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RESUMO

Introdugdo: A Doenga de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa primaria, de etiologia desconhecida e influenciada por vérios fatores com aspetos
neuropatoldgicos e neuroquimicos caracteristicos. Atualmente, os farmacos aprovados para o tratamento desta doenga apenas permitem aliviar os sintomas
sendo acompanhados por diversos efeitos secundarios. A nanotecnologia aparece como alternativa para o tratamento do Alzheimer, por oferecer muitas
vantagens para a medicina contemporanea permitindo um diagndstico e tratamento ndo invasivos e direcionados, reduzindo as reagdes adversas e os efeitos
sistémicos.

Objetivo: Reconhecer as potencialidades do uso de nanoparticulas no tratamento da Doenga de Alzheimer, identificando os tratamentos mais promissores
e quais os seus possiveis efeitos secundarios.

Métodos: Revisdo bibliografica narrativa a partir de consulta a bases de dados como Science Direct, Web of Science, PubMed e Scielo.

Resultados: As nanoparticulas de ouro mostram-se capazes de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE), carregando farmacos essenciais para a inibi¢do
da agregacdo dos péptidos AB, bem como dissolver fibrilhas pré-existentes. Polimeros biodegradaveis e biocompativeis, como o polilactideo poliglicélico
(PLGA), constituem uma abordagem promissora e segura, tendo sido muito utilizados. As melhores técnicas sdo aquelas que garantem que as nanoparticulas
sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), atingir o seu alvo terapéutico, bem como garantir que estas particulas ndo induzem efeitos
téxicos no organismo. Apesar das nanoparticulas serem capazes de tratar algumas doengas de forma eficiente, pouco se conhece sobre os seus efeitos
secundarios, estes poderdo ou ndo ser mais danosos para o organismo do que a doenga que pretenderam tratar.

Conclusdo: Existem varias abordagens terapéuticas promissoras, porém nenhuma ainda aprovada, uma vez que é dificil manter concentra¢des adequadas
de farmaco no espaco intraneuronal. Estabelecer a dose tdxica é necessario para o uso aprovado de uma nanoparticula num tratamento, porém é quase
impossivel prever os seus efeitos citotdxicos em regiGes extra-neuronais.

Palavras-chave: doenga de alzheimer; nanomateriais; plga; nanotecnologia; toxicidade

ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's Disease is a primary neurodegenerative pathology of unknown etiology and influenced by several factors with characteristic
neuropathological and neurochemical features. Currently, drugs approved for the treatment of this disease only allow to relieve symptoms and are
accompanied by several side effects. Nanotechnology appears as an alternative for the treatment of Alzheimer's, as it offers many advantages to modern
medicine allowing a non-invasive and targeted diagnosis and treatment, reducing adverse reactions and systemic effects.

Objective: The article aims to recognize the potential of using nanoparticles in the treatment of Alzheimer's Disease, identifying the most promising
treatments and their possible side effects.

Methods: A narrative bibliographic review based on consulting databases such as Science Direct, Web of Science, PubMed and Scielo.

Results: Gold nanoparticles are capable of crossing BHE, carrying essential drugs to inhibit the aggregation of AR peptides, as well as dissolve pre-existing
fibrilla. Biodegradable and biocompatible polymers, such as polyglycolic polylactide (PLGA), are a promising and safe approach and have been widely used.
The best techniques are those that guarantee that nanoparticles are capable of crossing the BHE, reach their therapeutic target, as well as guarantee that
these particles do not induce toxic effects in the body. Although nanoparticles are able to treat some diseases efficiently, little is known about their side
effects, they may or may not be more harmful to the body than the disease they intended to treat.

Conclusion: There are several promising therapeutic approaches, but none has yet been approved, since it is difficult to maintain adequate drug
concentrations in the intraneuronal space. Establishing the toxic dose is necessary for the approved use of a nanoparticle in a treatment, but it is almost
impossible to predict its cytotoxic effects in extraneuronal regions.

Keywords: alzheimer's disease; nanomaterials; plga; nanotechnology; toxicity

RESUMEN

Introduccidn: La Enfermedad de Alzheimer es una patologia neurodegenerativa primaria, de etiologia desconocida e influenciada por varios factores con
aspectos neuropatoldgicos y neuroquimicos caracteristicos. Actualmente, los farmacos aprobados para el tratamiento de esta enfermedad solo alivian los
sintomas y se acompafian de diversos efectos secundarios. La nanotecnologia aparece como una alternativa para el tratamiento del Alzheimer, ya que ofrece
muchas ventajas a la medicina contemporanea, permitiendo un diagndstico y tratamiento no invasivo y dirigido, reduciendo las reacciones adversas y los
efectos sistémicos.

Obijetivo: Reconocer las potencialidades del uso de nanoparticulas en el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer, identificando los tratamientos mas
prometedores y sus posibles efectos secundarios.

Métodos: Revision bibliografica narrativa a partir de consulta a bases de datos como Science Direct, Web of Science, PubMed y Scielo.

Resultados: Las nanoparticulas de oro se muestran capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), transportando farmacos esenciales para inhibir
la agregacion de péptidos AR, asi como para disolver fibrillas preexistentes. Los polimeros biodegradables y biocompatibles, como el polilactideo poliglicélico
(PLGA), son un enfoque prometedor y seguro, habiendo sido muy utilizados. Las mejores técnicas son aquellas que garantizan que las nanoparticulas sean
capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), alcanzar su objetivo terapéutico, asi como garantizar que estas particulas no induzcan efectos tdxicos
en el organismo. Aunque las nanoparticulas sean capaces de tratar algunas enfermedades de forma eficiente, se sabe poco sobre sus efectos secundarios,
gue pueden o no ser mas dafiinos para el organismo de lo que la enfermedad que pretenden tratar.

Conclusion: Existen varios enfoques terapéuticos prometedores, pero ninguno aun ha sido aprobado, ya que es dificil mantener concentraciones adecuadas
de farmaco en el espacio intraneuronal. Establecer la dosis toxica es necesario para el uso aprobado de una nanoparticula en un tratamiento, pero es casi
imposible predecir sus efectos citotoxicos en regiones extraneuronales.

Palabras Clave: enfermedad de alzheimer; nanomateriales; eglp; nanotecnologia; toxicidad
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INTRODUCAO

A nanotecnologia é um conjunto de conhecimentos e de tecnologia que utiliza materiais e as suas interagdes ao nivel molecular e
atémico (tamanhos entre 0,1 e 100 nm) (Hock & Gralinski, 2020; Zeng et al., 2021). O pequeno tamanho das nanoparticulas é
comparavel ao dos acidos nucleicos, proteinas e anticorpos (Zeng et al., 2021) e as alterages das suas propriedades fisicas e
guimicas, em comparagao com os seus analogos macromoleculares, oferecem muitas vantagens para a medicina contemporanea
como maior fiabilidade na administragdo de medicamentos, diagndstico e tratamento ndo invasivos e direcionados, reduzindo as
reagOes adversas e os efeitos sistémicos (Hock & Gralinski, 2020; Nikolova et al., 2020).

No entanto, as mesmas diferengas nas propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas podem levar a efeitos colaterais graves
e imprevisiveis para o corpo humano e para o ecossistema global, incluindo os efeitos mutagénicos, cancerigenos, aumento do
potencial inflamatdrio e toxicidade (Zeng et al.,, 2021). A nanotecnologia auxilia no diagndstico e tratamento de doengas
degenerativas (Ling et al., 2021), como o Alzheimer, na qual apresenta um grande potencial quer no diagndstico quer numa
abordagem alternativa de tratamento (Ling et al., 2021), visto conseguirem atravessar a BHE diminuindo assim os sintomas da
doenca (Ling et al., 2021).

A doencga de Alzheimer (DA), principal causa de Deméncia, inicia com a acumulagdo anormal de agregados AR que se depositam
sob a forma de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares da proteina tau levando a perda de neurdnios (Figura 1),
resultando em danos cerebrais que afetam o sistema cognitivo (A. Li et al., 2021).
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Figura 1 - Comparagdo de um cérebro saudavel com um cérebro com Alzheimer. Adaptado de Sousa (Sousa, 2017).

De acordo com o Relatdrio da OCDE de 2017 (OECD, 2017), sdo apresentados novos dados sobre a prevaléncia da deméncia,
colocando Portugal como o quarto pais com mais casos por cada mil habitantes. A média da OCDE é de 14,8 casos por cada mil
habitantes, sendo que para Portugal a estimativa é de 19,9. De acordo com este relatdrio, a estimativa do nimero de casos com
deméncia para Portugal sobe para mais de 205 mil pessoas, nimero que subira para os 322 mil casos até 2037 (OECD, 2017).

A doenca de Alzheimer pode ser classificada em cinco fases: pré-clinica, MCl (comprometimento cognitivo leve provocado pela
DA), suave, moderada e severa, sendo que cada uma das fases apresenta alteragdes neuropatoldgicas e sintomas especificos assim
como terapéuticas diferenciadas (Faiyaz, 2021), Figura 2.

Antagonista
Deméncia devido ac DA | /

| J
T

.\
T T 1 I f
Sem sintomas / Sintomas muito Sintomas Sintomas Sintomas
leves que ndo interferem e interferem nas interferem na
_ interferem nas algumas atividades maioria das
atividades atividades cotidianas atividades
monoclonal cotidianas cotidianas cotidianas

Inibidores da
acetilcolinesterase

Figura 2 - Cinco fases da doenga de Alzheimer.
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A etiologia subjacente da DA permanece desconhecida e muitas pesquisas sdo direcionadas em relacdo a sua patogénese
envolvendo multiplos fatores que foram apresentados como hipdteses, destacando-se acumulagdo de proteina B-amiloide (AB),
hiperfosforilagdo da proteina tau e hipdtese colinérgica (Figura 3) (Menghani et al., 2021; Zeng et al., 2021).
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Figura 3 - Representagdo esquematica da patologia de Alzheimer. Adaptado de Zeng et al., 2021.

A hipdtese da cascata AP é das teorias mais amplamente aceites para a patogénese da DA e tem dominado as pesquisas dos
ultimos 30 anos. Uma das evidéncias que suporta esta hipotese é a acumulagdo excessiva de péptidos AB que eventualmente
levam a formagdo de placas senis extracelulares (SPs) no cérebro (Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020). Sabe-se que AB é um
metabolito normal do corpo, hidrolisado a partir da proteina precursora (APP) da B-amiloide. Assim, em condigdes fisioldgicas
normais, a maior parte das APP sdo clivadas por a-secretase, B-secretase e y-secretase formando um fragmento solivel. Contudo,
ao mesmo tempo, algumas AR sdo clivadas por B-secretase e y-secretase no lisossoma citoplasmatico; em condigdes normais a
producgdo e degradacgdo estdo em equilibrio dindmico, mas quando o metabolismo da proteina precursora é anormal, a produgdo
aumentada de AB e/ou diminui¢do da degradacio, leva a um grande aumento da acumulagdo de AB. Como resultado do equilibrio
dindmico de A entre as formas fibrosas, oligoméricas e monoméricas, o estado oligomérico deste peptideo é o mais téxico e, por
isso, a continua acumulagdo causara um movimento das estruturas para essa forma, produzindo um efeito toxico nos neurdnios
(Fulop et al., 2018; Zeng et al., 2021).

A hiperfosforilagdo da proteina tau é outro mecanismo neuropatoldgico possivel que leva a DA (Ma et al., 2017; Sharma et al.,
2019). As pesquisas mostram que pacientes mais idosos com DA podem apresentar valores até 300 % acima do valor normal da
proteina tau quando comparados com pacientes saudaveis (Zeng et al., 2021).

As proteinas tau sdo altamente sollveis e associadas aos microtubulos; a principal fungdo desses compostos é estabilizar os
microtubulos, especialmente axdnios, na forma fosforilada. Os efeitos fisiolégicos da fosforilagdo da tau incluem a regulagdo
dindmica dos microtubulos, crescimento de sinapses e transporte axonal (Sharma et al., 2019). Assim, sob condigdes fisioldgicas,
a fosforilagdo e desfosforilagdo da proteina tau permanecem em equilibrio dinamico, mas no caso de DA, vérios fatores interagem
e levam a hiperfosforilagdo. Portanto, a hiperfosforilagdo das proteinas tau tende a agregar anormalmente filamentos espirais
emparelhados, perdendo a capacidade de manter a normal morfologia e fungao dos microtubulos, processo que resulta em dano
degenerativo dos neurdnios (Ma et al., 2017). A hiperfosforilagdo da proteina tau também ocupa anormalmente o sitio de ligacdo
da tubulina o que faz com que seja dificil para as proteinas de condugdo retornarem normalmente ao microttbulo, isso leva
também a perda da fungdo microscdpica e dano irreversivel nos neurénios (Ma et al., 2017; Zeng et al., 2021).

A acetilcolina (ACh) é o primeiro defeito no neurotransmissor que foi encontrado na DA. Apo-lipo-proteina E (APOE) é o gendtipo
mais importante associado a DA. A Colina acetil-transferase e a acetilcolinesterase sdo os principais marcadores para neurénios
colinérgicos que desempenham um papel importante na sintese e degradacdo de ACh (Hampel, et al., 2018a; Hampel, et al.,
2018b).

O nivel de ACh diminuiu nas areas do cérebro - cortex e hipocampo - que estdo envolvidos na cognicdo e na memoaria. Sdo afetados
principalmente os neurdnios colinérgicos do nucleo basal e do cortex entorrinal (Hampel, et al., 2018a; Hampel, et al., 2018b).
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Este reconhecimento do papel da acetilcolina na memdria e aprendizagem levam a hipdtese colinérgica. A melhor abordagem
usada na DA é a inibi¢do da colinesterase. A Tacrina foi o primeiro medicamento aprovado para uso clinico em DA. O donepezilo
(Aricept®), rivastigmina (Exelon®) e galantamina (Reminyl®) sdo os trés novos inibidores de colinesterases atualmente disponiveis
(Menghani et al., 2021).

Atualmente as terapias convencionais para DA consistem na utilizacdo de inibidores da acetilcolinesterase (Galantamina, Tacrina,
Donepezil, Rivastigmina) e antagonista (Memantina) (Zeng et al., 2021).

Os inibidores da acetilcolinesterase sdo medicamentos que restringem a quebra da acetilcolina pela enzima colinesterase e,
portanto, levam a um aumento da concentragdo de acetilcolina nas fendas sindpticas (Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020). Em
Portugal os trés medicamentos aprovados para as fases leve a moderada sdo a donepezila, rivastigmina e galantamina.
Relativamente ao método antagonista, a memantina indicada para os casos moderados ou graves, é o Unico medicamento de N-
metil D-Aspartato (NMDA) autorizado em Portugal no tratamento da DA. A disfuncdo mitocondrial e a sobrecarga de calcio foram
resultadas da excitotoxicidade mediada do glutamato, levando ao aumento de dxido nitrico responsavel pela formacgado de altos
niveis de oxidantes e apoptose neuronal. Este processo completo é bloqueado pelo antagonista recetor NMDA (Barbosa et al.,
2020; Menghani et al., 2021).

Estas terapias apenas aliviam os sintomas sendo acompanhados por efeitos como nauseas, diarreias e em alguns casos, efeitos a
nivel cardiaco (Vaz & Silvestre, 2020; Zeng et al., 2021). Medicamentos como a Tacrina foram retirados do mercado devido a sua
hepatotoxicidade.

Em junho de 2021 foi aprovado pela FDA o medicamento Aducanumab, trata-se de um anticorpo monoclonal humano com
capacidade para reduzir em dose e forma as placas Ap acumuladas no cérebro (Dunn et al., 2021; Walsh et al., 2021).

1. METODOS

A metodologia consiste em uma revisdo bibliografica realizada a partir da consulta as principais plataformas de comunicagao
cientifica consultadas através do Google Académico, como Science Direct, Web of Science, PubMed e Scielo. Numa primeira fase,
efetuou-se a pesquisa dos artigos cientificos contidos nas plataformas cientificas previamente citadas para definir e desenvolver
os aspetos relacionados ao tema a ser apresentado: as nanoparticulas no tratamento da doenga de Alzheimer, incluindo as
nanoparticulas desenvolvidas, as técnicas mais promissoras e a toxicidade dos nanomateriais. A pesquisa fez-se através da analise
de palavras-chave presentes nos titulos, nos resumos e nos termos indexados que descrevem os artigos.

Durante a investigacdo bibliografica, as principais palavras-chave pesquisadas foram: “Alzheimer’s disease”, “nanotechnology”,
“nanomaterials”, “toxicity” e “PLGA” tendo sido considerados para esta revisao os artigos publicados durante o periodo de 2011
a 2021. A Figura 4 foi obtida pelo software VOSviewer a partir das palavras-chave presentes nos artigos selecionados, em que sua
ocorréncia tenha acontecido no minimo duas vezes em dois artigos diferentes. O tamanho do circulo indica a frequéncia de
ocorréncia de cada palavra-chave e as linhas revelam suas conexdes. A nuvem criada indica que as palavras-chave mais frequentes
foram “nanoparticles” e “Alzheimer’s disease” o que esta de acordo com o intuito da revisdo bibliografica proposta.

A andlise com o software VOSviewer selecionou 8 palavras-chave das 48 referéncias bibliograficas utilizadas, reunidas em 3 grupos,
com um total de 18 links. Os grupos encontram-se apresentados na Tabela 1, onde mostra-se a ocorréncia de cada palavra, a
qguantidade de links e 0 ano médio de publicagao.

polyoxometalates

plga
na nc*icles
tau peotein
aIzheim. disease
oxidatie stress
drug delivery
g& VOSviewer nanoraterials

Figura 4 - Mapa das palavras-chave contidas nas fontes bibliograficas utilizadas.
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Este artigo de revisdo visa apresentar informacgdo relacionada a aplicacdo das nanoparticulas no tratamento da doenca de
Alzheimer e a informacgdo foi complementada explicando questGes relacionadas a toxicidade dessas particulas, ou seja, os
possiveis impactos adversos na saude humana.

Tabela 1 - Grupos das palavras-chave contidas na bibliografia utilizada para este artigo de revisao

Grupo Palavra-Chave Ocorréncias Links Ano médio de publicagdo
Alzheimer's disease 5 5 2018
1 Oxidative stress 2 2018
Tau protein 2 1 2018
Nanoparticles 6 4 2018
2 PLGA 2 2 2017
Polyoxometalates 2 1 2013
3 Drug delivery 3 3 2019
Nanomaterials 2 1 2020

2. RESULTADOS

Nanoparticulas no tratamento da doenga de alzheimer

Uma nova e promissora abordagem para o tratamento da DA reside no desenvolvimento de nanoparticulas capazes de atravessar
a BHE e atuar diretamente sobre as causas da doenca, como na dissolucdo de placas senis e emaranhados neurofibrilares
(Karthivashan et al., 2018).

Até a data, ja foram realizados diversos estudos promissores, porém, ainda nenhum foi aprovado para testes em humanos, devido
a possibilidade de desencadearem efeitos colaterais graves e imprevisiveis (Karthivashan et al., 2018).

2.1. Nanoparticulas desenvolvidas

As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas encontram-se intimamente relacionadas com o seu tamanho, forma, material,
caracteristicas da superficie, entre outras, nesse sentido foram desenvolvidas varias formula¢des (Figura 5), que procuram dar
resposta a um problema comum - o tratamento da DA (Sajid & Ptotka-Wasylka, 2020).
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Figura 5 - Tipos de Nanoparticulas desenvolvidas para o tratamento da DA. Adaptado de Karthivashan et al., 2018.
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2.1.1. Nanoparticulas inorganicas e organicas

Estudos demonstraram que nanoparticulas de PLGA carregadas com fator de crescimento vascular endotelial (VEGF-NS) foram
capazes de reduzir a deposicao do peptideo B-amildide, com consequente diminui¢do na perda de neurdnios e anomalias cerebrais
vasculares (Baranowska-Waéjcik & Szwajgier, 2020; Herrdn et al., 2013; Menon et al., 2012). Na Figura 6 encontra-se as micrografias
dadas pela Microscopia Eletrénico de Transmissdo (MET) de um exemplo deste tipo de nanoparticulas.

Figura 6 - Imagens de MET representam a morfologia de (A) PLGA-PVA (~157 nm) e (B) PLGA-PF127 NPs (~¥150 nm). Ambos os NPs sdo
esféricos em forma com uma camada externa fraca caracteristica de NPs feita por dupla emulsdo. Adaptado de Menon et al., 2012.

2.1.2. Nanoparticulas de I6es Metalicos

O estudo efetuado sobre o efeito de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs) (Figura 7) na inibicdo da formacdo de produtos
finais de glicdlise avancada (AGEs), associadas ao desenvolvimento da DA, mostrou que as ZnONPs atuam como um forte
antioxidante capaz de inibir a formacdo de AGEs, protegendo a estrutura proteica, podendo ser promissoras na prevenc¢do ou
reversdo de patologias primarias do sistema nervoso central (Ashraf et al., 2018; Baranowska-Wajcik & Szwajgier, 2020).

Figura 7 - Imagens MET de nanoparticulas de éxido de zinco. Adaptado de Kumar et al., 2017.
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2.1.3. Nanolipossomas

Estudos efetuados sobre o efeito de nanolipossomas (Figura 8) sobre a agregacdo de peptideos de B-amildide (1-42), mostraram
qgue os nanolipossomas contendo curcumina ou derivados inibem a formacdo de AP fibroso e oligomérico in vitro, o que é
importante no tratamento da doenca de Alzheimer (Baranowska-Wodjcik & Szwajgier, 2020; Taylor et al., 2011).
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Figura 8: Imagem MET de Nanolipossomas. Adaptado de Arabi et al., 2017.

No que diz respeito ao efeito destes nanomateriais verificou-se ainda que os nanolipossomas formados a partir de um peptideo
originado do dominio de ligagdo ao recetor da apolipoproteina E (APOE), sdo capazes de atravessar a BHE. Apds injecdo de
nanolipossomas funcionais em ratos transgénicos APOE/presenilina 1, ocorreu a inibigdo da formagdo e desagregacdo de sistemas
AB in vitro. Ainda neste estudo, os investigadores constataram que a coroa de olietilenoglicol (PEG) de nanoparticulas poliméricas
de longa circulagdo (NPs) é capaz de reter A toxico, tanto em solugdo como no soro sanguineo (Balducci et al., 2014; Baranowska-
Wojcik & Szwajgier, 2020).

2.1.4. Polimeros biodegradaveis

A combinagdo de Polietilenoglicol (PEG), Solanumtuberosumlectina (STL), polilactideo poliglicdlico (PLGA) (Figura 8) para a
formagdo de uma nanoparticula, carregada com fator de crescimento de fibroblasto bdsico resultou num tratamento notavel para
DA. Neste estudo, a via de administragdo das NPs foi intranasal, permitindo a administragdo de uma maior quantidade de farmacos
em comparagdo com a administragdo feita por via intravenosa (Arya et al., 2019; Zhang et al., 2019).

MLLArLG

Figura 9 - Imagem de MET de NPs de PEG e PLGA. Adaptado de Yang et al., 2021.
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2.1.5. Nanogéis

Os nanogéis auto-organizados (NGs) (Figura 10) carregados com Curcumina (Cur-HA NGs) podem inibir a agregacdo de AB e a
citotoxicidade. Os resultados mostraram que a taxa de inibicdo foi 69% e o teste de citotoxicidade mostrou que as células SH SY5Y
incubadas com AP e Cur-HA NGs tiveram uma inibicdo 28% maior taxa do que a mistura de AB e 4cido hialurdnico (HA). Espera-se
que este inibidor possa ser utilizado para desenvolver agentes eficazes contra a agregacdo de AP e citotoxicidade (Y. Liet al., 2014;
Zeng et al., 2021).

Figura 10 - Imagens MET de um nanogel com harmina. Adaptado de Huang et al., 2021.

2.1.6. Nanocompdsitos

O nanocompdsito esférico NC-KLVFF consiste numa encapsulagdo de albumina de soro bovino (BSA) numa camada de polimero
contendo KLVFF reticulado sintetizado por polimerizacdo in situ. Os resultados mostram que o NC-KLVFF é capaz de se combinar
com mondmeros AB para formar o agregado AB/NC-KLVFF (Figura 11), evitando assim a formagdo de fibras e mitigando os danos
neuronais induzidos pela deposicdo do peptideo AB, com consequente reducdo da inflamagdo e restaurando a capacidade
fagocitica da microglia intracraniana (Zeng et al., 2021; Zhang et al., 2019).

Figura 11 - Imagem MET de NPs NC-KLVFF incubadas com oligdmeros AB. Adaptado de Zhao et al., 2019.
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2.2. Técnicas mais promissoras

De entre as técnicas analisadas, as que mais se realgam sdo aquelas que tém como alvo terapéutico os mondmeros AB e a
hiperfosforilagdo da proteina tau. Além disso, as melhores técnicas sdo aquelas que garantem que as nanoparticulas sdo capazes
de atravessar a BHE, atingir o seu alvo terapéutico, bem como garantir que estas particulas ndo induzem efeitos toxicos no
organismo.

Atualmente, as nanoparticulas mais utilizadas no desenvolvimento de novas terapias para a DA assentam em iGes metalicos, como
o ouro, e polimeros biodegradaveis, como o PLGA.

2.2.1. Nanoparticulas de ouro
Estudos efetuados mostram que o Polioxometalato (POM) de férmula molecular Ks(P2CoW17061) (4534,95 g mol™?) é capaz de inibir
a formacdo de agregados do peptideo B-amildide (AB), sendo que os POMs com a estrutura Wells-Dawson (POMD) exibem o
melhor efeito inibitério (Geng et al., 2011).
Varios péptidos que atuam como inibidores da 8-sheet mostram-se muito eficientes na prevencao da fibrilogénese, de entre os
quais se destaca o péptido LPFFD.
Assim, a combina¢cdo do POMD e LPFFD possui uma maior capacidade de ligacdo e de reducdo dos efeitos toxicos do AB. Para
conjugar os dois, os autores utilizaram nanoparticulas de ouro (AuNPs) como caroco, originando as particulas AuUNPs@POMD-pep.
As particulas de ouro permitem ainda a passagem eficaz pela BHE (Pramanik et al., 2011).
A morfologia das AUNPs@POMD-pep foi analisada por Microscopia Eletronico de Transmissao (MET) (Figura 11). O tamanho das
particulas é de cerca de 21,7 nm e sdo formadas por um carogo de ouro, revestido por anides POMD, com cerca e 1,35 nm de
espessura. A avaliacdo do potencial zeta das particulas mostrou que estas ndo se combinariam facilmente com a maioria das
proteinas presentes no sangue, devido a sua carga negativa.
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Figura 11 - Imagens MET das nanoparticulas de ouro (A e B) e sua representagdo esquematica (C). Adaptado de N. Gao et al., 2015.

Segundo o trabalho desenvolvido por N. Gao et al. (2015) para avaliar a agregagdo de AB em fibrilhas, utilizou-se Tioflavina T, cuja
fluorescéncia aumenta exponencialmente quando ligada a agregados amiloides. Na presenca das AuNPs@POMD-pep, a
fluorescéncia sofreu uma redugdo de 47%, provando a sua capacidade em inibir a formagao de fibrilhas. Também foi comprovada
a eficacia das AUNPs@POMD-pep na dissolugdo de agregagdes AP pré-existentes e verificou-se uma reducdo de cerca de 37% da
capacidade de fluorescéncia apds a adicdo das nanoparticulas (Figura 12).
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Figura 12 - Variagdo da intensidade normalizada em fungdo do tempo durante a inibigdo (A) e desagregacdo (B) de agregados de AB. Adaptado de N. Gao et al., 2015.
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Por forma a avaliar os efeitos das AUNPs@POMD-pep na reducdo da citotoxicidade provocada pelos aglomerados AB, utilizaram-se
células ndo tratadas, com fibrilhas AB, como controlo positivo. A viabilidade celular das do grupo tratado com o péptido AB1-40 foi
de 58%, enquanto as células tratadas com AUNPs@POMD-pep apresentaram uma taxa de sobrevivéncia superior a 90%. Além disso,
a adicdo das AUNPs@POMD-pep mostrou-se ndo toxica a diferentes concentrages e tempos de incubagdo (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito da NPs de ouro na viabilidade celular (A), a diferentes concentragdes (B) e em diferentes tempos de incubagdo (C). Adaptado
de N. Gao et al., 2015

2.2.2. Nanoparticulas de PLGA

O T807 é um agente utilizado na tomografia de emissdo de positrdes para a imagiologia da DA (Ono et al., 2017). Exibe uma grande
afinidade para com as regiGes do cérebro que apresentam maior fosforilacdo da proteina tau. Devido ao seu baixo peso molecular
e ao seu coeficiente de particdo adequado, o T807 consegue atravessar a BHE e possui uma boa permeabilidade celular. Por este
motivo e sendo seguro in vivo, tem sido amplamente utilizado no desenvolvimento de novas terapias para a DA, baseadas no
mecanismo da hiperfosforilacdo da proteina tau (Barret et al., 2017).

O revestimento de nanoparticulas de PLGA com membranas dos eritrdcitos (RBCm) intactas permite desenvolver RBCNPs, que
possuem tanto as caracteristicas fisico-quimicas de materiais sintéticos como a as fungées bioldgicas complexas de um material
enddgeno. Uma particularidade importante destas NPs é a sua capacidade de preservar a integridade das RBCm, incluindo a
proteina CD47, que é capaz de inibir a fagocitose por parte dos macréfagos.

Projetou-se a sintese de RBCNPs modificadas com DSPE-PEG3400-T807, capazes de atravessar a BHE e direciona-las
especificamente a tau no interior das células neuronais. Estas nanoparticulas foram carregadas com Curcumina, que demonstrou
ter efeitos positivos na reducdo da sintomatologia da DA (Figura 13) (C. Gao el't c]l.r£ 2020).
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Figura 14 - Representagdo esquematica da atuagdo in vivo (A) e preparagdo das NPs de PLGA (B). Imagem MET da aparéncia morfoldgica das
NPs de eritrocitos (€.1), NPs carregadas com CUR (C.2 e C.3) e PLGA + RBCm + Cur+ T807 (C.4). Adaptado de C. Gao et al., 2020.

A avaliacdo da estabilidade das T807/RBCNP-CUR em condicdes fisiolégicas, foi efetuada utilizando soro bovino para simular as
condicdes in vivo. Este estudo permitiu concluir que ndo ocorreu a formacdo de agregacées ou sedimentagbes apos 24h, pelo que
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as nanoparticulas sdo adequadas para utilizagdo in vivo. De forma a avaliar a biosseguranga das nanoparticulas contendo em PLGA,
foram efetuados vérios estudos com finalidade de mostrar o seu efeito na viabilidade celular, estes permitiram concluir que ndo
se verificaram alteragGes significativas relativamente aos grupos de controlo (Lemoine et al., 2017; Marinho et al., 2017).

3. TOXICIDADE DOS NANOMATERIAIS

O desenvolvimento da nanotecnologia tem permitido grandes conquistas em diferentes dareas, incluindo na saude. Porém, os
nanomateriais podem também representar uma ameaga para a saude, na sua tentativa de a melhorar (Nikolova et al., 2020).
Diversos autores tém tentado avaliar os efeitos toxicos das nanoparticulas inorganicas em linhas celulares e em modelos animais,
porém, os resultados obtidos sdo contraditorios. A capacidade das nanoparticulas provocarem efeitos inflamatdrios e oxidativos
ja foi demonstrada, e sabe-se que esta capacidade pode levar a citotoxicidade e genotoxicidade, com dano a molécula de ADN,
perturbagdo de genes e alteragdes metabdlicas (Ledn-Silva et al., 2018).

O tamanho das particulas estd diretamente relacionado com a sua toxicidade, sendo que, em regra geral, quanto menor é o
tamanho, maior é a toxicidade. Isto deve-se ao facto de quanto menor for o tamanho de uma particula, maior é a sua capacidade
de penetragdo nas barreiras bioldgicas, o que pode resultar na sua acumulagdo em compartimentos celulares ou 6rgdos, como o
cérebro, onde ndo é comum ocorrer acumulagdo de com materiais convencionais (Catalan & Norppa, 2017). Algumas destas
nanoparticulas sao passiveis de se deslocar até outros drgdos, através das correntes sanguinea e linfatica, podendo acumular-se
e causar danos nos mesmos (Z. Li et al., 2018).

Na nanomedicina é utilizada uma grande variedade de materiais. Os mais frequentes sdo a prata, o ouro, a platina, a silica, o
carbono e dxidos de zinco e ferro (Ledn-Silva et al., 2018).

Alguns dos estudos referidos ao longo deste trabalho utilizam nanoparticulas de ouro como nanocarriers (N. Gao et al., 2015), a
versatilidade destas particulas potencia a sua utilizagdo em nanomedicina (Ledn-Silva et al., 2018). Porém, enquanto metal
pesado, o ouro pode provocar danos no ambiente e na saude humana. Tanto as nanoparticulas de ouro carregadas positivamente
como as carregadas negativamente podem causar toxicidade aguda e cronica (Z. Li et al., 2018). A avaliagdo da toxicidade destas
nanoparticulas tem sido muito estudada, porém, os resultados obtidos sdo contraditérios. Ainda assim, muitos autores apontam
para a possibilidade das particulas de ouro se alojarem no figado, e passarem por um processo de eliminagdo muito longo. Estes
estudos provaram ainda que as NPs de ouro desencadeiam a geragdo continua, provocando stress oxidativo que acaba por levar
a morte das células, geralmente por necrose. Nestas células, verifica-se que os genes pré-inflamatdrios se encontram ativos, ao
contrario dos genes relacionados com o ciclo celular (Jia et al., 2017).

Varios nanomateriais organicos, como o polimero biodegradavel PLGA, foram apontados como promissores no que toca a
libertagdo de farmacos localizada, dado serem muito biocompativeis e apresentam boa biodegradabilidade e baixa citotoxicidade
(C. Gao et al., 2020).

A descarga ndao controlada de nanoparticulas no ambiente pode provocar sérios danos nos ecossistemas, tanto em
microrganismos, como em animais e plantas (Ledn-Silva et al., 2018; Z. Li et al., 2018). NPs de PLGA afetam a nitrificagdo e as
bactérias nitrificantes essenciais existentes no solo (Nishu et al., 2020).

4. DISCUSSAO

As NPs de ouro mostram-se capazes de atravessar a BHE, carregando farmacos essenciais para a inibicdo da agregacdo dos
peptideos AB, bem como dissolver fibrilhas pré-existentes. A semelhanca destas particulas, a grande maioria das possibilidades
terapéuticas em estudo baseiam-se na sua atuacdo sobre a inibicdo da formacdo de aglomerados da proteina B-amildides e a
dissolugdo de fibrilhas pré-formadas. Porém, a grande maioria destes ensaios falharam, colocando a eficacia desta abordagem em
causa.

Assim, outra possivel abordagem terapéutica é a atuagdo sobre a hiperfosforilagdo da proteina tau. NPs constituidas por polimeros
biodegradaveis e biocompativeis, como o PLGA, constituem uma abordagem promissora e segura, tendo sido muito utilizada
nestes estudos. A sua associacdo com agentes farmacoldgicos ou naturais, como a curcuma, garante-lhes a biocompatibilidade,
biodegradibilidade e eficacia necessarias a diminuicdo dos niveis de tau hiperfosforilada intracelulares, suprimir a apoptose e
diminuir o stress oxidativo, aliviando os sintomas da DA, ocorrendo a recuperac¢do de algumas capacidades cognitivas.

Uma caracteristica importante da DA é o aumento da geracdo de ROS. As particulas de ouro e as particulas de PLGA mostraram-
se eficazes na reducdo do stress oxidativo, bem como aumentaram a taxa de sobrevivéncia celular.

Os estudos efetuados mostram-se muito promissores no que diz respeito a reversdo dos sintomas associados a DA,
contrariamente ao que acontece com as terapias atualmente aprovadas, que apenas sdo capazes de atrasar o desenvolvimento
da patologia. As NPs apresentam ainda menos efeitos secunddrios do que os tratamentos convencionais, permitindo melhorar a
gualidade de vida dos pacientes. Porém, desconhece-se o potencial toxico destas NPs a longo prazo, dado que os tratamentos
devem prolongar-se no tempo, podendo levar a acumulag¢do de metais pesados, como o ouro, no organismo, ou a acumulagdo de
substancias ativas, como a curcumina no cérebro, ndo existindo ainda qualquer estudo que permita aferir as consequéncias destes
tratamentos.
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Para que exista um avan¢o mais significativo da utilizacdo segura de nanoparticulas na medicina, é necessdrio que sejam
continuamente realizados estudos que avaliem o seu efeito inflamatério e oxidativo. A maioria dos estudos foca-se nos efeitos
agudos das nanoparticulas, sendo que futuramente é necessario avaliar os riscos associados a exposicdo prolongada as mesmas.
A seguranca dos nanomateriais é avaliada tendo por base diretrizes pré-existentes que ndo sdo capazes de dar uma resposta
concreta e certa dos perigos que podem advir da utilizacdo dos mesmos. Ainda que o desenvolvimento de nanoparticulas ja venha
a ocorrer ha mais de 30 anos, o desenvolvimento de métodos e protocolos standard necessarios para assegurar a biosseguranca
das mesmas ainda ndo existem, pelo que é dificil avangar para a aplicacdo destas terapias em humanos.

CONCLUSAO

Tém sido estudadas varias abordagens terapéuticas promissoras, no entanto, ainda nenhuma resultou numa terapia aprovada,
uma vez que é dificil manter concentragdes adequadas de farmaco no espago intraneuronal. A citotoxicidade de uma
nanoparticula tem de ser avaliada, de forma a testar a sua biocompatibilidade. O estabelecimento de doses consideradas téxicas
é um pré-requisito para a aprovagao de uma nanoparticula, porém estes valores sdo muito dificeis de estabelecer, sendo quase
impossivel prever os efeitos citotdxicos em regides extra-neuronais, que podem advir da terapia com nanoparticulas.

Além disso, num sistema biolégico complexo, como é o caso do organismo humano, as interagdes bioldgicas, como as respostas
imunes e a absorg¢do, e as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, como o tamanho, a forma, a carga da superficie, a
concentragdo e a estabilidade in vivo, tém de ser consideradas para que se possa compreender o seu potencial citotdxico, o que
torna a esta andlise muito complexa. Porém, as NPs de PLGA ndo sdo capazes de atravessar a BHE per si, sendo necessario associa-
las a agentes capazes de melhorar esta capacidade, de forma que os farmacos possam ser libertados diretamente sobre o alvo,
reduzindo os efeitos sistémicos e melhorando a qualidade da terapia.

Corroborando com o referido anteriormente, ainda que exista evidéncia de que as nanoparticulas sdo capazes de tratar algumas
doengas de forma eficiente, as duvidas sobre a possibilidade de existirem efeitos secunddrios, que poderdao ou n3do ser mais
danosos para o organismo do que a doenca que pretendem tratar, inviabilizam ainda a sua utilizagdo.

Apesar da incerteza associada a estes métodos, a verdade é que estes abrem uma nova porta no que toca ao tratamento de
doengas do foro neurodegenerativo, permitindo tratar a patologia, revertendo as causas e mitigando os sintomas.
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