés objetivos principais no
tratamento de adenomas pituitarios: reduzir a hipersecre¢cdo hormonal e as suas
manifestacdes clinicas, reduzir o tamanho do tumor e melhorar os sintomas, e corrigir

deficiéncias hormonais (Mehta e Lonser, 2017).

O adenoma pituitario que liberta prolactina (prolactinoma) € o mais comum. Os
prolactinomas ocorrem mais frequentemente em mulheres. De acordo com o sexo do
doente, os sintomas mais comuns de prolactinoma sdo: amenorreia, galactorreia, dores de
cabeca, infertilidade, ejaculacdo precoce, disfuncdo erétil e/ou hipogonadismo. Porém
muitos destes tumores podem ser assintomaticos e, por isso, sdo descobertos
acidentalmente, este tipo de tumor tende a ser diagnosticado em homens quando ja tém

um tamanho significativo e origina dificuldades de visdo (Mehta e Lonser, 2017).

Os adenomas que libertam hormona do crescimento ocorrem com maior frequéncia em
homens. Os adenomas pituitarios libertadores de hormona do crescimento causam
gigantismo, se ocorrerem antes do fecho das placas de crescimento epifisario ou
acromegalia, se ocorrerem depois do fecho das referidas placas. A hipersecre¢do de
hormona do crescimento desencadeia diferentes alteracdes, tais como: desenvolvimento
de caracteristicas faciais grosseiras, transpiracao intensa, sindrome do tunel carpico, dores
de cabeca, osteoartrite, resisténcia a insulina, doenga cardiovascular e morte prematura.
Os sintomas podem ser insidiosos, o que leva a um frequente atraso no diagnostico, o que
faz com que os adenomas normalmente ja sejam grandes quando descobertos (Mehta e
Lonser, 2017).
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Os adenomas pituitarios que secretam hormona adrenocorticotropica provocam muitas
vezes a chamada de doenga de Cushing, que é caracterizada por: ganho de peso, diabetes,
hipertensdo, mudangas do foro psiquiatrico e neurocognitivo, diminuicdo da libido e
osteoporose. A secrecdo de hormona adrenocorticotropica na doenca de Cushing causa
um aumento da excrecdo de cortisol por parte das glandulas adrenais. O elevado nivel de
cortisol em circulacdo tem efeitos clinicos proeminentes, 0 que permite a detecdo e
diagndstico quando os adenomas ainda sdo pequenos. A doenca de Cushing, se ndo for
tratada eficazmente, resulta em morbilidade associada a problemas cardiacos,
cerebrovasculares, imunosupressivos, osteoporose, perturbacdes psiquiatricas e diabetes
(Mehta e Lonser, 2017).

Os tumores que libertam gonadotrofina séo raros. As mulheres na pré-menopausa com
este tipo de tumor tipicamente apresentam: amenorreia, infertilidade ou galactorreia,
enquanto os homens apresentam: aumento do tamanho testicular ou hipogonadismo. O
diagnostico é feito de acordo com a andlise das caracteristicas clinicas referidas e por
ressonancia magnética. Além disso, tem sido associadas varias descobertas bioquimicas
gue podem associar também associar o hiperestrogenismo, nas mulheres pré-menopausa,
e uma elevada quantidade de hormona foliculo estimulante, no soro em homens (Mehta
e Lonser, 2017).

Os adenomas que libertam hormona estimulante da tiroide sdo também raros. Os sintomas
que os doentes apresentam quando tém este tipo de tumor s&o 0s sintomas que surgem
em casos de hipertiroidismo. Este tipo de adenoma pode ser particularmente fibroso,
grande e invasivo, quando ocorre 0 seu diagnostico, visto que a sua sintomatologia clinica
pode ser semelhante a do hipertiroidismo, levando a uma dificuldade de diagnéstico
(Mehta e Lonser, 2017).

Os pacientes com adenomas pituitarios (funcionais e nao funcionais) podem apresentar-
se com sintomas clinicos subitos, devido a hemorragias ou enfarte do tumor, que é
conhecido como apoplexia pituitaria, podendo resultar em: dor de cabeca repentina,
hipopituitarismo, perturbac@es visuais entre outras anomalias do foro neurologico (Mehta
e Lonser, 2017).
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2.3) Astrocitoma

Os astrocitomas sao uma forma de glioma que tem a sua origem nos astrocitos que vao
de gliomas de grau | a grau Ill. Os astrocitomas de grau I, denominados de astrocitomas
pilociticos, sdo maioritariamente benignos e trataveis. Os astrocitomas de grau Il sdo
considerados astrocitomas difusos e crescem lentamente, mas adquirem uma natureza
mais agressiva ao longo do tempo. Por fim, temos os astrocitomas de grau Ill
(astrocitomas anaplésicos) (Chen et al., 2017; Hirtz e Rech, 2020). Estes astrocitomas
tém muito mau prognostico e representam uma forma de tumor cerebral maligna, em que
o tratamento convencional apenas apresenta uma ligeira melhoria nas hipoteses de

sobrevivéncia do doente (Hirtz e Rech, 2020).

2.4) Oligodendroglioma

Os oligodendrogliomas sdo uma forma de glioma que tém a sua origem nos
oligodendracitos e que véo de gliomas de grau | a grau I11. Os tumores oligodendrogliais

tem origem mais comum no lébulo frontal (Wesseling et al., 2015; Chen et al., 2017).

O oligodendroglioma de grau Il é um tumor agressivo, o tratamento convencional atual
desta forma de tumor permite obter uma esperanca média de vida de 12 a 14 anos. Em
alguns casos de oligodendroglioma anaplésico de grau 11l também é possivel ver 6timos
resultados da terapia convencional. Todavia, mais tarde ou mais cedo, este tipo de tumor
progride para uma forma mais agressiva e maligna de glioma. Além disso, o facto de estes
tumores surgirem em idades relativamente jovens ndo ajuda a dar uma boa qualidade de
vida ao doente (Wesseling et al., 2015; Chen et al., 2017).
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2.5) Ependimoma

Os ependimomas sdo uma forma de glioma relativamente rara que tém a sua origem nas
células ependimarias e que vao de gliomas de grau | a grau I11. Geralmente, estes tumores
cerebrais afetam mais homens que mulheres. Os subependimomas sao classificados como
grau | e estdo associados a bons resultados clinicos. Enquanto os ependimomas
anaplasicos, que tém uma elevada atividade mitotica, proliferacdo microvascular e
necrose tumoral, originam mais complicagdes no tratamento, sendo usadas terapias mais
agressivas. Os ependimomas podem ser encontrados em todo o SNC (espinal medula,
zona supratentorial ou zona infratentorial). Os ependimomas que surgem na zona
infratentorial normalmente surgem nos ventriculos, enquanto os ependimomas que
surgem na zona supratentorial surgem no cérebro e sdo caracterizados por lesdes bem

circunscritas de aparéncia heterogénea (Pajtler et al., 2017; Ruda et al., 2018).

2.6) Glioblastoma multiforme

O glioblastoma multiforme é o tipo de tumor cerebral mais comum e maligno em adultos.
Depois do diagnostico, a esperanca média de vida € de 12-15 meses, mesmo com uma
abordagem de tratamento agressiva (Jnaidi et al., 2020). Em idosos, o glioblastoma
desenvolve-se sem registo prévio de outros tumores, sendo designado glioblastoma
primario. Por outro lado, o glioblastoma que se desenvolve a partir de outros gliomas de
menor grau é designado por glioblastoma secundario (Lah et al., 2020).
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A OMS define o glioblastoma multiforme como um tumor de grau IV, mitoticamente
ativo e predisposto a necrose. Este tipo de tumor apresenta um prognostico desfavoravel
para o doente, tendo em conta as limitagdes relacionadas com a idade avancada e a area
cerebral onde surge. Embora este tipo de tumores apresente semelhancas ou fendtipos
sobrepostos, as diferencas na progressdo tumoral e nos mecanismos moleculares
requerem mais que um perfil histoldgico para a sua caracterizagéo. Este facto demonstra
ser desvantajoso, porque para se fazer uma caracterizacdo mais extensa é necessaria uma
biopsia, 0 que, devido a fragilidade do tecido cerebral e localizacdo, néo é facil de obter
(Carlsson et al., 2014). Existem varios subtipos de glioblastoma multiforme primario que
foram identificados com base na histologia das células, tais como: gliossarcoma,
glioblastoma multiforme de células gigantes e glioblastoma multiforme epitelioide (Chen
etal., 2017).

Clinicamente, todos os glioblastomas sdo semelhantes, sendo caracterizados por uma
abundante necrose, pleomorfismo e vascularizagdo. A elevada resisténcia do
glioblastoma a radioterapia e a quimioterapia, aliada ao facto da remocao cirdrgica ser
incompleta, devida as complicacdes e ao caracter invasivo deste tumor, leva a que ocorra
uma reincidéncia rapida. As células do glioblastoma migram para outras partes do cérebro
ao longo dos terminais nervosos, meninges e vasos sanguineos. No entanto, apesar da sua
agressividade local, as células tumorais raramente abandonam o SNC. Nesse sentido,
devido a sua rapida progressao e aos danos provocados nos centros nervosos, os doentes
morrem antes que se consigam detetar metastases sistémicas. Por esse motivo, a
incidéncia estimada de metéstases extracranianas de glioblastoma é de 0,5% para todos
os doentes (Lah et al., 2020).

O diagndstico do glioblastoma resulta de um exercicio multidisciplinar de avaliacéo de
sintomas clinicos, que podem ser ataques epiléticos, dores de cabeca ou défices
neuroldgicos associados ao local onde esta o tumor, ou disfuncdo cognitiva. Em caso de
suspeita de tumor, é imprescindivel a realizacdo de uma ressonancia magnética, com ou
sem contraste, para obter uma avaliagdo exata da area ocupada pelo tumor (van Woensel
etal., 2013).
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Um denominador comum da progressdo do glioblastoma multiforme é a amplificacdo do
recetor do fator de crescimento epidérmico. A proteina p53, um conhecido supressor
tumoral responsavel pela apoptose e reparacdo do acido desoxirribonucleico (ADN) é
também um fator determinante no desenvolvimento e aparecimento de glioblastomas de
grau IV. Existe ainda a possibilidade de ocorrer uma mutacdo no gene que codifica a
expressdo da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1), o que também leva ao aparecimento de
glioblastoma de grau IV, porém este tipo de mutacdo apenas ocorre em 5% dos casos de

tumores primarios (Carlsson et al., 2014).

O glioblastoma demonstra uma elevada taxa de reincidéncia, mesmo depois de tratamento
que combina cirurgia com quimioterapia. A dificuldade de intervencéo cirurgica deve-se
ao facto da localizacdo deste tumor ocorrer em areas cerebrais funcionais importantes,
que incluem o controlo da fala, da fungdo motora ou dos sentidos, e ainda a sua natureza
altamente invasiva. Também a dificultar o tratamento temos a BHE que limita a passagem
de moléculas para o SNC, incluindo muitos farmacos anticancerigenos, dai que tenham
que ser administradas elevadas doses de farmaco para obter a dose terapéutica necessaria
no cérebro. Para ultrapassar esta dificuldade, varias estratégias terapéuticas foram
propostas para facilitar a chegada dos farmacos ao cérebro. No entanto, este continua a

ser um desafio da ciéncia (Bruinsmann et al., 2019).
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3) Anatomofisiologia da cavidade nasal

O nariz é responsavel pelas funcbes da respiracdo e do olfato. A regido olfativa da
cavidade nasal humana, onde se encontram as terminacdes nervosas do nervo trigémeo e
dos nervos olfativos, ocupa 1.25-10% da area da superficie total da cavidade. Gragas a
ligacdo direta dos nervos olfativo e trigémeo ao cérebro, que permite a conexdo direta
entre o epitélio olfativo e 0 SNC, é possivel efetuar uma terapia direcionada, através da

administracdo de formulagdes na mucosa nasal (Bonferoni et al., 2019).

A absorcdo de farmacos pelas vias do nervo olfativo ou trigémeo resulta numa
farmacocinética/farmacodinamica favoravel para que estes atuem no SNC. Para entender
esta dindmica, € necessario olhar para a anatomofisiologia da cavidade nasal (Erdé et al.,
2018).

A cavidade nasal (Figura 1) € composta por dois compartimentos simétricos
independentes, divididos por um septo nasal que esta no plano sagital-mediano da face.
Estas cavidades estdo cobertas por uma camada de mucosa e podem ser ainda divididas
em trés regides: o vestibulo, a regido respiratoria e a regido olfatéria (Chen et al., 2018;
Erdé et al., 2018).

Bulbo olfatorio

E 5 / Regido olfatéria

T“

esfenoidal
k‘ _ V : \_—Nasofaringe

Seio frontal

Corneto nasal
superior

Corneto

nasal médio //
Cavidade

nasal {/ : . e /
Corneto nasal<yj — \.\ “ @y‘\\ Trorflpa.de
inferior V 2N | eustaquio

r o/
Regido vestibular JV’/ ‘

Osso palatino

Palato mole

Cavidade oral

Figura 1- Representacdo esquematica da anatomia da cavidade nasal.
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A primeira regido € a vestibular, que esta localizada na zona mais anterior da cavidade
nasal, logo ap6s a abertura das narinas, apresenta uma area de superficie de cerca de 0.6
cm? e contém os cilios nasais que servem de filtro para particulas inaladas. O tipo
principal de células desta regido sdo as células epiteliais escamosas, existindo algumas
células ciliadas. Devido a pequena area de superficie, a absorcdo de farmacos nesta zona
é minima (Erdé et al., 2018).

A regido respiratdria cobre as paredes laterais da cavidade nasal, que se divide em
cornetos inferiores, médios e superiores. Esta é a regido com a maior area, de cerca de
130 cm?, que corresponde a 80-90% da éarea total da cavidade nasal humana, sendo
também a regido mais vascularizada. Na regiéo respiratdria existem cinco tipos principais
de células: caliciformes, ciliadas, ndo ciliadas, colunares e basais. As células caliciformes,
juntamente com algumas glandulas nasais, secretam mucina para criar a camada mucosa,
podendo haver maior ou menor producdo, dependendo do ambiente envolvente, como
temperatura e humidade, e consoante o ciclo circadiano. As células basais séo celulas
chave que, quando necessario, sdo capazes de crescer e de se diferenciar em todos os
outros tipos de células da cavidade nasal. As células ciliadas e colunares contém
numerosas microvilosidades, o que aumenta ainda mais a sua area de superficie. Esta
grande area de superficie e a enorme vascularizacdo fazem com que este seja um bom
local para a absorcdo de farmacos ao nivel sistémico, mas ndo téo eficaz para o SNC.
Além disso, a regido respiratoria é parcialmente inervada pelo nervo trigémeo, que inerva
0 epitélio respiratorio e olfativo e atinge o SNC, sendo responsavel pela transmissdo das
informacdes sensoriais da cavidade nasal, da cavidade oral, da cérnea e das palpebras
para 0 SNC, através da divisdo oftalmica, da divisdo maxilar ou da divisdo mandibular
(Erdé et al., 2018; Bruinsmann et al., 2019).

A Ultima regido da cavidade nasal € a regido olfativa que nos humanos representa cerca
de 10% da area total da superficie da cavidade nasal. Esta regido esta localizada na parte
superior da fossa nasal, abaixo da lamina crivosa ou cribriforme do 0sso etmoide e €
inervada pelo nervo olfativo. As células olfatérias sdo neurénios bipolares nédo
mielinizados, que apresentam dendrites que se projetam acima da superficie da mucosa
nasal, espacados entre as células de suporte e um axonio, que se estende através do tecido
conjuntivo em direcdo ao bulbo olfatorio localizado no SNC. (Erd6 et al., 2018;

Bruinsmann et al., 2019).
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A Figura 2 ilustra a localizacdo dos diferentes epitélios e nervos presentes na cavidade

nasal.

nervo
olfatorio

nervo __°
trigemeo \\

6 %t g
,-f L
epitelio
nasal v 4

Figura 2- Representacdo esquematica da localizacdo dos diferentes epitélios e nervos da
cavidade nasal.
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3.1) Mecanismos de transporte de farmacos do nariz para o cérebro

A microvasculatura do SNC é designada por barreira hematoencefalica (BHE), porque
isola o cérebro do resto do corpo. Esta barreira impede a passagem de aproximadamente
98% das moléculas (Chen et al., 2018; Bonferoni et al., 2019).

A BHE protege o SNC através da sua permeabilidade altamente seletiva a substancias
presentes no sangue para poder preservar a homeostasia do cérebro e assegurar um
funcionamento neuronal correto. A BHE assegura seletivamente o fornecimento de
nutrientes essenciais e oxigénio ao SNC, enquanto previne a passagem de
macromoléculas, toxinas e agentes infeciosos, promovendo assim a homeostasia do
cerebro. Juntamente com estas funcdes de defesa, a BHE também previne a passagem de
farmacos do sangue para o cérebro, sendo apenas permeéavel a moléculas pequenas e

lipofilicas, com um peso molecular inferior a 400-500 Da (Bruinsmann et al., 2019).

Com efeito, a BHE constitui a principal barreira de entrada dos farmacos no SNC, o que
dificulta o tratamento de tumores cerebrais e outras doencas do SNC. E composta por
células endoteliais conectadas por juncdes apertadas, neuronios e células da glia, como
astrdcitos, microglia, periocitos e macrofagos perivasculares, que também suportam e
ajudam a manter a rigidez. Outros dos componentes estruturais que constituem a barreira
fisica da BHE incluem varias enzimas que metabolizam farmacos que formam uma
barreira enzimatica, como, por exemplo, a y-glutamil transpeptidase, a fosfatase alcalina
e a descarboxilase de acidos aromaticos. Também proteinas transportadoras de adenosina
trifosfato (ATP), bombas de efluxo e proteinas relacionadas com a resisténcia a farmacos,
sdo expressas na BHE e contribuem para a resisténcia a passagem dos farmacos. Por outro
lado, os transportadores de glucose, transportadores de aminoacidos, recetores de insulina
e recetores de transferrina ajudam no transporte de fArmacos para o cérebro (Jnaidi et al.,
2020). Os mecanismos exatos de transporte de moléculas da cavidade nasal para o cérebro
ainda ndo s&o totalmente compreendidos. No entanto, a via de administragdo intranasal
evita a necessidade dos farmacos atravessarem a BHE e aparenta ser uma via alternativa
e promissora para a administragdo de farmacos no SNC (van Woensel et al., 2013;

Bruinsmann et al., 2019).
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As formulacGes nasais com o objetivo terapéutico de chegar ao cérebro sao direcionadas
para a zona posterior da cavidade nasal onde atingem as regides respiratdria e olfativa.
Aqui, o transporte dos farmacos para o cérebro pode ocorrer atraves de diferentes
mecanismos que envolvem os nervos olfativos e 0s nervos trigémeos, o sistema linfatico,
o liquido cefalorraquidiano e os vasos sanguineos (Figura 3). Este transporte pode ocorrer
através de uma Unica via ou através de uma combinacdo de vias, dependendo da natureza
das moléculas de farmaco, das caracteristicas da formulacao e das condi¢es fisioldgicas

da cavidade nasal (Chen et al., 2018; Bruinsmann et al., 2019).

Epitélio Nervo
olfatorio olfatorio

Liquido cefalorraquidiano > Cérebro
Epitélio Nervo R
. N e — o
respiratorio trigemeo
Administragdo
nasal N Barreira hematoencefalica
N .
. .
Sistema
circulatorio
~
Clearance Eliminagio

mucociliar

Figura 3- Representacdo esquematica dos mecanismos de transporte de farmacos do

nariz para o cerebro.
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O transporte dos farmacos depositados na cavidade nasal pode ocorrer por via direta ou
indireta. A via direta envolve o nervo triggmeo e nervo olfatério que possuem
mecanismos de transporte diretos para o cérebro. A via indireta envolve o epitélio
respiratorio e a passagem do farmaco para a corrente sanguinea (Chen et al., 2018; Jnaidi
et al., 2020; Cunha et al., 2021).

Quando os farmacos sao absorvidos da cavidade nasal para a corrente sanguinea, tém de
atravessar a BHE para atingir o cérebro. Uma vez que esta barreira ndo apresenta canais
paracelulares ou transcelulares, os farmacos podem chegar ao cérebro por difusédo
transmenbranar passiva e por transporte mediado por transportadores ou por transporte
mediado por recetores. Poucas sdo as moléculas que conseguem atravessar a BHE por
difusdo passiva, visto que o seu peso molecular deve ser inferior a 400 Da e tém de ter
uma boa solubilidade lipidica. Na passagem mediada por transportadores, as moléculas
de farmaco tém de ser reconhecidas pelo sistema de transporte de influxo, a0 mesmo
tempo que ndo devem ser reconhecidas por um substrato para transportadores de efluxo,
o0 que faz com que tenham uma elevada permeabilidade através da BHE. Em relacdo ao
transporte mediado por recetores, as grandes moléculas, como péptidos e proteinas,
podem atravessar a barreira acopladas a recetores que medeiam a transcitose (Jnaidi et
al., 2020; Li et al., 2020).

Outra estratégia de transporte de moléculas de farmaco através da BHE é através da
transcitose mediada por adsorcao, que utiliza a carga negativa de superficie do limen das
células endoteliais para a captacdo de moléculas carregadas positivamente, que passam

da corrente sanguinea para o cérebro (Bonferoni et al., 2019; Jnaidi et al., 2020).

A via do nervo olfativo tira partido do posicionamento Unico do recetor olfativo, que esta
localizado na mucosa olfativa, visto que € uma via de ligacdo direta entre 0 SNC e o
ambiente exterior. A permeacdo de compostos para 0 SNC ocorre ao longo ou no interior
dos neurdnios presentes no epitélio olfativo. No caso de haver internalizacdo do
composto, este passa para ao bulbo olfativo e, de seguida, € distribuido para o resto do
cérebro. Este tipo de transporte pode ser bastante demorado, podendo durar entre horas a
dias. (Bruinsmann et al., 2019; Jnaidi et al., 2020).
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A via utilizada pelo nervo trigémeo para transporte de farmacos para o cérebro ndo €
inteiramente conhecida, embora se saiba que esta via também tem a capacidade de
transportar os farmacos diretamente para o cérebro, via paracelular ou extracelular (Jnaidi
et al., 2020; Li et al., 2020).

A partir do liquido cefalorraquidiano, os farmacos séo distribuidos para o cérebro, depois
de serem misturados com o fluido intersticial. Sdo também rapidamente distribuidos pelo

SNC atraves de transporte perivascular (Bruinsmann et al., 2019; Li et al., 2020).
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3.2) Administracéo nasal de farmacos

As medidas para ultrapassar as barreiras fisioldgicas e limitacdes de acesso ao SNC
incluem a exploracdo de formas que sdo adequadas & administracdo direta do farmaco
para o cérebro. Isto é possivel por administracdo através das vias intraventricular,

intratecal ou nasal (Bruinsmann et al., 2019).

A via nasal tem vindo a despertar o interesse dos investigadores, uma vez que esta vai
permite o transporte direto de fA&rmacos para o cérebro. Além disso, a via nasal constitui
uma via alternativa de entrada na circulacéo sistémica dos farmacos que apresentam baixa
biodisponibilidade oral, baixa absorcdo e um inicio de acdo lento (van Woensel et al.,
2013; Erd6 et al., 2018; Ul Islam et al., 2020).

A via nasal permite que os farmacos atinjam o cérebro rapidamente, em comparagdo com
a via intravenosa. Doentes que sofrem de distarbios neuroldgicos requerem
administragdes cronicas de medicacio, o que origina efeitos secundarios indesejaveis. E
considerado que a maioria dos farmacos para tratamento deste tipo de doengas perdem
muito do seu potencial devido a BHE, resultando em opcdes de tratamento limitadas para
doentes com doencas neurodegenarativas e tumores cerebrais. Nesta perspetiva, existe
uma necessidade elevada de conseguir o direcionamento dos farmacos para o cérebro em

casos de terapia crénica (Bruinsmann et al., 2019; Li et al., 2020).

Como forma de contornar a BHE, a via de administracdo nasal aumenta assim a
possibilidade das macromoléculas hidrofilas, tais como proteinas, células, acidos
nucleicos e outros compostos, atingirem rapidamente o cérebro apds a administracdo. As
vantagens do transporte de substancias via nariz-cérebro incluem: evasdo a circulacéo
sistémica, reduzindo o risco de efeitos secundarios e degradacdo hepética ou renal;
facilidade de administracdo crénica; € uma via ndo-invasiva, que permite a
autoadministracdo por parte do doente, promovendo a adesdo a terapéutica; permite um
rapido inicio de acdo, o que faz com que seja uma via de administracdo a explorar para
melhorar o progndstico de doentes com glioblastoma multiforme. Porém, a resposta
obtida por farmacos administrados por via nasal demonstra que apenas uma pequena parte
da dose da administrada consegue atingir o cérebro (van Woensel et al., 2013; Ul Islam
et al., 2020).
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As barreiras fisiologicas protetoras da mucosa nasal limitam a eficiéncia dos farmacos
administrados pelo nariz, e apenas 1% ou menos de farmaco atinge o cérebro apds
administragdo nasal. Assim, a natureza e eficacia do farmaco e os excipientes da
formulacdo a administrar tém de ser considerados, uma vez que a via nasal apenas permite
a administracdo de um pequeno volume de formulacdo em cada administracdo. Nesse
sentido, é necessario um farmaco de elevada poténcia e excipientes biocompativeis. Além
disso, a tonicidade, viscosidade e pH da formulagdo também devem ser considerados no

processo de desenvolvimento da formulacdo (Chen et al., 2018; Bruinsmann et al., 2019).

Quando a formulagéo é aplicada na cavidade nasal, o farmaco tem de atravessar diversas
barreiras. A primeira barreira é a camada de muco que cobre a mucosa olfativa e
respiratoria. O muco é uma mistura complexa excretada pelas células caliciformes na
mucosa, e contém 95% de agua, 2% de mucina, 1% de sais e 1% de albumina, lisozimas,
lactoferrina, imunoglobulinas e lipidos. O pH resultante deste muco na cavidade nasal é
préoximo de neutro ou ligeiramente &cido. Esta camada de muco é impulsionada em
direcdo a faringe pelo movimento dos cilios, num mecanismo designado por clearance
mucociliar, o que pode levar a eliminacdo do farmaco para o trato gastrintestinal (van
Woensel et al., 2013; Bruinsmann et al., 2019).

No entanto, a constante renovacdo dos recetores celulares olfativos compromete a
integridade de toda a mucosa, o que facilita a permeacao de farmacos administrados na

regido olfativa da cavidade nasal (van Woensel et al., 2013; Chen et al., 2018).

Apesar da administracdo nasal evitar o efeito de primeira passagem do figado, também
estdo presentes na mucosa nasal, enzimas do complexo do citocromo P450, assim como
proteases e peptidases que podem induzir uma espécie de efeito de primeira passagem,
uma vez que o citocromo P450 nasal pode ter um conteddo de redutase NADPH-
citocromo P450 quatro vezes superior ao do figado (van Woensel et al., 2013; Erdé et al.,
2018).

Tém sido estudadas varias estratégias de promocdo da absorcdo dos farmacos nasais.
Entre estas, foi demonstrado que a utilizacdo de formulagcbes com propriedades
mucoadesivas ajudam a aumentar o tempo de retencédo e reduzir a clearance mucociliar,
mas a elevada e frequente dose administrada origina uma irritacdo constante da mucosa
nasal (Erdd et al., 2018; Bruinsmann et al., 2019).
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O ultimo fator chave a considerar na administracdo nasal € o dispositivo de administracéo,
que deve permitir o depdsito do farmaco na regido da cavidade nasal apropriada para
ocorrer posteriormente a absor¢do (Bruinsmann et al., 2019).

A administracdo nasal de farmacos apresenta diversas vantagens em compara¢do com
outras vias de administracdo, embora existam limitagOes. Na tabela 1 sdo resumidas as

vantagens e as desvantagens da administracao nasal de farmacos (Chen et al., 2018).

Tabela 1- Vantagens e desvantagens da administracdo nasal (Chen et al., 2018; Erdo et

al., 2018; Bruinsmann et al., 2019).

Vantagens Desvantagens

Via néo invasiva Limitado a farmacos com elevada
poténcia

Baixo risco de infegéo
Administracdo de pequenos volumes
Fécil autoadministracao
Clearance mucociliar ativa
Area disponivel para a absorgio
relativamente elevada Degradacdo pelas enzimas presentes na
cavidade nasal

Absorcéo rapida Baixa permeabilidade de fArmacos
hidréfilos

Evita o efeito de primeira passagem no
figado Variabilidade entre individuos

Permite a passagem direta dos farmacos
para o cérebro, sem passar pela BHE A existéncia de secrecdes nasais
influenciam a absor¢édo dos farmacos
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4) Nanossistemas lipidicos

Os lipidos estdo presentes em todo o lado e sdo biodegradaveis, pelo que apresentam
baixa toxicidade. Além disso, as moléculas lipidicas sdo facilmente manipulaveis para
utilizac@o na producao de nanossistemas lipidicos, que s&o sistemas coloidais constituidos
por goticulas ou particulas de tamanhos nanomeétricos e podem ser formados por lipidos

naturais ou de sintese (Sguizzato et al., 2021).

Dentro dos nanossistemas lipidicos é possivel encontrar diferentes categorias. Na
verdade, a estrutura destes nanossistemas pode ser bastante diferente dependendo do tipo
de constituinte ou método de producéo escolhido. Entre os nanossistemas lipidicos mais
comuns temos as nanoemulsdes, as microemulsdes, os lipossomas e as nanoparticulas
lipidicas, que incluem as nanoparticulas de lipidos sélidos (do inglés solid lipid
nanoparticles - SLN) e os vetores lipidicos nanoestruturados (do inglés nanostructured
lipid carriers - NLC). Em nanomedicina nanossistemas podem ser utilizados como
ferramenta de diagndstico ou para promover a agdo terapéutica de farmacos (Silva et al.,
2019; Sguizzato et al., 2021).
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4.1) Lipossomas

Os primeiros nanossistemas lipidicos a serem usados em nanomedicina foram o0s
lipossomas. No entanto, apesar das suas vantagens, tais como uma elevada
biocompatibilidade, baixa toxicidade, auséncia de imunogenicidade e
biodegradabilidade, a sua aplicacdo clinica era limitada, devido as desvantagens,
incluindo a tendéncia para sofrer oxidacdes e hidrdlises, baixa estabilidade durante o
armazenamento, baixa eficiéncia de encapsulacao e elevado custo de producéo (Jnaidi et
al., 2020).

Lipossomas séo vesiculas esféricas formadas por uma bicamada fosfolipidica que Ihes
confere elevada biocompatibilidade e capacidade de atravessar a BHE. O tamanho e a
composicéo lipidica dos lipossomas afetam a sua circulacdo na corrente sanguinea e
distribuicdo para o cérebro. Dependendo da sua aplicacdo, os lipossomas podem ter
diferentes tamanhos, que variam de valores proximos de 100 nm até valores na gama
micrométrica. No entanto, € importante salientar que os lipossomas com tamanhos
maiores (aproximadamente 250nm) sdo eliminados duas vezes mais rapido que os
lipossomas com cerca de 100 nm. No entanto, os lipossomas com tamanhos aproximados
de 100 nm tém uma capacidade de armazenamento menor levando a uma menor eficiéncia
de encapsulagdo. Como tal, o tamanho dos lipossomas deve ser considerado em conjunto
com a sua aplicacdo terapéutica, eficiéncia de encapsulacéo e estabilidade (Vieira e
Gamarra, 2016; Ross et al., 2018; Li et al., 2020).

Os lipossomas podem ser funcionalizados de vérias formas para aumentar o seu potencial
como vetor terapéutico. Essas modificagdes podem envolver a adicdo de moléculas a
superficie ou a encapsulacdo de moléculas internamente tanto no ndcleo aquoso como na
bicamada lipidica (Vieira e Gamarra, 2016; Li et al., 2020). Por exemplo, de forma a
melhorar o seu perfil farmacocinético e aumentar os tempos de circulagdo, os chamados
lipossomas furtivos foram desenvolvidos através da ligacdo de moléculas de
polietilenoglicol (PEG) a sua superficie. Assim, os lipossomas com esta modificacdo sao
capazes de permanecer durante mais tempo em circulagdo, embora ndo esteja
comprovado que este tipo de lipossomas atravessa facilmente a BHE (Ross et al., 2018;
Li et al., 2020).
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A ligacdo de moléculas que se ligam especificamente aos recetores da transferrina € outro
alvo comum das modificaces de superficie dos lipossomas, visto que este recetor esta
localizado no endotélio da BHE. Existem ainda lipossomas funcionalizados com
moléculas que se ligam especificamente aos recetores da lactoferrina, que sdo expressos
em grande quantidade na BHE. Outra modificacdo usada para que os lipossomas atinjam
0 SNC é atraves dos mecanismos de transporte de glucose na BHE, sendo incorporado a
superficie do lipossoma moléculas de glucose (Ross et al., 2018; Li et al., 2020).

4.2) Nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas, SLN e NLC, foram desenvolvidas devido a necessidade de
encontrar uma solugédo para os problemas apresentados por outros nanossistemas, como
a toxicidade, baixa estabilidade durante o armazenamento e a baixa capacidade de carga.
As SLN e os NLC tém demonstrado habilidade para conseguir atravessar a BHE,
tornando-as assim boas candidatas para utilizagdo no tratamento de doencas do
SNC(Jnaidi et al., 2020). Estas nanoparticulas promovem a chegada do farmaco as células
alvo, através de varios mecanismos que incluem direcionamento ativo ou passivo. No
caso dos mecanismos passivos, estas utilizam como vantagem as propriedades especificas
do microambiente tumoral para melhorar a acdo do farmaco com base no que é chamado
efeito de retengdo e permeabilidade melhorado. No entanto, no mecanismo ativo, as
nanoparticulas lipidicas sdo modificados na sua superficie para reconhecer um
transportador ou recetor que estda com uma expressdo aumentada na célula alvo,
permitindo uma terapia localizada o que origina uma diminuicdo dos efeitos secundarios
(Tapeinos et al., 2017; Jnaidi et al., 2020; Zhao et al., 2020).

As nanoparticulas lipidicas tém tamanhos entre 100 e 500 nm; sdo, geralmente, esféricas;
podem ser compostas por varios lipidos com caracteristicas comuns, tal como baixo ponto
de fusdo que Ihes permite estar no estado sélido a temperatura ambiente e corporal; e uma
variedade de tensioativos e/ou co-tensioativos. A selecdo adequada destes constituintes
permite afetar as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, tais como o tamanho,
o indice de polidispersao, a carga de superficie, dose de farmaco, o perfil de libertacéo e
a estabilidade a longo prazo(Tapeinos et al., 2017; Silva et al., 2019; Jnaidi et al., 2020;

Zhao et al., 2020).
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Apesar de todas as suas vantagens, as nanoparticulas lipidicas apresentam algumas
desvantagens, incluindo a tendéncia para formar um gel, baixa eficacia de encapsulacao
de moléculas hidréfilas e expulsdo imprevisivel das moléculas encapsuladas devido a

recristalizacdo do lipido solido (Tapeinos et al., 2017; Jnaidi et al., 2020).

As SLN constituem a primeira geracdo de nanoparticulas lipidicas e sdo formadas por
apenas um lipido sélido, enquanto os NLC sdo compostos por uma mistura binaria de
lipido solido e lipido liquido. Os ultimos apresentam uma estrutura interna mais
desorganizada que lhes confere maior estabilidade ao longo do tempo e maior capacidade
de encapsulacdo das moléculas e foram desenvolvidos para ultrapassar as limitagdes das
SLN (Silva et al., 2019; Jnaidi et al., 2020; Zhao et al., 2020).

4.3) Nanoemuls6es

As nanoemulsdes séo sistemas heterdgenos, termodinamicamente instaveis, constituidos
por goticulas de tamanhos nanomeétricos, podendo ser do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou
agua-em-oleo (A/O). As nanoemulsbes O/A apresentam-se como uma opg¢ao promissora
de veiculacdo de farmacos lipofilicos, protegendo-os de degradacdo enzimaética,
modulando sua a libertacdo e melhorando a biodisponibilidade. As nanoemulsGes podem
ser produzidas por diferentes métodos usando um lipido, um tensioativo, um co-

tensioativo e agua (Bonferoni et al., 2019; Bahadur et al., 2020).

Os tensioativos sdo componentes essenciais das nanoemulsdes, impedindo a separacéo de
fases e a aglomeracéo das goticulas por conferirem estabilidade a formulagéo e reduzirem
a tensdo superficial. Estes compostos afetam também a solubilizacdo dos farmacos e
podem ajudar na permeacdo. A integridade estrutural da mucosa nasal é muito afetada
devido aos tensioativos presentes nas formulacGes, dai que seja necessario escolher bem
a sua concentracdo para manter uma mucosa nasal saudavel. Geralmente, s6 um
tensioativo ndo consegue reduzir a tensdo superficial da nanoemulséo, pelo que séo
usados co-tensioativos que permitem atingir o balanco hidrofilo-lipofilo desejado. Estes
aumentam a fluidez da formulagdo e ajudam na emulsificacdo e estabilidade final da

nanoemulsdo (Bonferoni et al., 2019; Bahadur et al., 2020).

23



Nanossistemas lipidicos para a administracao de farmacos do nariz para o cérebro no tratamento de
tumores cerebrais

A preparacdo de nanoemulsdes engloba métodos de elevada energia e métodos de baixa
energia. Na preparagdo de elevada energia, que envolve utilizagdo da energia dos
ultrassons ou da homogeneizacdo a elevada pressdo, a forca gerada € mecéanica. Na
preparacdo de baixa energia séo utlizados processos fisico-quimicos, como a inversdo de
fases, para obter o tamanho de goticulas desejado (Bonferoni et al., 2019; Bahadur et al.,
2020).

4.4) Microemulsdes

As microemulsdes sdo termodinamicamente estaveis, constituidos por misturas
homogéneas de agua, 0leo, tensioativo e co-tensioativo, que tém a caracteristica de se
formarem espontaneamente quando as concentracGes destes sdo adequadas. A
transparéncia Otica das microemulsdes implica que a sua microestrutura deve ser
caracterizada a escala submicrométrica (normalmente abaixo de 100 nm). Tamanhos t&o
baixos estdo associados a uma enorme area interfacial, que pode ser atingida sem nenhum
gasto de energia, porque a tensdo interfacial é extremamente baixa. O nome
microemulsdo pode ser enganador visto que as suas goticulas apresentam tamanhos
nanométricos (Li et al., 2020; Tartaro et al., 2020).

Dependendo da composicao quantitativa do sistema, podem se formar trés diferentes tipos
de microemulsdes: A/O, sendo o 6leo a fase continua e a 4gua a fase dispersa;O/A, sendo
a 4gua a fase continua e o 6leo a fase dispersa e o0 Gltimo tipo é do tipo bicontinuo com a
agua e o 6leo a formarem um dominio tridimensional onde ndo ha possibilidade de
distinguir a fase interna da fase externa. E importante salientar que os sistemas
bicontinuos apenas sdo tipicos das microemulsdes e sao formados quando as fases polares
e apolares se encontram em quantidades semelhantes (Tartaro et al., 2020; Ul Islam et
al., 2020).

As microemulsdes sdo sistemas de incorporacdo de farmacos em cuja fase lipidica pode
aumentar a afinidade dos farmacos para as células endoteliais da BHE e o0s seus
tensioativos/co-tensioativos podem inibir ou reduzir o efluxo da glicoproteina-P (Li et al.,
2020; Froelich et al., 2021).
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As microemuls@es e as nanoemulsdes partilham semelhancas em termos de tamanho das
goticulas, no entanto, sdo diferentes uma da outra no que diz respeito ao método de
preparagdo, composicdo e concentragdo dos componentes (Ul Islam et al., 2020; Froelich
etal., 2021).
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5) Tratamento convencional de tumores cerebrais versus tratamento com
nanossistemas

Para a maioria dos tumores cerebrais 0 tratamento convencional de intervencéo cirdrgica
para remoc¢do da massa em conjunto com radioterapia quando a remocdao total ndo é
possivel resulta isto € o caso para: adenomas pituitarios, que se forem libertadores de
hormonas apenas precisam de posterior terapia medica para tratar do desequilibrio
hormonal, meningiomas e gliomas de baixo grau, graus I e Il (Rogers et al., 2015; Mehta
e Lonser, 2017; Ruda et al., 2018; Mair et al., 2021).

No entanto, este progndéstico favoravel ndo € o caso para todos os tipos de tumores
cerebrais. Os gliomas de elevado grau, em particular o glioblastoma, exigem outro tipo
de terapias e 0s seus progndsticos sdo muito piores para o doente (Carlsson et al., 2014;
Wesseling et al., 2015; Ruda et al., 2018; Hirtz e Rech, 2020).

O tratamento convencional do glioblastoma multiforme consiste na méaxima ressec¢do
cirargica tumoral seguida de uma combinacédo de radioterapia e quimioterapia (Carlsson
et al., 2014; Vieira e Gamarra, 2016).

A maxima ressec¢do tumoral € especifica para cada tumor, sendo baseada no seu
tamanho, forma e localizacdo dos vasos sanguineos, artérias ou regides sensiveis do
cérebro. A ressecdo cirdrgica pode ser classificada em ressecdo total bruta e ressecédo
subtotal quando a remoc¢do completa do tumor nao é possivel. Nao é surpreendente que
doentes com mais de 90% de resseccdo tenham uma maior esperanca média de
sobrevivéncia, dai que o aumento da sobrevivéncia do doente esteja correlacionado com
a capacidade de remover o mais possivel do tumor (Carlsson et al., 2014; Jnaidi et al.,
2020).
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Quando a resseccao total ndo é possivel, a radioterapia em conjunto com a ressecgdo
parcial tem sido utilizada. A terapia de radiagéo induz danos severo no ADN causando a
apoptose das células devido a quebra da dupla hélice. O convencional é aplicacdo de um
feixe de radiacdo externo cinco vezes por semana, durante seis semanas. Apesar de este
ser o tratamento convencional, algumas técnicas de radiocirurgia tém sido desenvolvidas
para aumentar a eficacia da radioterapia em doentes que tém recorréncia de glioblastoma
multiforme. A terapia com Gamma Knife permite usar doses elevadas de radiacdo
estereostaticas que confinam o tratamento a area do glioblastoma, sendo esta técnica
considerada ineficaz para o tratamento de tumores primarios devido ao grande volume
tumoral (Carlsson et al., 2014; Jnaidi et al., 2020).

A quimioterapia convencional atual para tratamento de glioblastoma multiforme é a
temozolida. Conjuntamente com a radioterapia, aumenta a esperanca média de vida em
cerca de 26,5%, durante o primeiro ano, apresentando uma melhoria em relacdo aos
10,4%, quando utilizada apenas radioterapia. A temozolida é um agente alcalino que
metila as purinas no ADN e induz apoptose. A desvantagem do uso da temozolida é o
risco significativo para as células saudaveis. Este risco combinado com a possivel
resisténcia das células cancerigenas a temozolida indica que existe a necessidade de
encontrar quimioterapia adicional para melhorar o tratamento (Carlsson et al., 2014;
Jnaidi et al., 2020).

O que dificulta o tratamento direcionado do glioblastoma multiforme é a sua
heterogeneidade tumoral, caracteristica essa que aumenta a incidéncia de casos incuraveis
e a recorréncia tumoral apos ter recebido terapia com citotoxicos. Isto ocorre devido a
heterogeneidade intertumoral e intratumoral do glioblastoma multiforme que cria
subpopulacdes de células resistentes. Contudo, avancos nas ferramentas de proteémica e
genomica revelaram novos alvos moleculares e tipos de células envolvidos na progressao
tumoral (Silva et al., 2019; Jnaidi et al., 2020).
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A heterogeneidade intertumoral do glioblastoma é gerada por varios fatores, incluindo
diferengas nas células de origem do tumor, que se assume que sao células estaminais da
glia. No entanto, astrocitos e neurdnios também sdo aceites como possiveis células de
origem do glioblastoma multiforme. Os outros fatores envolvem alteracdes genéticas e
epigenéticas a que as celulas tumorais estdo sujeitas, e levam a centenas de mutacdes. De
acordo com a sequenciacdo e caracterizacdo do genoma, epigenoma e transcriptoma
glioblastoma multiforme pode ser classificado em 3 subtipos: proneural, comum em
jovens adultos com mutacdes do gene tp53 que codifica o supressor tumoral p53;
mesenquimal, que contém uma alteracdo no gene que codifica a neurofibromina; e
classico, que tem um elevado nivel do recetor do fator de crescimento epidérmico. Isto
tudo demonstra que a quimioterapia com um Unico farmaco pode ndo ser eficiente no

tratamento do glioblastoma multiforme (Silva et al., 2019; Jnaidi et al., 2020).

Compreender a heterogeneidade intratumoral € critico para compreender o porqué de
certas terapias ndo terem sucesso, tendo esta sido detetada apos se fazer o gendtipo de
amostras de um tumor recorrente. Esta heterogeneidade pode ocorrer devido a diversos
fatores, tais como mutacgdes na isocitrato desidrogenase, mutacdes no recetor do fator de
crescimento epidérmico, entre outros. Todas estas anomalias criaram mdaltiplas
subpopulagdes, demonstrando a importancia do tratamento personalizado para se obter o

melhor resultado possivel (Jnaidi et al., 2020).

Outros fatores que tornam a terapia de glioblastoma multiforme complicada incluem as

celulas estaminais de glioblastoma, efluxo de farmacos e hipoxia (Jnaidi et al., 2020).

As células estaminais de glioblastoma sdo células de divisdo lenta, que tém a capacidade
de se autorrenovar. Sdo reconhecidas como potenciais fontes de resisténcia a
quimioterapia e recorréncia tumoral. Este tipo de células confere ao glioblastoma uma
certa capacidade de evasao ao sistema imune, inibindo a proliferacdo de células T e a

ativacdo e inducdo da apoptose (Silva et al., 2019; Jnaidi et al., 2020).

Os farmacos sdo normalmente transportados para as células tumorais através de proteinas
dependentes de ATP, de acordo com o gradiente de concentragéo. Este tipo de transporte
é reconhecido como um dos maiores fatores de resisténcia aos farmacos (Silva et al.,
2019; Jnaidi et al., 2020).
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O grau acelerado de proliferacédo celular do glioblastoma multiforme resulta na criagdo
de regides do tumor com insuficiente fornecimento de sangue. Sendo assim, 0S
quimioterapicos conseguem atingir as células na parte exterior da massa tumoral,
enguanto o nacleo da massa tumoral contém células inativas em ambiente de hipoxia
acidica que irdo sobreviver a quimioterapia. Além disso, a maioria de farmacos para
cancro tém como alvo células em estado altamente proliferativo, enquanto as células da
regido que estdo em hipoxia estdo num estado de baixa diviséo (Silva et al., 2019; Jnaidi
et al., 2020).

Todos os fatores mencionados contribuiram para fazer do tratamento de glioblastoma
multiforme um verdadeiro desafio. Mas um fator em particular a ultrapassar ¢ a BHE que
blogueia a passagem dos farmacos para o SNC, havendo uma necessidade urgente de
desenvolver sistemas de transporte de farmacos eficientes que sejam capazes de melhorar
a concentracdo de farmaco no cérebro e, consequentemente, o tratamento de tumores.
Uma das abordagens promissoras é a utilizacdo de nanossistemas lipidicos (Carlsson et
al., 2014; Vieira e Gamarra, 2016).

Os nanossistemas lipidicos permitem direcionar os farmacos para as células tumorais, o
que permite ultrapassar os fatores de resisténcia do glioblastoma multiforme. Assim, o
seu estudo € prioritario para que se possa adquirir novas formas de tratamento,
promovendo o aumento da esperanca média de vida dos doentes com glioblastoma

multiforme (Carlsson et al., 2014; Vieira e Gamarra, 2016).
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6) Exemplos da utilizagdo de nanossistemas lipidicos no transporte de farmacos do
nariz para o cérebro

Vérias terapias que usam nanossistemas para o transporte de farmacos estdo sob
investigacdo para o tratamento do glioblastoma multiforme (Bruinsmann et al., 2019). A
Tabela 2 apresenta exemplos da utilizacdo de nanossistemas lipidicos para promover o

transporte direto de farmacos do nariz ao cérebro.

Tabela 2 — Exemplos de estudos com nanossistemas lipidicos para promover o transporte

direto de fArmacos do nariz ao cérebro no tratamento do glioblastoma multiforme.

Farmaco Tipo de nanossistema Referéncia
lipidico
Ecto-5’-nucleotidase (CD73) Nanoemulséo Azambuja et al., 2020

Teriflunomida

Kaempferol

Temozolomida

Microemulsao
NLC
Nanoemulsdo

Nanoemulsdo

Gadhave et al., 2019

Gadhave et al., 2021

Colombo et al., 2018
Khan et al., 2018

Curcumina Microemulsao Shinde e Devarajan,
2017
NLC Madane e Mahajan, 2016
miRNA SNA-Lipossoma-ApoE Grafals-Ruiz et al., 2020

SNA-Lipossoma-RVG

Doxorrubicina CTX-1gG-Lipossoma Mahmud et al., 2018
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6.1) Ecto-5’-nucleotidase (CD73)

A estratégia da imunoterapia revolucionou o tratamento de muitos tumores solidos, tais

como os gliomas (Bruinsmann et al., 2019; Goswami et al., 2020).

O CD73 é uma ectonucleotidase que converte 0 ATP extracelular em adenosina, 0 CD73
promove progressdo tumoral, induz uma imunossupressdo e e ainda um fator de
resisténcia a farmacos, no caso de glioblastoma multiforme a expressdo de CD73 esta
exacerbada. Deste modo, 0 uso de uma nanoemulsdo cationica para libertacdo de ARN
interferente com o CD73 para tratamento de glioblastoma através de administracéo nasal
seja uma ideia promissora (Bruinsmann et al., 2019; Goswami et al., 2020). Foi
desenvolvida uma formulacdo de nanoemulséo catidnica para transporte de siRNA (do
inglés small interfering RNA) CD73 onde os estudos in vitro, em que se utilizaram celulas
de glioma de rato C6, comprovaram uma diminuicdo da viabilidade celular apos 48 horas
de exposicao, enquanto a formulacéo usada como controlo ndo induziu qualquer alteracédo
na viabilidade celular. Os resultados do estudo in vivo, em ratos com glioblastoma,
demonstraram que a nanoemulséo incorporada com siRNA CD73, quando administrada
via nasal, diminui significativamente o crescimento do glioma em 60%, quando
comparado com o grupo de controlo. Além disso, também se verificou que esta
formulagdo ndo apresenta citotoxicidade sistémica, quando administrada pela via nasal
(Bruinsmann et al., 2019).

6.2) Teriflunomida

A teriflunomida € um inibidor seletivo e reversivel da enzima mitocondrial
dehidroorotato desidrogenase, que é necessaria para a nova sintese de pirimidinas. Deste
modo, o desenvolvimento de uma microemulsdo para aumentar a libertacdo de
teriflunomida no cérebro através de administracdo nasal foi investigado. Apesar dos
resultados obtidos no estudo in vitro terem demonstrado uma reducgédo da viabilidade
celular, também se verificou que a teriflunomida é altamente toxica para o figado. Perante
estes resultados, foi sugerido que a possibilidade da administracdo nasal de uma
microemulséo de teriflunomida ainda tem de ser submetida a mais estudos para avaliar o

seu perfil toxicologico (Bruinsmann et al., 2019).

31



Nanossistemas lipidicos para a administracao de farmacos do nariz para o cérebro no tratamento de
tumores cerebrais

Os ensaios de citotoxicidade realizados em linhas celulares U-87 de glioblastoma
humano, que usaram com o controlo positivo a carmustina, demonstraram, que, apos 48
horas, a viabilidade celular diminui 38,5% e 37,8%, respetivamente, o que indica que 0s
perfis citotoxicos sdo comparaveis. Quando efetuada a distribuicdo in vivo da
microemulsdo de teriflunomida verificou-se uma acumulacdo no ceérebro,
comparativamente a administragdo intravenosa. Foi ainda feita uma anélise toxicoldgica,
em ratos Wistar administrados diariamente durante 28 dias via nasal com a microemulséo
de teriflunomida, onde nao se verificaram grandes efeitos secundarios provando a sua

eficacia em tratamento prolongado (Bruinsmann et al., 2019).

Os NLC também foram estudados para promover o transporte direto nariz-cérebro da
teriflunomida. Neste estudo, foi preparado um hidrogel in situ e foi avaliada a sua
citotoxicidade em células de glioma humano U-87, tendo-se verificado que o hidrogel in
situ foi comparativamente mais citotdéxico que a teriflunomida pura e apenas os NLC
contendo teriflunomida. Onde os resultados da concentracdo do farmaco que induz
metade do efeito (do inglés half-maximal inhibitory concentration - IC50) foram 78,5
pg/mL para a NLC com teriflunomina, 7 pg/mL para o hidrogel in situ com NLC-
teriflunomida e de 4,8 pg/mL para a teriflunomida pura, 0 que demonstrou a maior
citotoxicidade da teriflunomida pura ou do hidrogel in situ (Costa et al., 2021).
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6.3) Kaempferol

O kaempferol ¢ um flavonol natural presente em diferentes espécies de plantas,
encontrado abundantemente em plantas comestiveis e plantas medicinais comuns. O
kaempferol foi descrito como tendo propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
neuroprotetoras e antitumorais, inclusive no caso de gliomas. No entanto, a sua pouca
solubilidade em &gua e baixa biodisponibilidade limitam a sua aplicacdo clinica
(Colombo et al., 2018; Silva dos Santos et al., 2021).

O efeito do kaempferol observado em culturas celulares de glioblastoma multiforme foi
ainibicdo da atividade das metaloproteinases, que estdo associadas a agressividade destes
tumores, em adicdo ao seu efeito de promocdo de apoptose através de modificacOes
celulares morfolégicas (Colombo et al., 2018; Silva dos Santos et al., 2021). Nesse
sentido, foi desenvolvida uma nanoemulséo revestida de quitosano para administracéo de
kaempferol via nasal com o objetivo de promover a biodisponibilidade do farmaco no

tratamento de gliomas (Colombo et al., 2018; Bruinsmann et al., 2019).

Os resultados dos estudos in vitro revelaram que nanoemulsao de kaempferol reduziu a
viabilidade das células de glioma C6, atraves da inducdo de apoptose, em comparagao
com o kaempferol ndo encapsulado. Estudos in vivo em ratos Wistar indicaram um
aumento da captacdo do composto pelo cérebro, apds a administracdo intranasal, em

comparagdo com uma solucédo controlo de kaempferol (Colombo et al., 2018).
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6.4) Temozolomida

A temozolomida é o farmaco de eleicdo para o tratamento de qualquer forma agressiva
de tumor cerebral. No entanto, a sua administracao é feita via oral e os efeitos secundarios
observados sdo varios, reduzindo assim a qualidade de vida dos doentes (Karachi et al.,
2018; Bruinsmann et al., 2019).

Este farmaco € um indutor da linfopenia, que é dependente da dosagem administrada e
promove a atividade antitumoral associada a imunoterapia celular (Karachi et al., 2018).

Quando feitas nanoemulsdes deste fa&rmaco para administracdo nasal houve um aumento
da permeabilidade da temozolomida, cerca de 2.5 vezes superior, em conjunto com um
aumento da citotoxicidade da mesma. Esta mesma formulacdo aumentou a citotoxicidade

in vitro para a linhagem de células do glioma C6 (Bruinsmann et al., 2019).

6.5) Curcumina

A curcumina tem varios alvos moleculares dai que tenha diversos e complexos
mecanismos de acdo. O seu efeito antitumoral atua nas diferentes vias, tais como
proliferacdo celular, apoptose, imunomodulacéo e metastizagdo (Klinger e Mittal, 2016).
Nesse sentido, foram desenvolvidas formulagdes de curcumina encapsulada em NLC para
o tratamento de tumores cerebrais (Bruinsmann et al., 2019).

Os estudos in vitro com NLC-curcumina revelaram maior citotoxicidade,
comparativamente ao controlo positivo (adrenomicina), em células humanas U-373 de
astrocitma-glioblastoma, que revelaram um IC50 de 9,8 ng/mL e 13,6 ng/mL,
respetivamente. Os estudos de biodistribuicdo realizados em ratos Wistar, aos quais foi
administrada a formulagdo de NLC-curcumina via intranasal, demonstrou uma maior
concentracdo de composto no cérebro dos animais, em compara¢do a quantidade
encontrada no cérebro dos animais administrados com uma suspensao oral de curcumina

(Bruinsmann et al., 2019).

Num outro de estudo, em que foi usada uma microemulsédo de curcumina, os resultados
obtidos in vitro, em células humanas U-87 de glioblastoma, demonstraram um IC50 de

24,6 ng/mL, enquanto para uma solugdo de curcumina o IC50 foi de 747,8 ng/mL.
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Seguidamente, fez-se um estudo in vivo, em ratos saudaveis para comparacdo da
administracdo nasal e intravenosa, e verificou-se que a concentragdo de curcumina no

cérebro foi superior quando administrada via nasal (Bruinsmann et al., 2019).

6.6) MIRNA

O miRNA s&o pequenos ARN (&cido ribonucleico do inglés ribonucleic acid — RNA)
enddgenos que regulam a expressao de genes a nivel pos-transcripcional, dai que sejam
estudados para potencial adjuvante no tratamento de tumores cerebrais. No entanto, a sua
resposta in vivo ndo € a ideal, pelo que a sua encapsulacdo em lipossomas seja uma forma

de administracdo desejavel (Grafals-Ruiz et al., 2020).

A apoliproteina E (ApoE) e a glicoproteina do virus da raiva sdo ligandos especificos que
permitem a passagem de moléculas da corrente sanguinea para o cérebro. Nesse sentido,
os lipossomas que tenham na sua superficie estes ligandos constituem bons vetores para
o transporte de miRNAs, que véo depois atuar no tumor cerebral (Grafals-Ruiz et al.,
2020).

Este tipo de nanossistema foi estudado in vitro, em células humanas U-87 de
glioblastoma, tendo-se verificado haver um aumento da sua acumulagdo nas celulas,
podendo assim o miRNA encapsulado exercer efeito no tumor cerebral, através da

reducdo da viabilidade celular (Grafals-Ruiz et al., 2020).
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6.7) Doxorrubicina

A doxorrubicina é um potente quimioterapico que apresenta atividade contra diferentes

tipos de cancro incluindo os tumores cerebrais (MacDiarmid et al., 2016).

Mahmud et al. desenvolveram lipossomas revestidos com clorotoxina, um composto
derivado do veneno do escorpido, que apresenta uma elevada seletividade para o glioma
e outros tumores. Este lipossoma foi concebido com a fusdo da IgG humana e a
clorotoxina para ter uma maior especificidade para tumores cerebrais, podendo

administrar mais eficazmente a doxorrubicina (Mahmud et al., 2018).

Foram feitos estudos in vitro em células U251 MG-P1 com doxorrubicina livre em
compara¢do com o0s lipossomas revestidos com clorotoxina contendo o farmaco
encapsulado. Verificou-se que os lipossomas demonstraram uma citotoxicidade mais
elevada e menor IC50, igual a 0,7 uM. Em estudos in vivo com ratos BALB, aos quais
foi transplantado o tumor U251 MG-P1, verificou-se que, quando comparado com a
doxorrubicina pura, a formulacdo lipossomal demonstrou uma diminuicéo do crescimento
tumoral. O estudo foi realizado durante 20 dias, tendo sido avaliado o volume tumoral,
em comparacdo com o volume inicial, e também os efeitos secundarios,
comparativamente com a doxorrubicina pura. Os resultados demonstraram que a
formulagdo lipossomal originou efeitos secundarios muito menores aos observados com
a solucdo de doxorrubicina pura, assim como uma reducdo significativa do volume
tumoral foi mais proeminente na administracdo do lipossoma com doxorrubicina
(Mahmud et al., 2018).
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7) Conclusao

Os tumores cerebrais mais agressivos apresentam, na sua maioria, um mau prognostico
para o doente. Para que os farmacos exercam efeito no local de agdo, é necessario que

atinjam o cérebro.

No entanto, os farmacos administrados pela via oral e pelas vias parentéricas tém de
ultrapassar muitas barreiras (por exemplo, a degradacdo enzimatica, o efeito de primeira
passagem e a BHE) para exercer o efeito terapéutico desejado. Neste contexto, o
tratamento dos tumores cerebrais através da via intranasal apresenta diversas vantagens
face a via oral e as vias parentéricas. Nesta area, 0 uso de nanossistemas lipidicos como
transportadores de farmacos tem sido estudado por diversos investigadores para promover
a entrega direta dos farmacos ao cérebro, evitando a necessidade de atravessar a BHE. A
maioria destes nanossistemas lipidicos tem sido estudada para o tratamento de gliomas e
encontra-se em desenvolvimento pré-clinico, embora tenham vindo a apresentar
resultados promissores, 0 que aumenta a expectativa em relagdo ao seu potencial uso

clinico.
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