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Resumo

O Cancer de mama é uma das maiores causas de mortes em mulheres adultas e possui
uma patogénese de origem multifatorial, que envolve fatores bioldgicos, enddcrinos, vida
reprodutiva, entre outros. Os tratamentos convencionais para esse tipo de cancer se
resumem ao procedimento local e/ou sistémico que representam grande prejuizo funcional,
imunossupressao e debilidade fisica e emocional. A procura por tratamentos alternativos e
complementares foi se aperfeicoando e uma dessas alternativas estda no uso de
nanobiotecnologia, com formulagbées sobre o uso de nanolipossomas funcionalizadas com
anticorpos monoclonais carreando farmacos de interesse para desenvolvimento de um
sistema de entrega eficiente e funcionalizado. Esse trabalho tem por objetivo descrever a
formulagdo da associacdo das nanoparticulas lipidicas e dos lipossomas, englobando
antineoplasicos de interesse associados a anticorpo monoclonal no tratamento do cancer
mamario, tal descricdo sera mostrada em forma de uma de revisdo bibliografica narrativa
fundamentada em artigos e dissertagbes publicados em bancos de dados de pesquisas
online.
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STUDY ON THE FORMULATION OF NANOLIPOSOMES ASSOCIATED WITH
MONOCLONAL ANTIBODY IN THE TREATMENT OF BREAST CANCER

Abstract

Breast cancer is one of the major causes of death in adult women and has a pathogenesis of
multifactorial origin, involving biological, endocrine, reproductive life, among others.
Conventional treatments for this type of cancer are limited to the local and/ or systemic
procedure that represent great functional impairment, immunosuppression and physical and
emotional weakness. The search for alternative and complementary treatments has been
improving and alternative is the use of nanobiotechnology with formulations on the use of
functionalized nanoliposomes with monoclonal antibodies carrying drugs of interest for the
development of an efficient and functionalized drug delivery system. This work aims to
describe the association of lipid nanoparticles and liposomes, encompassing antineoplastics
of interest associated with a monoclonal anti-mammalian mammary antibody, such
description will be shown in the form of a bibliographical bibliography based on articles and
dissertations databases of online research.
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1. INTRODUGAO

Cancer é um conjunto de manifestacdes patoldgicas caracterizado pela desordenada
proliferagéo celular, pela capacidade de invadir tecidos adjacentes e/ou de migrar para
tecidos distantes, as chamadas de metastases. Esse crescimento descontrolado de células
reflete na formacg&o de neoplasia ou tumor, cuja denominacéo se da de acordo com o tecido
de origem (MOREIRA, 2013).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (WHO, 2016), a incidéncia mundial
de canceres cresceu em 20% na ultima década, alcangando cerca de 22 milhdes de novos
casos ao ano, dos quais 13 milhdes resultam em obito. Dentre os diversos tipos de
canceres, o tumor de mama € a neoplasia maligna mais frequentemente diagnosticada no
mundo todo desde os anos 1990. No Brasil, essa doencga representa 28% dos casos de
cancer e ha a estimativa de mais de 59.000 mil novos casos em 2018 (INCA 2017). O
Cancer de mama é uma das maiores causas de mortes em mulheres adultas, entre 40-50
anos, no mundo. No Brasil, grande numero de O6bitos tem como causa principal o
diagnéstico tardio da doenca.

O caéncer de mama é um carcinoma de tecido epitelial heterogéneo, em nivel
molecular e histolégico (MOREIRA, 2013). Ele possui uma patogénese de origem
multifatorial, que envolve fatores biolégicos, enddécrinos, vida reprodutiva, fatores
comportamentais e estilo de vida. Existem varios marcadores histopatolégico-bioquimicos
diferentes que permitem diferenciar os tipos de cancer de mama e prever o seu
comportamento mediante as terapias existentes (COELHO, 2017).

Os tratamentos convencionais para esse tipo de céncer se resumem ao
procedimento local (cirurgia e radioterapia) e/ou ao procedimento sistémico (quimioterapia e
hormonioterapia). Esses tratamentos, por sua vez, representam grande prejuizo funcional e
baixa seletividade ao tecido tumoral, além de causar imunossupressao e debilidade fisica e
emocional (GUARNERI et al.,2004; FIRCZUK et al., 2011). O objetivo das terapias em
desenvolvimento contra o cancer de mama é minimizar os danos colaterais do tratamento,
atuando principalmente de forma mais seletiva sobre as células malignas (MIJAN, 2012;
PEIXOTO, 2015).

A procura por tratamentos alternativos e complementares para o cancer de mama
cresceu significativamente nas ultimas décadas. Na atualidade, encontrar um tratamento
eficaz e com menos efeitos colaterais é considerado um desafio para a medicina. Uma

dessas alternativas esta no uso de nanobiotecnologia.



No tratamento contra o cancer, a nanobiotecnologia visa a entrega eficiente e
especifica de farmacos ao local da doenga, quer administrados por via oral, nasal,
transdérmica, endovenosa e outras. Além disso, ndo raro seu uso promove a melhoria na
eficacia da droga, que ao ser encapsulada ou associada a algum tipo de nanoparticula tem
seus efeitos colaterais reduzidos (MOREIRA, 2013).

A utilizacdo de nanoparticulas para amenizar os efeitos colaterais dos
quimioterapicos e melhorar a sua eficacia foi atestada por diferentes testes pré-clinicos e
diversos estudos na area epidemiologica, que comprovaram o potencial da utilizacdo de
sistemas coloidais nanoparticulados na conducgao de farmacos, sintéticos ou naturais, para
combater diversos tipos de cancer, entre eles o cancer de mama (COELHO, 2017).

A Food and Drug Administration (FDA) ja aprovou o uso de diversas nanoestruturas.
Farmacos sao encapsulados dentro de nanoparticulas de 50 a 80 nm, que nio atravessam
a parede dos vasos de regides sadias do organismo porque 0 espago entre essas ceélulas é
de 15 a 30 nm. Nas regides inflamadas, ou onde ha presenga de tumores, as células
endoteliais estdo menos unidas, o que permite um acumulo de nanoparticulas no tecido
tumoral vizinho ao vaso sanguineo (VIEIRA; GAMARRA, 2016).

Pela sua natureza biodegradavel, biocompativel e ndo imunogénica; o que faz deles
alvos atrativos para a area de pesquisa terapéutica e para a aplicagdes analiticas; os
lipossomas s&o nanoparticulas extremamente versateis, definidos como vesiculas
compostas por uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas que separam-se por um meio
aquoso e que podem englobar substancias hidrofilicas, ou substancias lipofilicas, inseridas
ou absorvidas na membrana (BATISTA, 2007).

Os lipossomas sdo nanocarreadores que podem ser associados a anticorpos
monoclonais, ou seus fragmentos, sendo possivel direciona-los para tipos celulares
especificos que constituem tumores sélidos diversos. Inumeros trabalhos de pesquisa
atestam o sucesso desses nanocarreadores, contendo farmacos antineoplasicos, em
estudos que utilizam modelos in vitro e/ou in vivo, seguidos de estudos pré-clinicos e
clinicos (OLIVEIRA, 2012). A elucidagao de alteragdes genéticas e expressdes fenotipicas,
como caracteristicas de tipos especificos de canceres, tornou possivel aos pesquisadores
identificar alvos potenciais, que resultaram na formulagdo de varios agentes antitumorais
(DEL DEBBIO; TONON; SECOLI, 2007).

Atualmente, os anticorpos monoclonais sdo uma realidade na utilizacdo terapéutica,
principalmente por sua possibilidade de gerar moléculas com alto grau de especificidade a

um dado antigeno, criando assim uma nova geracao de biofarmacos. O advento da



tecnologia do DNA recombinante, dos aprimoramentos em gendmica, da obtencdo de
clonagem e da manipulagdo de genes codificadores de imunoglobulinas em geral, e
especificamente de anticorpos monoclonais, possibilitaram, seja por processos de
hibridizagdo ou humanizacdo, o uso desses anticorpos monoclonais em processos
terapéuticos em potencial (REZENDE; SOCCOL, 2015).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi descrever a formulacdo da associagao das
nanoparticulas lipidicas e dos lipossomas, englobando antineoplasicos de interesse,

associadas a anticorpo monoclonal, na terapéutica do cancer mamario.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho resultou de uma pesquisa de revisdo de artigos cientificos,
buscando na base de dados SciELO, Google Académico, PubMed e demais meios de
pesquisa online as palavras-chave “nanotecnologia, cancer de mama, lipossomas,
anticorpos, trastuzumab, imunolipossomas, nanoparticulas”. Como critério de inclusao, foi
delimitado o periodo de publicagdo de 2005 até 2017, em caso de conceitos mais
estabelecidos foram utilizados trabalhos mais antigos, em portugués e inglés. Os artigos
pesquisados descreveram sobre o uso de nanoparticulas no tratamento do cancer de mama
e os tipos de materiais de diversas nanoparticulas.

Nas revisdes narrativas sao descritos e discutidos determinados assuntos, utilizando
instrumentos como publicagdes, em uma perspectiva tedrica ou contextual. Trata-se de uma
analise da literatura publicada em livros, artigos, revistas impressas ou eletrénicas; sobre o
tema proposto (BERNARDO et al., 2004).

A metodologia dos artigos de revisao narrativa ndo permite a reproducédo dos dados
e também nado fornece respostas quantitativas para as questdes especificas, é
essencialmente qualitativa. Esses artigos buscam na Literatura respostas para uma questéao,
sem usar, entretanto, critérios explicitos, sem sistematizar, sem aplicar estratégias
sofisticadas para selecionar os trabalhos e os estudos que serdo utilizados nessa busca.
N&o raro, € a subjetividade dos autores que determina a interpretagao das informagdes
coletadas (CORDEIRO et al., 2007).

A revisdo narrativa € adequada para fundamentar teoricamente artigos, dissertacdes,
teses, trabalhos de conclusdao de cursos, pois aparecem em diferentes estudos com
denominacgdes diversas, como revisdo de literatura, revisdo bibliografica, estado da arte,
revisdo narrativa etc. (CORDEIRO et al., 2007).



3. DESENVOLVIMENTO
3.1. Particularidades do cancer de Mama

A etiologia do cancer de mama € considerada, na literatura, como multifatorial.
Alguns casos estdo relacionados a heranga genética (entre 5 a 10% dos casos) como:
mutacao ou delegdo do gene BRCA1, gene supressor tumoral localizado no cromossomo 17
que pode elevar o risco de cancer de mama antes dos 50 anos de idade; mutagdo do gene
BRCAZ2, gene supressor de tumor localizado no cromossomo 13, que pode ocasionar no
aumento do risco de cancer de ovario e aumento do risco de cancer de mama no homem.
Além disso, cerca de 90% das mulheres que possuem mutacdo no gene P53 (fator de
transcricao) desenvolvem cancer de mama (HANSEL & DINTZIS; 2007).

Outros fatores envolvem, no caso das mulheres, as maiores vitimas da doenca, a
idade (entre 45-50 anos), o aumento da gordura corporal (especialmente o acumulo
abdominal), a ingestdo de alcool nos periodos pré e pds-menopausa (nessa fase alcool
pode ser agente cancerigeno), sedentarismo, primeira gestacao tardia e exposicao
excessiva a radiacdo (SZVARCA et al., 2015). Ou ainda utilizacdo de alguns horménios de
crescimento que podem provocar alteragdo no padrdao de expressdo do DNA, quando
promovem aumento da estatura na idade adulta, e tratamento com anticoncepcionais

hormonais tanto na adolescéncia quanto na menopausa (TERRY et al, 2007).

Apesar de sua caracteristica heterogénea, a mama € composta majoritariamente por
tecido adiposo, seu interior € composto pelos lobos, responsaveis pela producao de leite;
ductos, canais responsaveis interligados as glandulas que permitem a condugéo do leite até
os mamilos; vasos tanto sanguineos quanto linfaticos designados a nutricao e drenagem do
tecido mamario; tecido conjuntivo, responsavel pela sustentacao fisica, conforme demostra
a figura 1(RAMIAO et al., 2016).

Existem mais de 10 tipos histologicos de cancer de mama descritos na literatura, sua
maioria originada de células epidérmicas localizadas nos ductos, conferindo-lhe a
nomenclatura de carcinoma ductal. (HAHN, 2017). Como todos os cénceres, o cancer de
mama passa pela etapa de tumor primario ou in situ, quando esta localizado em apenas
uma regiao, sem se espalhar. Tumores invasivos, onde ja se tornou massa tumoral e atingiu
os linfonodos; e metastase, quando partiu do local primario e afetou outras regides do corpo.
(WOLINSKY; COLSON; GRINSTAFF, 2012).



Figura 1: Anatomia da glandula mamaria e esquema de visualizagéo apliada.
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FONTE: RIBEIRO et al. (2002).
O estudo dos fatores bioldgicos, no aparecimento e desenvolvimento do cancer de

mama, tem sido alvo das pesquisas que buscam compreender os mecanismos reguladores
da diferenciacao, da proliferacdo e do desenvolvimento das metastases tumorais. Os
chamados marcadores bioldgicos estdo presentes tanto no tumor quanto no sangue.
Apresentam-se também em liquidos bioldgicos produzidos pelo proprio tumor ou como
resposta a sua presenga, o que serve para distinguir os tecidos saudaveis dos neoplasicos
(RAMIAO et al., 2016).

A bioquimica e os estudos moleculares localizam os marcadores tumorais, atraves
da imuno-histoquimica ou por hibridizagéo in situ; analisam a variedade de proteinas e o
quanto elas estao associadas aos medidores de proliferagdo dos tumores ou aos elementos
oncogénicos. Dentre os marcadores tumorais capazes de indicar a presenga do cancer de
mama destacam-se os receptores dos horménios estrogénio, progesterona e do receptor de
fator de crescimento (EISENBERG; KOIFMAN, 2001).

Por seu significativo valor progndstico e terapéutico, os marcadores tumorais tém se
mostrado um aliado na pratica clinica. O ER (receptor de Estrégeno), o PR (Receptor de
Progesterona) e o HER 2 (Receptor 2 do fator de Crescimento Epidermal Humano) séo
elementos essenciais para um bom diagndstico e progndstico de novos casos de Cancer de

Mama, isto porque nos casos de hormonioterapia, a capacidade responsiva € marcada por



ER tanto quanto por PR. Por outro lado, em 30% dos casos, em média, ha uma super-
expressao do HER 2. A combinagao desses marcadores possibilita a classificagdo do
cancer de mama em grupos ER+ (ER+/ HER 2-), HER2- (ER-/HER2-), HER 2+(ER-/
HER2+), triplo negativo (ER-/PR-/HER2-) e triplo positivo (ER+/PR+/HER2+) (ELOY et al.,
2017).

O receptor HER2 possui tanto um dominio intracelular de tirosina quinase, quanto
um dominio ligante extracelular importante para as fases de crescimento e diferenciacéo
celular. Como um mecanismo chave de sobrevivéncia celular, a superexpressdao de HER2
pode levar a progressdao maligna, o que é associado a um prognéstico desfavoravel para
carcinomas mamarios, ovario, gastrico e entre outros (TAl; MAHAT; CHENG, 2010). Estima-
se que a superexpressao de HER2 apresenta-se em praticamente 25% de todos os
canceres de mama, associado as formas mais agressivas da doenga, juntamente com a
resisténcia a terapia hormonal. Estudos apontam que a inibicdo da expressao do receptor
HER2 resultou em apoptose altamente relevante em células do cancer de mama, tornando-o
alvo de diversos modelos terapéuticos (EGEL; KAKLAMANI, 2007).

3.1.2 Tratamento convencional do cancer de mama

As diretrizes de tratamento para o cancer de mama no Brasil seguem,
principalmente, as recomendagdes do Ministério da Saude, que preconiza o ftriplice
diagnostico, que compreende a clinica (como a palpagado, dores ou aparecimento de
lesdes), imagem (como a mamografia e ultrassonografia) e citologia (através de puncéo e
biépsia para exames como imuno-histoquimica). Com a definicdo e categorizagéo do tipo de
achado e estagio do cancer, os tratamentos mais convencionais, como hormonioterapia,
quimioterapia e radioterapia, s&o aplicados, associados a medidas tratativas mais extremas,
como cirurgia de retirada local, parcial ou total da mama (NAZARIO; REGO; OLIVEIRA,
2007)

No grupo de medicamentos utilizados como quimioterapicos estdo alguns agentes
como os taxanos, as antraciclinas, que compreende a epirrubicina e doxorrubicina; farmacos
compostos de platina, como a cisplatina e carboplatina; e outros agentes terapéuticos como
a capecitabina, vinorelbina, gencitabina e, atualmente, até mesmo alguns medicamentos de

carater nao antineoplasicos como as biguanidas (JOHNSTON et al., 2011).

Os taxanos estdo entre as classes medicamentosas mais efetivas em relacdo a
resposta antitumoral no tratamento quimioterapico para o cancer de mama. O paclitaxel, por

exemplo, é capaz de estabilizar os microtubulos celulares, o que por consequéncia, impede



a despolimerizagdo e a segregagcdo mitética, impactando diretamente no ciclo celular,
ocasionando apoptose (GHERSI et al.,, 2015). Apesar disso, sua biodisposicao é muito
suscetivel ao microambiente celular, o que leva a perda da sua efetividade e a reacgbes

adversas severas.

A metformina hidrocloreto faz parte de um grupo derivado de biguanidas de
caracteristica hidrofilica e esta associada, principalmente, ao tratamento de diabetes tipo 2,
porém estudos recentes associaram o seu uso terapéutico a reducado do risco de cancer,
além de uma resposta mais efetiva a quimioterapia no tratamento do cancer de mama. A
metformina atua principalmente nos mecanismos envolvidos na ativacdo da proteina
quinase ativada por adenosina monofosfato (AMP-AMPK), o que interfere diretamente na
sintese de proteinas e na gliconeogénese durante o estresse celular, inibindo de forma
eficaz o crescimento de diversas linhagens celulares, até mesmo linhagens cancerigenas
mamarias. Além disso, a metformina interage muito bem associada ao anticorpo monoclonal
trastuzumabe (ALJADA; MOUSA, 2012).

Outro agente farmacoldgico interessante para o tratamento quimioterapico do cancer
de mama é a rapamicina, um antibiético macrolideo lipofilico inibidor da via mTOR,
principalmente por agir na traducdo de sinal, no RNA mensageiro (RNAm), o que por
consequéncia altera a sintese proteica, o metabolismo da glicose e a sintese lipidica. A
mTOR é uma serina-treonina quinase mediador da via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K),
envolvida em multiplas fungdes de sobrevivéncia celular, como o controle transcricional e
transducional. A via mTOR é frequentemente ativada na transformac¢ao maligna de certos
canceres humanos, tais como cancer de mama. Estudos clinicos utilizando rapamicina
demonstraram seu potencial de burlar a resisténcia, que alguns pacientes podem
desenvolver, ao trastuzumabe. A rapamicina apresentou uma otimizagao significativa no
prognéstico dos pacientes diagnosticados (VICIER et al., 2014; BLANCO et al., 2014).

3.2 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos, ou imunoglobulinas, sdo moléculas que podem localizar, reconhecer e
ligar-se a antigenos especificos com a finalidade de inativar ou iniciar a eliminagdo. Os
anticorpos sao produzidos por linfocitos B e s&do consideradas glicoproteinas, estao
presentes no sangue circulante e na linfa. (ARAUJO, 2009). Desde final do século XIX, os
anticorpos sao utilizados na clinica médica e agora com o0 avango da engenharia genética e
da biotecnologia, uma nova geragédo de anticorpos surgiu, possibilitando assim a produgao

de uma nova geragao de biofarmacos.
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As imunoglobulinas, ou anticorpos, sdo capazes de reconhecer e ligar-se a
antigenos tumorais, considerados como alvos, possibilitando respostas imunolégicas. Com
isso, as células saudaveis sdo poupadas dos efeitos téxicos que o tratamento convencional
por quimioterapia ocasiona. Os anticorpos monoclonais atuam através de mecanismos
variados, como bloqueio de receptores ou fatores de crescimento que sdo essenciais para a
viabilidade da célula, além de poder induzir apoptose, ligar-se a alvos celulares e recrutar
fungdes como citotoxicidade complemento dependente (CDC) ou citotoxicidade celular
anticorpo-dependente (ADCC), além de distribuir particulas citotéxicas como os
radioisotopos e as toxinas (DEL DEBBIO; TONON; SECOLI, 2007).

O processo de criacdo de anticorpos monoclonais foi descrito por Kohler e Milstein
em 1975, utilizando modelos com ratos. Os anticorpos murinos, porém, demonstraram alto
grau de imunogenicidade, o que levou a formulacao de formas quiméricas ou hibridas, para
substituir os dominios ligantes do rato por dominios humanos, através de tecnologia
recombinante, que visava gerar anticorpos majoritariamente humanos, tornando possivel a
formulacdo de anticorpos humanizados. Esses anticorpos possuem o seu arcabougo
majoritariamente humano, no entanto, algumas de suas regides codificantes sdo murinas e
tem alta afinidade com o alvo terapéutico (REZENDE; SOCCOL, 2015).

A aplicacdo de imunoterapias mais eficientes na tratativa do cancer tornou-se
possivel gracas a utilizacdo de anticorpos monoclonais. O tratamento do carcinoma
mamario convencional, associado ao uso do anticorpo monoclonal desenvolvido em 1992,
anti-HER2 humanizado conhecido como trastuzumabe (HERCEPTIN), possibilitou um
aumento na sobrevida de pacientes com prognésticos desfavoraveis. O trastuzumabe é uma
imunoglobulina da classe IgG que possui a particularidade de ligagao seletiva com o HER2,
0 que desencadeia a inibicdo da transmissdo de sinais estimulatérios do crescimento
celular, inibindo a agéo da proteina HER2 (SILVEIRA et al., 2008).

O trastuzumabe age, principalmente, no bloqueio da parte extracelular dos
receptores de HER2, o que impede a ligacdo destes com os fatores de crescimento. Dessa
forma, as vias de sinalizacdo intracelulares (fosfatidilinositol-3-quinase e as quinases
ativadas por mitégenos-MAPK) também ficam inibidas, interrompendo a proliferacao celular,
promovendo o efeito citostatico e a destruicdo da célula por apoptose mediada por células
NK (Natural Killer). O uso do trastuzumabe, associado a outros antineoplasicos
medicamentosos, elevou as expectativas em relagdo a terapia tradicional, principalmente a
aplicada ao cancer de mama do tipo HER2+ (HADDAD, 2010)
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3.3 NANOTECNOLOGIA COMO PESPECTIVA DE TRATAMENTO DE CANCER DE
MAMA.

3.3.1 Histoérico e aplicagdo da nanotecnologia e das nanoparticulas

A nanotecnologia aborda, de forma geral, o desenvolvimento, a obtencdo e a
caracterizacdo de sistemas de tamanho nanométrico. (KAWASAKI; PLAYER, 2005). A
palavra nano é originada do grego e significa ando, muito pequeno, ou seja, a
nanotecnologia engloba todo o tipo de materiais que alcanga a escala nanométrica, entre
0,1 e 1000 nanémetros (nm) (MOREIRA, 2013). Por ser uma area multidisciplinar, a
nanotecnologia possibilita o desenvolvimento de varios compostos com diferentes
aplicabilidades. No campo da medicina, o foco maior estd na producdo de nanoparticulas
para estudo de drogas, aprimoramento em diagndstico em nanoescalas, engenharia de
tecidos e biossensores (AHMED; SUBRAMAN, 2012).

Dentro da escala nanométrica, os atomos revelam caracteristicas interessantes
como apresentar tolerancia a temperatura, cor, reatividade quimica, condutividade elétrica,
ou mesmo exibir forga de intensidade extraordinaria, tornando assim possivel a constituicao
de nanoparticulas, também chamados de nanocarreadores ou nanossistemas, versateis e
adaptaveis (COSTA; SILVA, 2017). A nanobiotecnologia avancada tornou possivel o
recobrimento de nanoparticulas magnéticas com materiais bioativos como ions especificos,
nucleotideos, peptideos, vitaminas, antibidticos, substratos analogos ou anticorpos,
possibilitando sobrepor questdes fisiolégicas basicas como atravessar barreiras endoteliais,
afetar as células-alvo, sem prejudicar as células normais (LAURENT et a, 2008; LONG et
al., 2015).

Além disso, as nanoparticulas magnéticas podem ser encapsuladas em lipossomos,
0 que permite serem guiadas, ou localizadas em um alvo especifico por campos magnéticos
externos (BIXNER, REIMHULT, 2016; PREISS, BOTHUN, 2011). Essa estratégia de
localizacdo em sitio preferencial por gradientes de campos magnéticos propde que
lipossomos magnetizados e fluidos magnéticos se tornem efetivos carreadores de agentes
ativos com alto grau de especificidade para a liberacdo de agentes quimioterapicos.
(COSTA; SILVA, 2017). O tamanho da nanoparticula € um fator muito relevante para sua
administragcdo e absor¢do do organismo, e também do tempo o qual a nanoparticula fica na

circulacdo sanguinea.

Nanoparticulas maiores tendem a se acumular no bago, apds administracao, e

podem ser removidas pelo reticulo endoplasmatico de seu parénquima por filtragem
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mecanica externa, assim como sistemas carreadores de agentes ativos com tamanhos entre
100 a 200 nm sao considerados relevantes por nao serem filtrados no bago e no figado, ou

seja, nao promovem a sobrecarga nociva dos mesmos. (PETROS; DE SIMONE, 2010).

Em contrapartida, particulas com didmetros inferiores a 5 nm sao rapidamente
eliminadas da circulagdo através da filtragem por extravasamento (ALEXIS et al, 2008;
CHOI et al., 2007), e particulas de tamanho de 15 nm podem se depositar no figado, baco e
medula 6ssea (PETROS; DE SIMONE, 2010), ou seja, o tamanho e a geometria da
nanoparticula sdo parametros de significaAncia na sua biodisposicao e incorporacao pelas
células (COSTA,; SILVA, 2017). Além disso, a sua propriedade ibnica de superficie também

€ relevante para o periodo de permanéncia da nanoparticula na circulagao sanguinea.

Nanoparticulas com superficie anibnica tendem a serem absorvidas de maneira
mais eficaz pelo reticulo endoplasmatico, que a remove da circulagdo sanguinea, diferente
das particulas de carga neutra, que apresentam comportamento inverso e demoram a
serem captadas pelo mesmo (ZAHR et al.,2006), enquanto nanoparticulas de superficie
catibnica favorecem a permeabilidade da membrana celular aumentando a sua captacao
pela célula, assim como polimeros policatibnicos sdo capazes de fazer aberturas na
bicamada lipidica celular (CHEN et al., 2009).

As nanoparticulas, no sistema de entrega de farmacos, possibilitam a liberagdo
prolongada dos mesmos, o que aumenta a permeabilidade passiva, direcionando-o como
alvo a superficie celular, o que diminui os efeitos adversos das terapias convencionais
conforme figura 2 (BOULAIZ et al., 2011). Os farmacos convencionais tendem a ter uma
janela terapéutica estreita devido principalmente a rapida elevagao no plasma, o que leva a
uma queda nas taxas de liberacido ativa, o que acaba resultando em doses maiores, com

efeitos relevantes menores e presenca de efeitos colaterais agressivos (PAN et a., 2007).

Quando, porém, o agente ativo do farmaco se encontra associado a uma
nanoparticula biodegradavel, o processo de liberagao fica mais otimizado e especifico, pois
impedem que os farmacos sejam degradados no corpo antes que atinjam seu alvo, 0 que
acaba aumentando a sua eficacia terapéutica. (COSTA; SILVA, 2017). Nanossistemas com
aplicagdes terapéuticas para tratamento do cancer tem como objetivo principal transpor as
barreiras do organismo, reconhecer e se acumular em alguns tipos de tumores e
principalmente transportar farmacos citotoxicos para células cancerosas sem prejudicar as
células normais (BERRY, CUTIS, 2003; LIM et al., 2013).
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Figura 2: Representacéo figurativa do efeito de permeabilidade em tecido normal e tumoral.
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Legenda: A- as esferas pretas representam as nanoparticulas contendo farmaco citotéxico que no tecido normal ndo consegue
atravessar o endotélio. No tecido tumoral devido as fenestragdes largas, atravessam o endotélio e ficam retidas. B - as esferas
cinza representam o farmaco citotéxico que consegue atravessar tanto o endotélio normal quanto o tumoral. FONTE:
OLIVEIRA et al, 2012.

As nanoparticulas podem se acumular em tumores soélidos por mecanismos de
vetorizagdo passiva e ativa (DANHIER et al, 2010). A vetorizagdo passiva caracteriza-se
pela fisiologia anormal dos neovasos presentes em tumores sélidos, isso € possivel porque
no tecido normal, o endotélio vascular € composto por fenestragdes entre 5 a 10 nm, mas
nos tecidos dos tumores sélidos essas aberturas na parede dos vasos sdo bem maiores,
entre 100 e 758 nm, o que possibilita que nanoparticulas com tamanho médio de 200 nm
entrem com mais facilidade nas fenestracbes dos neovasos, se acumulando no local de
interesse, com pouco ou nenhuma concentragdo nos tecidos normais (COSTA; SILVA,
2017) caracterizando o mecanismo estabelecido como permeabilidade e retencao

aumentada ou EPR (enhanced permeability and retention). (OLIVEIRA et al., 2012).

O fendbmeno EPR pode aumentar a concentracdo do farmaco encapsulado em
tumores sélidos em até 70 vezes. A vetorizagao ativa, por outro lado, caracteriza-se pelo
uso de ligantes incorporados na superficie do nanocarreador que vai interagir com as
células tumorais de forma especifica, caracterizando assim o sistema de liberagdo de
farmacos (Drug delivery systems) (OLIVEIRA et al., 2012).

Os sistemas de carregamentos e liberagcao de drogas é também uma das tratativas
dentro do dmbito da nanotecnologia, principalmente para melhorar a eficiéncia terapéutica

da droga em questdo. A liberagdo controlada de farmacos visa principalmente o maior
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aproveitamento do principio ativo ao mesmo tempo em que diminui 0 aparecimento de
doses toxicas e subterapéuticas, com a vantagem de se utilizar uma menor quantidade do
principio ativo, diminuindo assim seu custo, aumentando os intervalos na administragao,

direcionando o principio ativo para seu alvo especifico demostrado na figura 3 (UCHEGBU,
2006).

Figura 3: Representagao de niveis plasmaticos atingidos por farmacos convencionais (B) e
farmacos de liberagao controlada (A)
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FONTE: ADAPTADO DE MOREIRA, 2013.

Para que a liberagdo controlada seja eficaz, faz-se necessaria uma associacao
quimica ou fisica dos farmacos com materiais biocompativeis, para que tenham a
capacidade de conduzir o farmaco até o seu sitio de atuacido especifico, com a taxa de
liberagdo controlada. Compostos de natureza lipidica, inorganica e polimérica tém sido

utilizados como suporte para liberagdo controlada (MOREIRA, 2013)
3.3.2 Nanoparticulas lisossomicas e suas estruturas

A funcionalidade dos lipossomas foi aprimorada através de pesquisas que permitiram
a elevagdo da estabilidade juntamente com desvendamento das propriedades fisico-
quimicas e também do contato com fluidos biolégicos. Um dos pré-requisitos basicos para a
utilizacdo de lipossomas carreadoras de farmacos baseia-se na utilizagdo de metodologias
que permitam a caracterizar e controlar fatores como preparacéo dos lipossomas, tamanho
das vesiculas, sua composicao e estabilidade, que afetam de forma direta o comportamento
dos lipossomas em meio biolégico. (BATISTA et al., 2007).
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Os lipossomas ou lipossomos definem-se por vesiculas microscépicas que possuem
em sua composicdo uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, que sao dispersadas
por um meio aquoso, que podem encapsular / englobar substancias hidrofilicas no seu
compartimento aquoso e também substancias lipofilicas, inseridas ou absorvidas na
membrana. (EDWARDS; BAEUMNER, 2006). Essas bicamadas, podem fundir-se com as
camadas lipidicas das membrana celular e liberar o conteudo armazenado dos lipossomas
(MOREIRA, 2013).0s lipidios mais utilizados nas formulagdes de lipossomas sao as
fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que formam uma
bicamada estavel em solugdo aquosa, sendo a fosfatidilcolinas as mais utilizadas em
estudos de formulagdes de lipossomas por apresentar excelente estabilidade em pH variado

ou concentracdo de sal no meio (BATISTA et al., 2007).

As nanoparticulas lipidicas sdo desprovidas de toxicidade, e possuem maior
praticidade relacionada a producgéao industrial. Consistem em uma matriz lipidica solida com
tamanho médio entre 40 a 1000 nm adaptadas para um sistema de liberagao (WONG et al
2007; MEHNERT, MADER, 2001; WONG et al.,, 2010.). A principal diferenga entre
nanoparticulas lipidicas e lipossomas esta na caracteristica estrutural, sendo os lipossomas
mais fluidos, enquanto que as nanoparticulas apresentam pouca ou nenhuma fluidez por
conter um nucleo soélido conforme figura 4 (OLIVEIRA et al, 2012). O termo
Nanolipossomas se refere tanto para estruturas lipossémicas quanto para nanoparticulas
lipidicas.

Figura 4: Representagéo figurativa de lipossomas e nanoparticulas lipidicas.
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Legenda: (A) lipossoma: encapsulando antineoplasicos hidrofilico-quadrados cinza- e lipofilicos- esferas pretas na porcédo
lipidica- e (B) nanoparticulas lipidica: antineoplasicos hidrofilico absorvido na sua superficie- quadrados cinzas- e

encapsulando antineoplasicos lipofilico- esferas pretas. FONTE: OLIVEIRA et al., 2012.
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Acredita-se que as nanoparticulas lipidicas, por apresentarem uma estrutura mais
rigida que a dos lipossomas, sdo mais estaveis no controle de sistema de liberagédo de
farmacos no sitio de interesse. Porém, os estudos com lipossomas sao mais abundantes na
literatura, e tem uma taxa de sucesso maior que as terapias convencionais para tratativa de
tumores sélidos, em ambos o0s casos, a associacao com farmacos de interesse e
mecanismos mais elaborados corroboram a praticidade e eficacia terapéutica relacionada ao

estudo geral de nanolipossomas. (OLIVEIRA et al., 2012).

Os lipossomas podem ser compostos por uma bicamada lipidica Unica, chamados de
unilamelar ou bicamadas multiplas em torno do compartimento aquoso interno, classificados
como multilamelar. Essa classificacdo é relevante para comparagao de tamanhos, os
lipossomas unilamelares podem ser pequenos, SUV (Small unilamellar vesicles) e grandes,
LUV (Large unilamellar vesicles). Quanto a sua técnica de preparagéo, caracterizam-se
como REV (vesiculas obtidas por evaporagéo em fase reversa), FPV (Vesiculas obtidas em
prensa French), e EIV (vesiculas obtidas por injecédo de éter). (LASIC, 1998; VEMURI;
RHODES, 1995)

Com a evolugdo das nanolipossomas no processo de carreadores de farmacos,
diversas modificacbes foram feitas na sua molécula basica para possibilitar uma melhor
eficacia terapéutica, como na figura 5, possibilitando a sua classificagdo quanto a

caracteristicas de interagdo com sistemas biolégicos (TORCHILIN, 2005).

Figura 5: Caracteristicas estruturais de variados tipos de lipossomas convencionais
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Legenda:(A) farmaco hidrofilico englobado do lipossoma e (B) farmaco lipofilico absorvido ou inserido na bicamada lipidica.
Catidnicos (C); de longa circulagdo-com polimero hidrofilico na superficie (D); sitios — especificos (E), anticorpos ligantes (F), e
com peptideos e proteinas ligantes na superficie (G); Virossomas- com envelope viral na superficie (H); DNA- plasmideo

encapsulado em lipossomas catiénicos (I). FONTE: BATISTA et al., 2007.
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Dentro dos grupos de caracterizagbes de lipossomas existe os convencionais, que
sdo compostos por fosfolipidios e colesterol juntamente com um lipidio de carga negativa ou
positivo, para evitar o efeito de agregacdo dos nanolipossomas, aumentando sua
estabilidade em suspensdo. Em modelos in vivo 0os nanolipossomas convencionais tendem
a serem reconhecidos pelo sistema fagocitico mononuclear, o que os levam a serem

removidos da corrente sanguinea mais rapidamente (BATISTA et al. 2007).

Os lipossomas de circulagdo estendida em modelos in vivo podem ser obtidos por
diversos métodos, como por exemplo, revestir a superficie lisossdmica com componentes
hidrofilicos com carater natural, como o monossialogangliosideo GM1 e fosfatidiliniositol, ou
polimeros hidrofilicos de carater sintético, com énfase nos polietilenoglicois (PEG)
(SAGRISTA et al., 2000; TORCHILIN, 2005) A presenca da camada hidrofilica superficial
destes polimeros nos nanolipossomas propdem o aumento do tempo de circulagdo das
mesmas por prevenir o reconhecimento e a associacdo de opsoninas no plasma, o que inibe

o processo de reconhecimento e captura pelas células fagocitarias (BATISTA et al., 2007).

Os lipossomas de sitios-especificos foram propostos, principalmente, para aumentar
a especificidade de interacdo de nanolipossomas com as células alvo e aumentar a
quantidade de farmaco liberado nestas células. Para isso, foram acoplados ligantes na
superficie dos nanolipossomas, para que fosse possivel conferir seletividade na distribuicao
do farmaco encapsulado no sitio de acdo desejada, além disso, Eloy et al., (2017) também
propuseram a formulagao de estruturas nanolipidicas associadas a anticorpos monoclonais
terapéuticos e as denominaram imunolipossomas (SIHORKAR; VYAS, 2001. SAPRA,;
ALLEN, 2003; ELOY et al., 2017).

3.3.3 Formulagoes de nanolipossomas associadas a anticorpos monoclonais e

farmacos de interesse para tratamento do cancer de mama.

Entre os sistemas de delivery de farmacos mais promissores estdo as formulagdes
lipossomais, isso porque a ligagdo do farmaco com o carreador lipidico promove acentuada
otimizacao da farmacocinética. A rapida eliminacéo dos lipossomas pelo reticulo endotelial é
um inconveniente que pode ser resolvido utilizando-se de polimeros hidrofilicos flexiveis,
como o polietilenoglicol (PEG), para modificar a superficie dos lipossomas. Essa estratégia
permite o escape de sistema fagocitario mononuclear, o que possibilita maior circulagao dos
lipossomas na corrente sanguinea. Dessa maneira, ocorre 0 acumulo passivo das

nanolipossomas no tumor sélido, por meio da retengao e do aumento da permeabilidade dos
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vasos sanguineos fenestrados nutrem o tumor (efeito EPR) (MAEDA,2004; FANG et al.,
2011).

Diversas formulagdes como lipossomas tradicionais, etereamente estabilizados
(PEGIados), catibnicos, magnetolipossomas e imunolipossomas, foram especificamente
desenvolvidos para associagbées com medicamentos de interesse, como o paclitaxel. Essas
formulagdes apresentam uma efetividade melhor que formulagbes dos medicamentos
antineoplasicos convencionais (KOULDELKA,2010; CROSASSO et al.,2000; ZHANG et al.,
2005; YANG et al., 2007). Além disso, a liberacdo de rapamicina contidas em lipossomas

tem se mostrado de suma importancia (HAERI et al., 2011)

Estudos propunham a aplicabilidade de co-encapsulagédo de paclitaxel e rapamicina
em nanolipossomas, como estratégia para tratamentos do cancer (ELOY et al., 2016).
Blanco et al. (2014) reportaram a co-encapsulagao de paclitaxel e rapamicina em modelos
de nanoparticulas poliméricas como uma estratégia para obter sinergismo entre farmacos
para inibicdo tumoral. Essa estratégia permitiu liberar farmacos no mesmo local e com
quantidades especificas. Neste trabalho, foi relatado pela primeira vez a co-encapsulacao
de paclitaxel e rapamicina numa formulacdo lipossomal. Estudos provaram que uma
composi¢cdo baseada em SPC /Chol / DSPE-PEG (2000) permitiu um encapsulamento
satisfatério de ambas as drogas, com tamanho de particula para entrega parenteral de
drogas. A formulagdo mostrou excelente estabilidade coloidal e drogas retidas englobadas,
com liberagéo sustentada e evidente agdo de ambas as drogas sinergicamente tanto in vitro,
em linhagens de células de carcinoma mamario 4T1, como in vivo, em Camundongos

portadores de tumor 4T1, com promissor controle de crescimento tumoral (ELOY et al. 2016)

A adsor¢cdo de anticorpos monoclonais, e seus fragmentos, na superficie de
nanocarreadores permite que sejam reconhecidos pelas células cancerosas alvos desses
mesmos anticorpos; isso ocorre gragas a presenga, em sua membrana, de certas e
especificas proteinas, que nao estdo presentes nas células normais. (DANHIER; FERON;
PREAT, 2010.).

Ao interagir com os receptores das superficies das células e interferir na transdugéo
de sinais, os anticorpos monoclonais direcionam o sistema dos nanocarreadores a massa
tumoral. Ocorre também a regulagcado da expressao de proto-oncogenes e a alteragdo dos
mecanismos de proliferacéo celular. (COSTA,; SILVA, 2017)

E necessario observar que outros elementos ligantes ndo imunogénicos, como o

acido folico e o ferro, tém a capacidade de serem adsorvidos na superficie das
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nanoparticulas, ligando-se a elas e interagindo com os receptores de transferrina e folato.
Esses receptores estdo superexpressos nas células de tumores sélidos, devido a alta
demanda metabdlica das mesmas. Ao inibir esses receptores, ocorre a diminuigdo do
crescimento do tumor. (DANHIER; FERON; PREAT, 2010.).

Apesar do crescimento da utilizacao de anticorpos monoclonais na terapéutica de
cancer, os mesmos apresentam a desvantagem de serem macromoléculas que sofrem
depuracdo rapida em tumores. Para contornar essa desvantagem, Wen et al.,, (2013)
descreveram os imunolipossomas, ou seja, um sistema originado da conjugagdo de
anticorpos monoclonais sobre a superficie de nanolipossomas, gerando assim um sistema
de automontagem injetavel para reter anticorpos IgG em tumores mamarios, uma outra
abordagem para entrega aumentada usando anticorpos terapéuticos. A parte especifica dos
anticorpos reconhece os receptores superexpressos nas células do cancer, permitindo a
administracdo direcionada da droga, com consequente entrega seletiva de drogas para
células cancerigenas. Esta abordagem, portanto, permite a redugdo de efeitos colaterais
(ELOY et al., 2017).

Yang et al. (2007) conseguiram formular imunolipossomas funcionalizados com
trastuzumabe carreando paclitaxel, avaliado em modelo murino HER2+ e HER2- e fizeram
uma comparagao entre os anticorpos e os lipossomas livres com as imunolipossomas
englobando o farmaco. O resultado foi que a associagao da imunolipossoma com o farmaco
melhorou o efeito antitumoral do paclitaxel em tumores HER2+, principalmente em funcgéo

da endocitose da nanoestrutura mediada por interagcéo anticorpo receptor.

A associacao entre os anticorpos com o0s nanolipossomas necessita que o anticorpo
seja inserido na nanolipossoma de forma conjugada, através de ligagao covalente entre as
cadeias pesadas dos anticorpos e os grupos presentes na superficie do nanolipossoma
(PAN, 2007). Varios métodos de associagdo entre anticorpos monoclonais e
nanolipossomas, através do terminal PEG funcionalizado com um grupo quimicamente
reativo, como hidrazida N-3, foram relatados, principalmente usando lipidios PEGlados
funcionalizados com um grupo terminal quimicamente reativo, como hidrazida N-3-

(piridilditio) propionato, maleimida, succinil, entre outros (SCHNYDER, 2004).

Uma das técnicas mais utilizadas para derivatizagdo é a utilizacdo do reagente de
Traut, que gera um grupamento tiol no anticorpo, permitindo a ligagdo covalente através da
reagdo com a maleimida no lipido DSPE-PEG-maleimida (1,2-diestearoil-sn-glicerol-3-
fosfoetanolamina-N-maleimidapolietilenoglicol) 2000 (HUWYLER; WU; PARDRIDGE, 1996;
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BARRAJON-CATALAN et al., 2011), demonstrado na Figura 6. ELOY et al. (2017) utilizaram
o trastuzumabe tiolado e o conjugaram, com sucesso, ao DSPE-PEG-mal na superficie da
bicamada lipidica por ligacdo covalente. A eficiéncia de funcionalizagdo correspondeu a
62,78% e 80,49%, respectivamente, para o imunolipossoma em branco e o imunolipossoma
carregado com rapamicina, avaliados a quantificacdo de proteina nas fragbes

imunolipossomas em relacéo a proteina total.

Figura 6: Representacao de nanolipossoma associada ao anticorpo monoclonal através da

técnica com reagente de Traut.
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Fonte: ELOY et al., 2017.

SAPHA e SHOR, em 2013, concluiram, através de seus estudos da avaliacio pré-
clinica de imunolipossomas, que ainda existe um numero muito reduzido de
imunolipossomas formuladas e testadas. Eloy et al (2017) conseguiram formular e
funcionalizar a encapsulagédo de rapamicina e paclitaxel em imunolipossomas, a integridade
do trastuzumabe apds funcionalizagéo do lipossoma foi confirmada por SDS-PAGE (Gel de
eletroforese dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida) eletroforese sob condigdes redutoras, o
trastuzumabe foi incorporado intacto ao lipossoma superficie, similarmente as observacoes
de Yang et al. (2007), que desenvolveu o trastuzumabe imunolipossomas contendo

paclitaxel em sua linha de pesquisa.

A citotoxicidade da rapamicina, trastuzumabe e formulacdes foram avaliadas in vitro
nas linhagens celulares MDA-MB-231 que é HER2- e SK-BR-3, que é HER2 +. Figura 7.
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Curiosamente, o grupo de pesquisa conseguiu observar que a linhagem celular MDA-MB-
231 é muito mais resistente a farmaco ou rapamicina lipossémica (ELOY et al., 2017).
Zheng et al. (2011) discutiram que a linhagem celular humana MDA-MB-231 é resistente ao
tratamento com rapamicina in vitro devido a algumas caracteristicas que contribuem para o
seu mecanismo molecular resistente a rapamicina, incluindo baixa atividade da Akt, alto
nivel de fosfolipase D (PLD), receptor de estrogénio negativo e baixa expressao de HER2.
SK-BR-3 maior sensibilidade a rapamicina pode ser explicada pelo HER2 amplificagao que

ativa a via de sinalizagcao mTOR.

Figura 7: Curvas de citotoxicidade obtidas por teste de MTT apds 120 horas de incubagao
com rapamicina, trastuzumabe, lipossomos e imunolipossomas em linhagens MDA-MB-231
e SK-BR-3

MDAMB-231 SKBR3
100+
1 -+ RAP
= 17 ;'j' . & RAPTRAST
g g E .-'l.‘ -+ LIP RAP
= a0 = ?_: = |[MMUMNOLIP RAP
& S =
] [
= ol S a0
3 3
O agd QO 204
2 0 2 4 6 2 0 2 H 6
Log [rapamycin concentration) Leg (rapamycin concentration)

FONTE: ELOY et al., 2017.

Em geral, para se observar a funcionalizacao das formulagdes de nanolipossomas
associadas a anticorpos monoclonais e encapsulando um farmaco de interesse necessita de
algumas avaliacbes para serem consideradas funcionais, como o tamanho da particula e
sua polidispersédo, e potencial zeta, algumas técnicas como FTIR (Espectroscopia
Infravermelha de Fourier), DSC (Calorimetria Exploratéria Diferencial), avaliacdo da
Integridade do Anticorpo por Eletroforese SDS-PAGE e também a avaliagdo da
citotoxicidade da formulacdo em linhagens de células de interesse, nesse caso de

carcinoma mamario como 4T1, SK-BR-3 entre outras.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

O objetivo da presente pesquisa foi fazer uma descricdo da formulagdo da
associacao das nanoparticulas lipidicas e dos lipossomas, englobando antineoplasicos de
interesse, associadas a anticorpo monoclonal, no tratamento do cancer de mama. Utilizando
a revisao narrativa, apresentou-se a patogénese e as particularidades da doencga, para se
abordar as novas tecnologias, apoiadas nas inovagbes nanobiotecnoldgicas, de

aprimoramento dos tratamentos atualmente disponiveis.

O trabalho mostrou a eficacia do uso de anticorpos monoclonais associados a
nanolipossomas, para o sistema de liberacao eficiente de farmacos de interesse no combate
ao cancer de mama. Essa associagao visa, principalmente, abordar os tipos de cancer que
apresentam resisténcia ao tratamento quimioterapico tradicional, os efeitos colaterais
adversos e a melhora no prognéstico de cancer de mama em estagios graves. Observa-se
também que ainda sdo poucas as formulagcdes atuais que utilizam dessa tecnologia
combinada, isso porque os estudos que buscam demonstrar sua eficacia permanecem em

estagio pré-clinicos.

Essa realidade torna-se um incentivo para o desenvolvimento de mais pesquisas
sobre o tema, principalmente no Brasil; e demonstra a necessidade de profissionais
especializados no aprimoramento de novas tecnologias na area biomédica, tanto para
avaliar a eficacia na evolugdo de medidas tratativas, na adogcao de inovacgbes tecnoldgicas

como também seus possiveis efeitos adversos a longo prazo.
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