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Abstract

Nanomedicine is a cutting-edge area in which the exclusive optical, magnetic
and electronic properties of nanomaterials, combined with their characteristic length
scale, provide particles suitable for diagnostic and treatment of several diseases [1-3],
as these structures can selectively penetrate cells and tissues. These systems present
improved properties than the ones obtained with conventional drugs. Among the
advantages of using nanoparticles as drugs, we emphasise the decreased active
ingredient amount, reduction of its adverse effects and higher stability. The last
decade has witnessed a significant advance in this field, with promising results in all
phases of pre-clinical and clinical trials [4,5]. Figure 1 shows a typical polymeric
nanoparticle for controlled release and a diagram describing how nanosctructured
systems can be used to deliver nucleic acids in tumors and target tissues.

In cancer therapy, in particular, many nanomaterials have been used as active
agents for localized hyperthermia. This approach allows that, once the nanoparticles
are in the desired tissue (a tumor, for instance), non-invasive application of a
magnetic field or light exposure leads to a highly localized temperature increase in
the tissue, in such a way that the healthy surroundings of the tissue are minimally
damaged. In the specific case of photo-hyperthermia, the temperature increase is
caused by light absorption; this concept has been shown useful to kill cancer cells
selectively [6] and has been applied with gold nanorods, whose surface can be easily
modified with drugs and biomolecules to increase the targeting efficiency [7, 8].

Another class of nanoparticles that are candidates for hyperthermia agents
are the ones that contain metallic oxides, which release significant amounts of heat
when under an alternating magnetic field due to reverse magnetization. The heat
release is related to three mechanisms: hysteresis, relaxation and friction-induced
heat loss in viscous suspension, and depends on nanoparticle size, shape, dispersity,
symmetry and composition. It has been calculated that, for an alternated frequency
of 400 KHz, 99% of the magnetic field energy can be transferred to a nanoparticle 15
cm far from the surface of the body. Recent studies have demonstrated that these
nanoparticles are more efficient as a cancer treatment than conventional antitumor
drugs [9].



Goals

This proposal aims to develop, optimize and evaluate the in vitro and in vivo
efficacy of polymeric nanoparticles for controlled delivery and release of antitumor
agents, and for photo and magneto hyperthermia.

In the controlled release area, we plan to develop polymeric nanoparticles to
deliver two antitumor agents.

1)RNA (miRNAs, piRNAs, PASRs and IncRNAs (long non-coding RNAs)) delivery in
tumor models that reproduce the cell metabolic pathways, including gene specific
therapy. 2) Antitumor drug delivery, including a tocopherol acid succinate (a-TOS), to
cells derived from acute monocytic leukemia. Other antitumor agents may be
included.

In the hyperthermia area, we plan to develop two systems to induce
anticancer hyperthermia: gold nanorods and iron oxide superparamagnetic
nanoparticles. The temperature increase is caused by infrared light exposure
(photohyperthermia) and by application of an alternating magnetic field
(magnetohyperthermia), respectively.
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Figure 1. Left: SEM image of polymeric nanoparticles for drug delivery applications

produced at GNano/IFSC/USP. Right: diagram explaining the action of RNAI carrier

nanoparticles. Adapted from Molecular Pharmaceutics, 6 (3), 659, 2009.

Specific Goals

Controlled Release Area:
1. Design and fabrication of the nanoparticles containing the therapeutic agents.

2. Analysis and optimization of the drug binding to the nanoparticles and the kinetics
of the drug release.



3. Functionalization of the nanoparticles with specific receptors/antibodies to
increase the targeting efficiency.

4. Evaluation of the toxicity caused by the nanoparticles in healthy cells.

5. Assessment of the release efficacy and therapeutic potential of the nanoparticles
through in vitro and in vivo assays.

Cancer Hyperthermia Area:

6. Synthesis and characterization of gold nanorods and iron oxide superparamagnetic
nanoparticles.

7. Functionalization of the nanomaterials with specific receptors/antibodies to
increase the targeting efficiency.

8. Evaluation of the toxicity caused by the nanomaterials in healthy cells.

9. Application of the nanomaterials as active agents in photo and magneto
hyperthermia procedures in in vitro and in vivo models.

10. Optimization of physical parameters (laser power, magnetic field magnitude,
exposure time, etc.) and efficacy assessment using tumor models and cell cultures,
such as lymphocytes and dendritic cells (to be defined).

11. Writing of patents and scientific papers.
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Subprojeto 19.: Sistemas Nanoestruturados para Liberagdo Controlada de Acidos
Nucleicos e Antitumorais e para Hipertermia contra o Cancer

Pesquisador Responsavel: Valtencir Zucolotto (GNano/IFSC/USP)

Introdugao

A aplicagdo da nanotecnologia em medicina representa uma drea de
fronteira, recentemente denominada de Nanomedicina, na qual as propriedades
Opticas, magnéticas e eletrdnicas Unicas exibidas pelos nanomateriais, combinadas
com sua escala de tamanho apropriado, faz com que estes sistemas sejam
particularmente interessantes para aplicagbes, tanto no diagnostico como no
tratamento [1-3], pois podem penetrar de maneira seletiva e controlada em células e
tecidos. Estes sistemas oferecem vantagens sobre os fdrmacos convencionais,
incluindo a diminuigdo da dosagem do ativo, minimizacdo dos efeitos adversos,
protecdo do farmaco contra degradacdo e manutencdo da sua estabilidade. As
pesquisas na area de Nanomedicina intensificaram-se principalmente na ultima
década, com resultados ja comprovados e muito promissores em todas as fases de
testes pré-clinicos e clinicos (4,5). A figura 1 apresenta uma imagem tipica das
nanoparticulas poliméricas utilizadas para liberagdao controlada, juntamente com
uma ilustragao da atuagao de sistemas nanoestruturados para entrega controlada de
acidos nucleicos em tumores e tecidos-alvos.

Na terapia contra o cancer, em particular, varios nanomateriais tém sido
utilizados como agentes ativos em processos de hipertermia localizada. Essa
abordagem permite que nanoparticulas inicialmente localizadas em tumores ou
regioes especificas sejam estimuladas através de técnicas ndo invasivas (campo
magnético ou luz), causando um aumento de temperatura altamente localizado no
tumor/tecido. Com essa abordagem, os danos a células sauddveis ao redor do tumor
sdo minimizados. No caso da foto-hipertermia, a absor¢do da radiacdo pode ser
convertida em calor, provocando um aumento localizado da temperatura. Este
conceito pode ser utilizado como uma estratégia minimamente invasiva para induzir
a hipertermia celular e eliminar seletivamente células cancerigenas [6]. Por esta
razdo, nanorods de ouro tem se mostrado promissores para aplicacbes na fototerapia
do cancer. Além disso, a facilidade de modificacdo de superficie dos nanorods de
ouro permite a incorporacao de biomoléculas e drogas, possibilitando sua atuacdo
como sistemas especificos para regides de interesse e drug-delivery [7, 8].

Outra classe de nanoparticulas com grande aplicabilidade em hipertermia refere-
se aos oxidos metalicos, que quando sujeitos a um campo magnético alternado
mostram grande perda de calor com a magnetizacao reversa. Esta perda de calor
ocorre por trés mecanismos: histerese, relaxagao e perda por atrito em suspensao
viscosa, e depende do tamanho, forma, dispersdao de tamanhos, simetria, e de qual
material é feito a nanoparticula. Teoricamente, com uma frequéncia de 400 KHz, 99%



da energia do campo magnético pode ser transferida para a nanoparticula localizada
a 15 cm dentro do corpo. Estudos recentes tém demonstrados a alta eficiéncia
terapéutica dessas nanoparticulas, sendo superior a tratamento convencionais
utilizando drogas antitumorais [9].

Objetivos

Este projeto tem como objetivo central o desenvolvimento, otimizacdo e analise
da eficacia in vitro e in vivo de sistemas nanoparticulados poliméricos para entrega e
liberacdo controlada de agentes para tratamento do cancer, e para inducdo de foto e
magneto-hipertermia.

Para a drea de Liberacao Controlada, serao desenvolvidas nanoparticulas
poliméricas carreadoras de dois agentes antitumorais, a saber:

1) Entrega de RNAs (miRNAs, piRNAs, PASRs ou (long non-coding RNAs) -
IncRNAs)), em modelos tumorais, com o propdsito de atuarem nas vias de
metabolismo celular, incluindo gene specific therapy. 2) Entrega de agentes
antitumorais, incluindo o tocopherol acid succinate (a-TOS) em células derivadas da
leucemia monocitica aguda. (A conferir se teremos outras moléculas de interesse).

Na drea de Hipertermia serdo desenvolvidos dois sistemas para atuarem
como agentes promotores de hipertermia contra o cancer: 1) Nanobastdes de ouro
(nanorods) e 2) nanoparticulas superparamagnéticas a base de éxido de ferro. Nesses
sistemas, a ativacdo e elevacdo da temperatura é realizada através da aplicacdo de
luz no infravermelho (foto-hipertermia), e campo magnético alternado (magneto-
hipertermia), respectivamente.
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Figura 1. Esquerda: Imagem obtida por SEM de nanoparticulas poliméricas
carreadoras para drug delivery fabricadas no GNano/IFSC/USP. Direita: ilustracdo da
acdo de nanoparticulas carreadoras de RNAi. Adaptado de Molecular Pharmaceutics,
6 (3), 659, 2009.



Metas:
Area de Liberagdo Controlada:
1. Design e Fabricagdo das nanoparticulas contendo os agentes terapéuticos;

2. Andlise e otimizagéo do processo de incorporagdo dos terapéuticos nas NPs, e
da cinética de liberagéo;

3. FuncionalizagGo das nanoparticulas com receptores/anticorpos especificos
para aumento da eficiéncia do processo de Targeting;

4. Avaliagdo da toxicidade dos sistemas nanoestruturados em células normais;

5. Estudo da Eficdcia de liberagdo e potencial terapéutico utilizando em sistemas
in vivo e in vitro.

Area de Hipertermia contra o Cancer:

6. Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas superparamagnéticas a base de
Oxidos de ferro e dos Nanorods de ouro;

7. Funcionalizagcdo das nanoparticulas com receptores/anticorpos para aumento
da eficiéncia da entrega em tumores e tecidos-alvos;

8. Estudo da estabilidade e toxicidade dos nanomateriais;

9. Aplicagdo dos AuNRs e Fes0, como agentes ativos em processos de foto e
magneto hipertermia, respectivamente, em sistemas in vitro e in vivo;

10. Otimizagdo dos pardmetros (poténcia de laser e intensidade do campo
magnético, tempo de exposicdo, etc) e avaliacGo da eficdcia da hipertermia contra
modelos de tumores e culturas celulares, por exemplo, linfocitos e células dendriticas
(a serem definidos).

11. Escrita de Patentes e Artigos
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