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RESUMO 

 

O glioblastoma multiforme (GBM) é a neoplasia do Sistema Nervoso Central (SNC) mais 

prevalente e mais agressiva. A temozolomida (TMZ), fármaco de primeira escolha para o 

tratamento do GBM, apresenta eficácia clínica limitada, associada ao desenvolvimento de 

resistência em estágios mais avançados da doença, além da TMZ possuir limitações físico-

químicas que dificultam seu uso, como curta meia vida biológica e biodistribuição não 

seletiva, o que promove efeitos adversos decorrentes da toxicidade sistêmica. Visando superar 

estas limitações e otimizar a entrega para o SNC, uma abordagem promissora é a encapsulação 

da TMZ em carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) funcionalizados com ligantes 

específicos de receptores de EGFR, como o cetuximabe (CTX), os quais estão superexpressos 

em células tumorais de GBM, com posterior dispersão em hidrogéis termo-responsivos 

mucoadesivos (HTRM) para administração intranasal, via que pode ser vantajosa devido à 

ausência do metabolismo de primeira passagem, evitando a passagem pela BHE e otimizando 

sua entrega no SNC. Assim, o objetivo deste trabalho é a avaliação do potencial de CLNs 

funcionalizados com CTX dispersos em HTRM para administração intranasal de TMZ em 

modelos de GBM. Foram desenvolvidos CLNs funcionalizados com CTX contendo TMZ 

(CLN-TMZ-CTX) pela técnica de fusão-emulsificação seguido de sonicação e caracterizados 

quanto à sua morfologia, tamanho, índice de polidispersão, potencial zeta e comportamento 

térmico. A eficiência de encapsulação da TMZ também foi determinada, bem como a 

eficiência de acoplamento do CTX aos CLN, além de sua integridade. Os sistemas obtidos 

foram incorporados em HTRM e realizados ensaios reológicos, estudos de liberação, retenção, 

permeação em modelo ex vivo e biocompatibilidade in vitro. O potencial biológico e atividade 

antitumoral dos CTX-CLN-TMZ incorporados em HTRM foram determinados utilizando 

modelos in vitro e in vivo. Os CTX-CLN-TMZ apresentaram tamanho em torno de 100 nm, 

com carga superficial negativa (- 33 mV) e distribuição de tamanho homogênea (IPD 0.24), 

desejável estabilidade coloidal ao longo de 90 dias, além de uma eficiência de encapsulação 

da TMZ (65%) e acoplamento do CTX (30%) coerentes com a aplicação pretendida. O 

hidrogel obtido a partir dos CTX-CLN-TMZ (CLN-HTRM) apresentou propriedades 

reológicas adequadas para administração intranasal, além de perfis de liberação sustentada ao 

longo do tempo. O CLN-HTRM apresentou permeação otimizada através da mucosa 

intranasal, citocompatibilidade em queratinócitos (HaCat) e biocompatibilidade em modelo 

HET-CAM. A encapsulação da TMZ em CLN funcionalizados com CTX potencializou seu 

efeito citotóxico em células de GBM (U251-MG), e um efeito mais pronunciado nestas células 

em detrimento de fibroblastos saudáveis (NIH/3T3). A funcionalização com CTX 

proporcionou uma internalização celular otimizada, além de apresentar propriedades anti- 

invasão e migração em células de GBM. A administração intranasal do CLN-HTRM 

evidenciou uma biodistribuição seletiva para o SNC com biodistribuição sistêmica mínima 

em modelo in vivo. Combinando duas abordagens inovadoras, os resultados sugerem a 

obtenção de uma tecnologia de entrega de fármacos que favorece o tratamento local do GBM, 

entregando o fármaco de modo seletivo às células cancerígenas, diminuindo a toxicidade 

sistêmica e aumentando a eficácia da TMZ. 

 

Palavras-chave: câncer de cérebro; funcionalização; mucoadesão; intranasal; glioblastoma 

multiforme; 
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ABSTRACT 

 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most prevalent and aggressive neoplasm of the central 

nervous system (CNS). Temozolomide (TMZ), the first-line chemotherapeutic agent for GBM 

treatment, exhibits limited clinical efficacy due to the emergence of resistance in advanced 

stages of the disease. Additionally, TMZ presents physicochemical limitations such as a short 

biological half-life and non-selective biodistribution, which contribute to systemic toxicity 

and associated adverse effects. To overcome these challenges and enhance CNS delivery, a 

promising strategy involves the encapsulation of TMZ into nanostructured lipid carriers 

(NLCs) functionalized with ligands targeting epidermal growth factor receptors (EGFR), such 

as cetuximab (CTX), which are overexpressed on GBM tumor cells. These functionalized 

nanoparticles were subsequently dispersed into thermoresponsive mucoadhesive hydrogels 

(TRMHs) for intranasal administration—a route that bypasses first-pass metabolism and the 

blood-brain barrier (BBB), thereby enhancing drug delivery to the CNS. This work aims to 

evaluate the potential of CTX-functionalized NLCs (CTX-CLN-TMZ) dispersed in TRMHs 

for the intranasal delivery of TMZ in GBM models. CTX-CLN-TMZ were prepared using the 

fusion-emulsification technique followed by sonication and were characterized in terms of 

morphology, particle size, polydispersity index (PDI), zeta potential, and thermal behavior. 

TMZ encapsulation efficiency and CTX conjugation efficiency, as well as CTX structural 

integrity, were also assessed. The nanoparticles were incorporated into TRMHs, and 

rheological properties, in vitro drug release, ex vivo permeation and retention through porcine 

nasal mucosa, and in vitro biocompatibility were investigated. The biological activity and 

antitumor potential of CTX-CLN-TMZ embedded in TRMHs were evaluated using both in 

vitro and in vivo models. The CTX-CLN-TMZ formulations exhibited a particle size of 

approximately 100 nm, a negative surface charge (-33 mV), and a homogeneous size 

distribution (PDI 0.24), with desirable colloidal stability over 90 days. TMZ encapsulation 

efficiency was 65%, and CTX conjugation efficiency was 30%, aligning with the intended 

application. The resulting hydrogel (CTX-CLN-TMZ/TRMH) displayed suitable rheological 

properties for intranasal administration and sustained drug release profiles. This system also 

demonstrated enhanced mucosal permeation, cytocompatibility with HaCaT keratinocytes, 

and biocompatibility in the HET-CAM assay. Encapsulation of TMZ in CTX-functionalized 

NLCs potentiated its cytotoxic effect in GBM cells (U251-MG), with a more selective action 

compared to healthy fibroblasts (NIH/3T3). CTX functionalization improved cellular uptake 

and conferred anti-migratory and anti-invasive properties in GBM cells. In vivo intranasal 

administration of CTX-CLN-TMZ/TRMH resulted in selective CNS biodistribution with 

minimal systemic exposure. By combining two innovative approaches, this strategy offers a 

promising drug delivery platform for the local treatment of GBM, achieving selective 

targeting of cancer cells, reducing systemic toxicity, and enhancing the therapeutic efficacy 

of TMZ. 

 

Keywords: brain cancer; functionalization; mucoadhesion; intranasal; glioblastoma 

multiforme. 
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1.INTRODUÇÃO 

O glioblastoma multiforme (GBM), um astrocitoma grau IV (Agnihotri et al., 2013), 

é o tipo de câncer cerebral mais comum e o mais agressivo. As diretrizes terapêuticas atuais 

empregadas no tratamento do glioblastoma requerem uma abordagem multidisciplinar, que 

envolve a ressecção cirúrgica, em sua maior extensão possível, frequentemente associada à 

radio e quimioterapia adjuvante (Freitas, 2017; Rajesh et al., 2017). O GBM apresenta rápida 

progressão, sendo uma das mais vascularizadas neoplasias humanas, que lhe confere 

capacidade migratória para tecidos adjacentes ou mesmo outros tecidos, através da circulação 

sanguínea e linfática. A remoção cirúrgica do GBM não possui caráter curativo, de modo que, 

invariavelmente, algumas células persistentes permanecerão no cérebro, podendo levar à 

progressão da doença ou recidiva (Wilson; Karajannis; Harter, 2014).  

Os quimioterápicos atualmente disponíveis no mercado apresentam limitações 

farmacocinéticas e farmacodinâmicas, como biodistribuição não-seletiva e toxicidade 

sistêmica, devido às características físico-químicas dos fármacos utilizados na terapêutica do 

GBM. Há ainda evidências na literatura de que o GBM tem se tornado resistente aos 

medicamentos convencionalmente utilizados atualmente (Almeida, 2017; Carter; Medina-

Flores; Lawler, 2018; Louis et al., 2007; Michael et al., 2018; Wen; Kesari, 2008). Em 

decorrência das múltiplas vias de progressão do GBM, sua característica invasiva e a 

resistência adquirida pelas células tumorais aos quimioterápicos, evidenciou-se na última 

década, que mesmo com a combinação das três modalidades terapêuticas, poucos êxitos foram 

obtidos em relação à taxa de sobrevida dos pacientes, que é de 14 meses em média (Almeida, 

2017; Chistiakov; Chekhonin, 2012; Ignarro, 2016; Michael et al., 2018) sendo que apenas 

20% dos pacientes apresenta sobrevida maior que 1 ano (Marra; Preto; Paulo, 2016).   

O fármaco de primeira escolha no tratamento do GBM é a temozolomida (TMZ), um 

pró-fármaco triazeno da classe dos agentes alquilantes (Spatti, 2016) que em pH fisiológico 

(pH 7,4) sofre ataques nucleofílicos por moléculas de água, resultando na perda de uma 

molécula de dióxido de carbono e formação de duas moléculas, uma inativa e outra altamente 

reativa, o cátion metildiazônio, o principal responsável pela alquilação do DNA, que exibe 

atividade antitumoral (Fan, C. H. et al., 2013). A curta meia-vida da TMZ – cerca de 1,8 horas 

- e a inevitável predisposição das células tumorais a tornarem-se mais resistentes, torna 

necessário a administração de elevadas doses desse fármaco, resultando em elevada 

toxicidade. A administração da TMZ, quer seja pela via oral ou endovenosa, desencadeia 

diversos efeitos adversos decorrentes da toxicidade sistêmica, sendo os mais comumente 
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relatados a cefaleia, tontura, náusea e vômito, prisão de ventre, anemia, leucopenia, 

neutropenia e trombocitopenia. Esse contexto destaca a gravidade do problema e a 

necessidade iminente pela busca de novas alternativas terapêuticas, como fármacos mais 

eficazes e menos tóxicos, que reduzam as sequelas neurológicas do GBM e os efeitos 

colaterais dos fármacos (Diez et al., 2010).  

Outro importante fator-chave para obter sucesso terapêutico no tratamento do GBM 

é o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na agressiva progressão tumoral e 

resistência aos tratamentos convencionais. Um destes mecanismos que vem sendo 

extensivamente discutido pela comunidade científica na última década é a amplificação do 

receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR), pertencente à família HER de receptores 

(Eller et al., 2005). Sua ligação com fator de crescimento epidérmico promove uma cascata 

de transdução de sinais intracelular, resultando na proliferação, na sobrevivência e na 

produção de fatores pró-angiogênicos. Neste sentido, a inibição da ativação dos EGFR 

apresenta-se como uma estratégia promissora na terapêutica anti-GMB (Loew et al., 2012; 

Zalba et al., 2016). O cetuximabe (CTX) é um anticorpo monoclonal recombinante 

humanizado (MAb), que se liga com alta afinidade aos EGFR, impedindo a estimulação por 

fatores solúveis que resulta em inibição da proliferação celular, redução da angiogênese, 

invasividade e metástase (Harding; Burtness, 2005). A ampliação do conhecimento e 

entendimento do comportamento molecular do GBM sugere que a utilização de um agente 

terapêutico capaz de interferir em apenas uma via de sinalização não é mais capaz de 

proporcionar avanços significativos na terapia desta neoplasia. Diante do comportamento 

agressivo e altamente adaptativo das células tumorais, está cada vez mais evidente a 

necessidade de abordar múltiplos alvos terapêuticos, que demonstrem proporcionar um 

melhor prognóstico no tratamento do GBM (E. Taylor; B. Furnari; K. Cavenee, 2012a; Veliz 

et al., 2015).  

Assim, a busca de novas estratégias capazes de promover concentrações adequadas 

destes agentes no seu tecido alvo, evitando procedimentos invasivos e de alto risco ao 

paciente, constitui uma linha de pesquisa bastante interessante que poderá melhorar a 

qualidade de vida do paciente bem como a qualidade do tratamento como um todo. A 

possibilidade de intervir em diferentes vias de sinalização simultaneamente, aumentando a 

eficácia do tratamento, constitui a base racional para a combinação de CTX com outro agente 

terapêutico, como a TMZ (Eller et al., 2005; Kutty et al., 2015a; Mamot et al., 2012). Embora 

a literatura evidencie que seu uso sistêmico tenha demonstrado efeito em modelos 
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xenográficos de GBM (Eller et al., 2002; Martens et al., 2008), assim como os outros 

anticorpos monoclonais, CTX apresenta um alto peso molecular (152 kDa) e a dificuldade de 

transpor a BHE, o que torna seu uso limitado nesta terapia.  

Do ponto de vista farmacêutico, diferentes abordagens podem ser adotadas para 

contornar as limitações clínicas referentes aos quimioterápicos atualmente disponíveis. Nesse 

sentido, os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN), a segunda geração das partículas 

lipídicas sólidas, compostos por lipídeos sólidos, lipídeos líquidos e tensoativos, vêm 

demonstrando seu potencial na última década, com resultados promissores no tratamento de 

cânceres do SNC, como o GBM (Tapeinos; Battaglini; Ciofani, 2017; Zhang, Jicai et al., 

2018), através de formulações para administração intranasal (Bruinsmann et al., 2019; 

Gadhave et al., 2019; Sabir; Ismail; Csoka, ; Shinde; Devarajan, 2017), melhorando as 

propriedades biofarmacêuticas de fármacos com baixa solubilidade ou que não cruzam a BHE 

em extensão apreciável, como a TMZ. Os CLN são também capazes de diminuir os efeitos de 

toxicidade sistêmica além de promover biodistribuição mais restrita ao tecido tumoral, devido 

ao seu tamanho em escala nanométrica bem como de modificações em suas propriedades 

tecnológicas, como a funcionalização com anticorpos monoclonais em sua superfície, que os 

torna capazes de direcionar de forma mais eficiente a entrega de fármacos e aumentar sua 

internalização celular em determinadas células de GBM, nas quais determinados receptores 

encontram-se superexpressos (Chu et al., 2018a; Lo, 2010; Mortensen et al., 2013; Sousa et 

al., 2019). 

A administração de fármacos pela via intranasal representa uma alternativa 

promissora para contornar as limitações dos tratamentos convencionais administrados por via 

oral e/ou endovenosa, pois é uma via não invasiva e bastante eficiente, uma vez que a cavidade 

nasal apresenta uma mucosa altamente vascularizada, favorável à rápida absorção e 

permeabilidade de fármacos de baixo peso molecular e de produtos biofarmacêuticos 

(Amorim, 2014; Costantino et al., 2007; Gänger; Schindowski, 2018). Além disso, a via nasal 

pode ainda permitir o acesso ao cérebro, através da região olfatória, evitando o metabolismo 

pré-sistêmico e a passagem pela barreira hematoencefálica (BHE) (Amorim, 2014; 

Heinemann, 2011; Tong-Un, 2010; Ugwoke et al., 2005).  

Embora esta via de administração seja promissora, existem alguns fatores capazes de 

limitar a absorção de fármacos como a depuração mucociliar, que pode remover a formulação 

da cavidade nasal, a atividade enzimática e a baixa permeabilidade deste epitélio, o que irá 

dificultar o transporte do fármaco para SNC (Costantino et al., 2007). Como alternativa para 
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superar as principais limitações da via intranasal, destaca-se o uso de sistemas mucoadesivos 

de gelificação in situ para administração intranasal, como hidrogéis termo-responsivos 

mucoadesivos (HTRM). Sistemas de gelificação in situ podem ser facilmente obtidos através 

do uso de polímeros termo-responsivos, como os copolímeros tribloco (poloxameros), 

associados a um agente mucoadesivo, como a quitosana. O emprego de matérias-primas com 

características tecnológicas apropriadas, como o poloxamer e a quitosana, é imprescindível 

para atingir o efeito biológico desejado, uma vez que é necessário assegurar que a formulação 

seja capaz de permanecer em contato com a mucosa nasal por mais tempo, evitando a 

depuração mucociliar, além de uma administração rápida e fácil, pois se trata de uma 

formulação líquida capaz de gelificar em contato com a mucosa nasal. Em estudos recentes, 

HTRM vêm se destacando como excelentes plataformas para incorporação de fármacos 

encapsulados em CLNs, melhorando as propriedades biofarmacêuticas de agentes anti-GBM, 

como a TMZ, além da possibilidade de se utilizar agentes funcionalizantes em suas superfícies 

sem interferir negativamente em seu desempenho biológico (Basso et al., 2018; Bhattacharya; 

Prajapati, 2016; Chu et al., 2018a; Haider et al., 2020a; Khan et al., 2018; Sabir; Ismail; 

Csoka, ). 

A proposta desta tese é desenvolver um sistema terapêutico inovador para o 

tratamento do GBM, baseado na administração intranasal combinada de uma terapia anti-

EGFR e de um agente quimioterápico. A hipótese é que a associação entre nanopartículas 

lipídicas funcionalizadas com CTX — para vetorização ativa ao receptor EGFR superexpresso 

em células de GBM — encapsulando TMZ e veiculadas utilizando um hidrogel termo-

responsivo mucoadesivo permitirá não apenas a entrega localizada e seletiva ao cérebro, mas 

também a superação das barreiras anatômicas, como a BHE. Acredita-se que essa estratégia 

sinérgica de vetorização molecular e entrega do nariz para o cérebro proporcionará maior 

biodisponibilidade cerebral, penetração tumoral e eficácia antineoplásica com redução da 

toxicidade sistêmica como resultado de uma biodistribuição mais seletiva. 
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6. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho evidenciam o sucesso na concepção, 

desenvolvimento e caracterização de um sistema nanotecnológico promissor para a liberação 

direcionada de TMZ com foco no tratamento do GBM. A partir de matérias-primas 

previamente definidas, foi possível obter CLN contendo TMZ de forma eficiente, e, por meio 

de um protocolo de funcionalização inédito, estabelecer uma ligação tioéter entre o CTX  e os 

CLN, como proposto inicialmente. 

As análises físico-químicas demonstraram que o sistema obtido apresenta morfologia 

regular, tamanho de partícula e potencial zeta uniformes, além de estabilidade térmica 

adequada, características indispensáveis para sua viabilidade farmacotécnica. A eficiência de 

encapsulação da TMZ foi satisfatória, assim como a eficiência de funcionalização com CTX, 

validando a robustez do método empregado. Importante ressaltar que, conforme demonstrado 

por SDS-PAGE, a funcionalização não comprometeu a estrutura primária do CTX, sugerindo 

a manutenção de sua atividade biológica. 

Os perfis de liberação sustentada observados para CLN-TMZ e CTX-CLN-TMZ 

confirmam a capacidade do sistema em prolongar a liberação da TMZ, com taxas 

significativamente menores em comparação à forma livre do fármaco. Notavelmente, a 

presença de CTX alterou o perfil de liberação, possivelmente em função de uma maior 

organização cristalina na matriz lipídica funcionalizada, conforme apontado pelas análises 

térmicas. 

A associação dos CLN com um hidrogel termo-responsivo mucoadesivo resultou em 

formulações com comportamento reológico adequado, Tsol-gel compatível com a temperatura 

fisiológica e excelente citocompatibilidade para administração intranasal. O CLN-HTRM 

destacou-se por sua alta taxa de permeação e relevante interação com mucina, aspectos críticos 

para a eficácia da via nasal. Os estudos de toxicidade aguda em modelo HET-CAM, por sua 

vez, indicaram que as formulações desenvolvidas não apresentam toxicidade aguda, sugerindo 

desejável perfil de segurança. 

Por fim, o achado mais promissor diz respeito à biodistribuição seletiva da 

formulação CLN-HTRM para o cérebro, com mínima distribuição para órgãos não-alvo, 

confirmando o potencial da abordagem intranasal como via alternativa não invasiva para o 

tratamento de GBM. 

Em síntese, este trabalho representa um avanço significativo na busca por sistemas 

de liberação inovadores e menos invasivos para o tratamento de tumores cerebrais agressivos, 



  

 

86 

 

como o GBM. Apesar dos resultados encorajadores, novas etapas são necessárias, incluindo 

estudos mais aprofundados de eficácia terapêutica in vivo, avaliação imunológica e estudos de 

farmacocinética e farmacodinâmica, para que a formulação possa evoluir em direção à 

translacionalidade clínica. Assim, esta tese não apenas valida um conceito inovador, mas 

também abre caminho para investigações futuras com alto potencial terapêutico.  
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