@ UAlg

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Departamento de Quimica e Farmacia

Nanomedicina: Aplicacao de nanossistemas na

terapéutica do melanoma

Andreia Sousa Labaredas

Dissertacao para obtencao do grau de Mestre em

Ciéncias Farmaceéuticas

Trabalho efetuado sob a orientacao da Professora Doutora Ana Grenha

2017



@ UAlg

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Departamento de Quimica e Farmdacia

Nanomedicina: Aplicacao de nanossistemas na

terapéutica do melanoma

Andreia Sousa Labaredas

Dissertacao para obtencao do grau de Mestre em

Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho efetuado sob a orientacao da Professora Doutora Ana Grenha

2017



Nanomedicina: Aplicagao de nanossistemas na terapéutica do melanoma

Nanomedicina: Aplicagao de nanossistemas na terapéutica

do melanoma

Declaragao de autoria de trabalho

Declaro ser a autora deste trabalho, que é original e inédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no texto e constam da listagem de referéncias

incluida.

© 2017 Andreia Sousa Labaredas

A Universidade do Algarve tem o direito, perpétuo e sem limites geograficos, de
arquivar e publicitar este trabalho, através de exemplares impressos reproduzidos em papel
ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, de
o divulgar através de repositérios cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo com
objetos educacionais ou de investigacao, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor

e editor.



Nanomedicina: Aplicagao de nanossistemas na terapéutica do melanoma

Agradecimentos

A realizagdo deste mestrado assim como a respetiva dissertagao nao teria sido possivel
sem a ajuda de todas as pessoas que me apoiaram em mais uma etapa da minha vida
académica.

Em primeiro lugar, quero deixar um especial agradecimento a minha orientadora,
Professora Doutora Ana Grenha, agradeco o rigor cientifico com que me orientou,
disponibilidade, apoio e recomendagdes essenciais para a elaboragao deste trabalho.
Obrigada por ser a responsavel pelo meu interesse na Nanotecnologia Farmacéutica.

A Professora Doutora Isabel Ramalhinho, pela amizade sentida que dedica aos seus
alunos e pelo entusiasmo na profissao farmacéutica.

Obrigada a todos os professores, em especial a Professora Doutora Maria de Lurdes
Cristiano, que contribuiram para a nossa formacao tanto a nivel académico como pessoal.

A todos os que acreditaram sempre em mim e me tornaram uma pessoa mais forte. A
todos os meus amigos, que longe ou perto sempre me deram o seu apoio e acreditaram que
chegaria mais longe e que atingiria os patamares a que sempre me propus alcancar.

Agradeco ainda a minha segunda familia do Algarve, pelas gargalhadas e lagrimas
partilhadas nos bons e maus momentos, e por todo o acompanhamento que fazem de mim a
pessoa que sou hoje. Em especial, a Inés, Jéssica e Maria, pela paciéncia e consolo nas horas
dificeis, estiveram presentes em momentos cruciais. Ao André, por me fazer acreditar que eu
tenho tempo para descobrir o meu rumo. A Bota, Carri, Patricia e Pinho, pelo sofa e por todo
o convivio e histdrias partilhadas ao longo destes anos. As minhas afilhadas, Filipa e Mariana,
pela amizade que nos une, por todos os momentos e por estarem sempre presentes quando
precisei. A Bia, Erica e Sim3o por todos os bons momentos de convivio que me ajudaram a
ultrapassar os momentos mais dificeis destes anos.

A minha familia e em particular a minha irma, por me apoiar incondicionalmente em
todos os aspetos da minha vida e inesgotdvel paciéncia. Nao ha palavras que descrevam a
gratidao que tenho pelo vosso apoio, incentivo e motivagao durante este percurso. Obrigada
por toda a forca que sempre me transmitiram, impulsionando-me sempre a alcangar os meus
sonhos.

A todos os que, de alguma forma, contribuiram para a realizacdo deste trabalho, o meu
mais sincero agradecimento.



Nanomedicina: Aplicagao de nanossistemas na terapéutica do melanoma

Resumo

O cancro da pele é a forma mais comum de malignidade, principalmente na populacdao
caucasiana. A sua incidéncia tem vindo a aumentar a nivel global de forma progressiva e
preocupante ao longo das Ultimas quatro décadas. Os principais tipos de cancro da pele sdo o
melanoma, o carcinoma basocelular e o carcinoma de células escamosas.

O melanoma em fase inicial, ndo metastizado, pode ser removido através de intervencao
cirargica. Porém, em estadio avancado e em fase metastatica, é frequentemente irremovivel
ou reaparece apos excisao, anunciando um mau progndstico. Desta forma, a sua cura requer
a utilizacdo de terapias que incluem a terapéutica anticancerigena, radioterapia, terapia alvo
e imunoterapia. No entanto, verifica-se que os resultados destas abordagens sao
frequentemente insatisfatorios.

Desta forma, tém-se procurado alternativas e a nanomedicina tem-se revelado uma
area promissora, na medida em que a aplicacdo da nanotecnologia no tratamento do
melanoma tem aumentado a eficicia experimental das terapéuticas. Este efeito positivo
ocorre através da concentracdo de agentes anticancerigenos no local do tumor, bem como
por melhoria dos seus perfis de seguranca e redugao dos efeitos secundarios. Para além disso,
tem sido amplamente estudada para melhorar o diagndstico e tratamento da doencga. Muitos
sistemas nanométricos sdo estudados para o tratamento do melanoma, incluindo os que tém
composicao baseada em polimeros e em lipidos.

Esta monografia explora a aplicacdo da nanotecnologia no tratamento do melanoma, os
diferentes nanossistemas existentes e que sdao mais utilizados, as suas potenciais vantagens,
abordando também a influéncia na terapia anticancerigena, imunoterapia e na terapia alvo.
Para além disso, serdao explorados os beneficios da administragao simultanea de multiplos
farmacos através de nanossistemas, bem como do desenvolvimento de nanossistemas
seletivamente vetorizados para o microambiente tumoral com ligandos/anticorpos para
antigénios tumorais especificos, ou sensiveis a estimulos desse microambiente, de forma a

aumentar a especificidade para o melanoma.

Palavras-chave: Imunoterapia, melanoma, nanomedicina, terapéutica anticancerigena,

terapia alvo.



Nanomedicina: Aplicagao de nanossistemas na terapéutica do melanoma

Abstract

Skin cancer is the most common form of malignancy, principally in caucasians. Its
incidence has been progressively and worryingly increasing globally in the last four decades.
The main types of skin cancer are melanoma, basal cell carcinoma and squamous cell
carcinoma.

Early-stage, non-metastatic melanoma can be removed through surgical intervention.
However, in advanced stage and in the metastatic phase, it is often irremovable or reappears
after excision, announcing a poor prognosis. Thus, its cure requires the use of therapies that
include chemotherapy, radiotherapy, target therapy and immunotherapy. However, the
outcomes of all these approaches are often unsatisfactory.

In this way, alternatives have been searched and nanomedicine has been shown a
promising area, as the application of nanotechnology in the treatment of melanoma has
increased the experimental effectiveness of therapeutics. This positive effect occurs through
the concentration of anticancer agents at the tumor site, as well as by improving their safety
profiles and reducing side effects. In addition, it has been extensively studied to improve the
diagnosis and treatment of the disease. Many nanometric systems are studied for the
treatment of melanoma, including those having polymer and lipid-based composition.

This monograph explores the application of nanotechnology in the treatment of
melanoma, the different nanosystems that are most widely used, their potential advantages,
as well as the influence on anticancer therapy, immunotherapy and target therapy. In
addition, will be explored the benefits of simultaneous administration of multiple drugs and
of selectively vectored nanosystems for the tumor-specific microenvironment with
ligands/antibodies to precise tumor antigens or stimulus-sensitive to that microenvironment,

in order to increase specificity for melanoma.

Keywords: Anticancer therapy, chemotherapy, immunotherapy, melanoma,

nanomedicine, target therapy.
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1. Introducao

O transporte de fdrmacos através da utilizacdo de nanossistemas para aplicagdes
terapéuticas tem sido amplamente estudado, em particular no contexto da terapia do cancro
(1).

O melanoma maligno ou cutaneo é uma neoplasia com origem nos melandcitos que se
manifesta principalmente ao nivel da pele, podendo contudo surgir também noutros tecidos.
Representa uma pequena propor¢ao dos casos de cancro da pele, sendo no entanto o mais
letal na sua forma metastatica (2-6).

Nos ultimos anos, o constante incremento registado nas taxas de incidéncia e de
mortalidade tem resultado numa crescente preocupacdo acerca desta temadtica (7). O
melanoma em fase inicial pode ser removido através de intervencdo cirdrgica, com uma taxa
de sucesso de 97-99,8%. Porém, em estadio avancado — fase metastatica — é frequentemente
irremovivel ou reaparece apds excisdao, anunciando um mau prognéstico, com uma sobrevida
média inferior a 1 ano e uma sobrevida de 5 anos abaixo dos 20% (8).

Desta forma, a sua cura requer a utilizacdo de diversas abordagens terapéuticas que
incluem a terapéutica anticancerigena, radioterapia, terapia alvo e imunoterapia. No entanto,
os resultados destas abordagens sdo frequentemente insatisfatorios. Os avancos no
tratamento do melanoma metastatico baseiam-se na compreensao das suas mutagdes
oncogénicas e das propriedades imunobioldgicas (3). Por um lado, verificou-se que a aplicacao
da terapia alvo contra o gene mais frequentemente mutado no melanoma, BRAF, demonstrou
aumentar significativamente a taxa de resposta, em mais de 80%. No entanto, quase todos os
doentes desenvolvem resisténcia aos farmacos utilizados e apresentam recidiva 6 meses apds
o tratamento (3,9-11). Paralelamente, a taxa de resposta para a maioria dos farmacos
anticancerigenos mais utilizados e aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) é cerca
de 5-10%, que inclui a administracdo de dacarbazina (DTIC), cisplatina, temozolomida,
vinblastina e paclitaxel (PTX) (5,12).

Os extensos avang¢os na imunologia e a compreensdo da resposta imune levaram a uma
alteracdo no dogma predominante e, atualmente, o melanoma é considerado ndo sé uma
doenca genética, mas também um transtorno imunoldgico (5). Assim, a aplicacdo de
imunoterapia também tem sido promissora, porém apenas um reduzido nimero de doentes

apresenta uma resposta a esta terapéutica (12).
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Apesar dos progressos consideraveis no tratamento clinico, os métodos de tratamento
atuais para o melanoma apresentam a eficdcia e os perfis de toxicidade como principais
limitagdes. Consequentemente, o desenvolvimento de tratamentos especificos é essencial
para melhorar a sobrevivéncia ao melanoma (7,8). O sucesso limitado do tratamento
convencional realca a importancia da compreensao do papel do microambiente tumoral do
melanoma, no desenvolvimento do tumor e na resisténcia a farmacos. A nanomedicina tem-
se revelado uma estratégia promissora na otimizacao da biodisponibilidade dos farmacos e da
sua seletividade para as células tumorais e/ou ambiente tumoral, contribuindo para a
melhoria dos perfis de eficacia e seguranca das terapéuticas instituidas na vertente
oncoldgica, em geral, e no melanoma, em particular (5,7).

Assim, esta monografia tem como principal objetivo abordar os diversos nanossistemas
usados na terapéutica do melanoma, salientando as suas carateristicas, as suas vantagens e
desvantagens, bem como analisar os resultados obtidos através da sua aplicacdo experimental

como transportadores de fdrmacos anticancerigenos.
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2. Metodologia

Pretende-se com esta dissertacio de mestrado a elaboracdo de uma revisdo
bibliografica que esclarega quais as aplicagdes da nanomedicina na terapéutica do melanoma,
fornecendo informacdo atualizada e resumida de modo a encontrar resposta ao objetivo
colocado. Por fim, sugere-se também apontar, com base nos artigos consultados, aqueles que
poderdo ser os caminhos futuros desta terapéutica.

A metodologia utilizada consistiu numa revisao sistematica de diversas fontes
bibliograficas. Desta forma, para uma pesquisa de caracter mais geral e recolha de definicdes
e conceitos chave foram utilizados alguns livros, entre eles Nanoscience in Dermatology,
Nanobiomaterials in Galenic Formulations and Cosmetics e Melanoma 2013. Por outro lado,
foi realizada uma pesquisa de artigos cientificos, presentes em revistas nas areas de
Dermatologia e Oncologia, em varias bases de dados, nomeadamente, PubMed, Web of
Knowledge, B-On, entre outras. Apds a selecdo dos artigos a informacdao dos mesmos foi
posteriormente cruzada de forma a aumentar a exatidao das conclusdes retiradas. Os termos
de pesquisa utilizados foram: melanoma, nanomedicina, nanotecnologia e nanossistemas.
Além disso foram consultadas paginas web de organizagdes relevantes no que diz respeito ao
tema em causa, como a FDA, a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA), a World Health
Organization e a American Cancer Society, com vista a completar a informacdo com dados de
particular relevo.

Por fim, a estrutura das referéncias bibliograficas foi realizada com recurso ao programa

Mendeley.
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3. Melanoma

Entre os cancros da pele, o melanoma metastatico representa a forma mais mortal,
caraterizada por uma alta resisténcia aos farmacos (1). O melanoma maligno ou cutaneo é
uma neoplasia com origem nos melandcitos que se manifesta principalmente ao nivel da pele,
podendo surgir também noutros tecidos derivados da ectoderme, nomeadamente nas

mucosas da cavidade oral, conjuntiva e genital (2,6).

3.1. Epidemiologia e etiologia

A incidéncia de melanoma tem vindo a aumentar nos ultimos 40 anos. Segundo a
American Cancer Society, em 2017, serdo diagnosticados, nos Estados Unidos cerca de 87 110
novos casos de melanoma (cerca de 52 170 em homens e 34 940 em mulheres) e estima-se
gue 9 730 pessoas possam morrer da doenca (cerca de 6 380 homens e 3 350 mulheres) (6).

Na Europa, a taxa de incidéncia é < 10-25 novos casos de melanoma por 100 000
habitantes (13). Em Portugal, os dados mais recentes do Registo Oncoldgico Nacional (RON)
relativos a 2010, publicados em 2016, revelam que a taxa de incidéncia do melanoma maligno
da pele, é de 8,6/100 000 habitantes nos homens e de 9,1 nas mulheres, com maior
prevaléncia a partir da sexta década de vida. Para além disso, registaram-se 938 novos casos
de melanoma maligno da pele no ano de 2010 em Portugal (14).

A Australia é a regido do mundo onde se registam as maiores taxas de incidéncia do
melanoma, com cerca de 50-60 novos casos por 100 000 habitantes (2,13).

O melanoma afeta sobretudo as popula¢des de pele clara, de origem caucasiana, ao
contrdrio das popula¢des de pele escura, de origem africana e asiatica, onde a incidéncia
continua a ser muito baixa (2). A doenca tem, assim, incidéncia varidvel, segundo as
carateristicas fenotipicas, o tipo de exposicdo solar e a localizacdo geografica (15).

Embora as causas exatas para o aparecimento do melanoma ainda ndo sejam
totalmente conhecidas, tém havido nos Ultimos anos progressos notaveis na compreensdo da
etiopatogenia desta neoplasia maligna. O reconhecimento da existéncia de fatores de risco
para o desenvolvimento do melanoma tem enorme importéancia em termos de saude publica.
A identificacdo de individuos portadores de fatores de risco é importante para a prevencao,
qguer através da sua vigilancia clinica regular, quer através do aconselhamento,

nomeadamente em relacdo a fotoprotecdo e aos sinais de alarme de uma lesdo cutanea
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suspeita. Os fatores de risco podem ser classificados em trés categorias: ambientais, genéticos

e fenotipicos (2).

1 - Fatores ambientais

A principal causa para o aumento da incidéncia do melanoma esta relacionada com a
exposicdo excessiva a radiagdo ultravioleta (UV), nomeadamente de forma intermitente
aguda, associada a queimaduras solares (2,13,16).

Embora cerca de 80% dos melanomas surjam em areas expostas, a relacdo entre a
exposicdo solar e o aparecimento deste cancro ndo é linear. O melanoma é uma neoplasia
multifatorial existindo uma comprovada interacao entre fatores genéticos predisponentes e a
exposicdo a radiacdo UV (2).

Alguns autores consideram que as diferencas na epidemiologia do melanoma podem
ser devidas ao fendmeno da apoptose. Apds a exposicao solar intensa, os queratindcitos com
maiores danos no acido desoxirribonucleico (ADN) sofrem apoptose, ou morte celular
programada, enquanto nos restantes se verifica uma repara¢ao quase integral do ADN. Pelo
contrdrio, os melandcitos, que tém o genoma protegido pela melanina, sdo mais resistentes a
apoptose, podendo sobreviver com algumas mutagdes no ADN e originar mais tarde um clone

celular atipico (2).

2 - Fatores genéticos

Existem varios tipos de mutacdes genéticas e polimorfismos que podem predispor para
o desenvolvimento do melanoma (2). Os desenvolvimentos no sequenciamento do genoma
completo permitiram identificar uma série de alteracdes genéticas no melanoma que foram
identificadas como envolvidas na via da proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK) e na
via fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/AKT (3,16—19). Associam-se quatro genes com maior
suscetibilidade para a doenca, o inibidor de cinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A),
também conhecido por p16, o ARF ou p14, a cinase dependente de ciclina 4 (CDK4) e por fim,
o recetor de melanocortina 1 (MC1R) (2,13,16). Além disso, a existéncia de polimorfismo no
gene da tirosinase e respetiva proteina (TYRP1), estd também associada a um aumento

significativo do risco de melanoma (2).
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Os fatores genéticos afetam a incidéncia da doenga, estimando-se que existe histdria
familiar em cerca de 5-12% da populagao com melanoma maligno (16). O melanoma familiar
estd associado em cerca de 25% dos casos a uma mutacdo no locus do gene CDKN2A, que
codifica as proteinas p16 e p14 que intervém na regulagao da progressao do ciclo celular (2).
O MCI1R é um recetor transmembranar expresso nos melandcitos, que regula a producdo de
melanina apds irradiagdo UV ou estimulagdao hormonal (16). Nos casos de polimorfismo de
MCR1 o risco de desenvolvimento de melanomas com mutagdes BRAF é 17 vezes maior do

que quando essas variantes ndo estdo presentes (2).

3- Fatores fenotipicos

Os fatores fenotipicos sdo um indicador da interacdo genético-ambiental,
representando a face visivel da exposicdo ambiental a radiacdo UV, em individuos
geneticamente suscetiveis. Os sinais fenotipicos de maior risco em relagdo a melanoma
esporadico sdo, os nevos melanociticos vulgares, os nevos melanociticos atipicos, efélides
(sardas) e lentigos solares (2). Os nevos ou sinais sao proliferagcdes benignas de melandcitos
gue inicialmente proliferaram e que posteriormente pararam de crescer (18).

Virios estudos tém referido de forma consistente a associacdo entre um elevado
numero de sinais melanociticos adquiridos e o risco de melanoma, sobretudo quando esse
numero é superior a 50. Os nevos melanociticos adquiridos sdo um indicador da exposicao aos
UV e podem eventualmente ser precursores do melanoma. Todavia, o risco de um nevo vulgar
se transformar em melanoma é extremamente reduzido (2).

Os sinais melanociticos atipicos foram inicialmente descritos no contexto de sindromas
associadas ao melanoma familiar, onde o risco de desenvolvimento de melanoma é cerca de
500 vezes superior ao da populagdo geral. No entanto, os nevos melanociticos clinicamente
atipicos sdo muitas vezes encontrados de forma esporddica em individuos aparentemente
normais. Nestes casos, o risco de melanoma é relativamente elevado, podendo ser cerca de
32 vezes superior ao normal quando coexistem mais de 10 sinais atipicos. Os nevos
melanociticos atipicos sdo um importante marcador de risco em relacdo ao melanoma
esporadico, justificando-se a sua vigilancia regular, nomeadamente através da dermatoscopia

digital computorizada (2).
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3.2. Diagnéstico e classificagao clinica

O objetivo do diagndstico médico consiste em identificar o melanoma maligno no seu
estadio inicial de desenvolvimento, quando este é realmente curavel. O melanoma maligno
pode surgir “de novo”, numa pele s3, ou sobre uma lesdo pré-existente. Algumas
caracteristicas tipicas do melanoma maligno sdo a lesdao assimétrica, com bordos irregulares,
diferentes tonalidades de cor, didmetro superior a 6 mm, ocorréncia de alteracdo das
caracteristicas de uma lesdao, assim como ocorrer hemorragia da mesma ou estar associada a
prurido (16,20). Existe a regra “ABCD”, que resume estas caracteristicas, e que é uma ajuda
clinica importante no diagndstico — Assimetria; Bordos irregulares; Variagdo na coloragao
(heterogeneidade da cor); Diametro (> 6 mm, com crescimento rapido) (13,16,20,21).

A classificacdo da World Health Organization distingue quatro variantes principais de
melanoma (22):

- Melanoma maligno de crescimento superficial

- Melanoma nodular

- Lentigo maligno melanoma

- Melanoma lentiginoso acral

Estas quatro variantes distinguem-se de acordo com as suas caracteristicas clinicas e
patoldgicas, diferindo também no seu perfil de distribuicdo sobre a pele e nos locais onde
surgem. Assim, o mais comum é o melanoma de crescimento superficial que compode 50% a
60% dos melanomas, seguido pelo melanoma nodular, responsavel por 15% a 30% dos
melanomas. Por outro lado, o lentigo maligno melanoma representa 5% a 10% dos casos e o
melanoma lentiginoso acral tem uma frequéncia de 5% a 10% na raca caucasiana, 30% na 50%
na Asiatica e 60% a 70% na negra, ndo parecendo ter qualquer relagdo com a exposi¢do solar

(13,23,24).

3.3. Tratamento convencional e limitacdes

A abordagem para o tratamento do melanoma mudou drasticamente nos ultimos anos.
Durante décadas, a terapéutica anticancerigena com DTIC e doses elevadas de interleucina
(IL) -2 foram os Unicos agentes aprovados pela FDA para esta doenca, porém ambos sdo

limitados na sua eficacia e aplicacdo. Assim, com o surgimento de agentes que visam ter como
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alvo a via MAPK e a descoberta de agentes imunoldgicos mais efetivos, varios novos farmacos
foram aprovados nos ultimos anos (25).

O objetivo do tratamento convencional inclui o controlo local da doenga e prevencao,
quando possivel, da disseminag¢do a distancia (16). O tratamento de escolha para metastases
cutaneas é a cirurgia, mas as terapias sistémicas devem ser consideradas quando existem
metastases regionais inoperaveis, metdstases a distancia e lesdes numerosas ou extensas nao
passiveis de cirurgia. Os dois principais objetivos da terapia sistémica sdo o prolongamento da
sobrevivéncia e a reduc¢do do tamanho do tumor ou carga, sem sintomas ou uma diminuicdo
nos sintomas (13). Desta forma, o diagndstico precoce e a cirurgia primdria adequada sao
fatores determinantes (16).

Além disso, o melanoma em estadio avancado e em fase metastatica é frequentemente
irremovivel ou reaparece apds excisdo (3,9). Assim, a sua cura requer a utilizacdo de terapias
sistémicas que incluem a terapéutica anticancerigena, radioterapia, terapia alvo e
imunoterapia (3).

Recentemente surgiram novas estratégias terapéuticas, no campo da imunoterapia e da
terapia alvo, para a terapia sistémica. Os agentes inibidores do antigénio 4 associado ao
linfécito T citotdxico (CTLA-4), como o ipilimumab, os anticorpos anti-recetor de morte
programada 1 (PD-1), como o nivolumab e o pembrolizumab, bem como os inibidores
seletivos de BRAF, como vemurafenib e dabrafenib (usados sozinhos e/ou em combinacdo
com inibidores de MEK, como cobimetinib e trametinib), demonstraram impressionante
atividade antitumoral. Estes mecanismos encontram-se representados na Figura 3.1 As
recomendacdes para o tratamento de primeira linha da doenca metastatica ainda estao em
debate. Abordagens razoaveis incluem terapias anti-PD1 e, para melanomas com BRAF

mutado, combinac¢des de inibidores de BRAF com inibidores de MEK (21).
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Figura 3.1 llustracdao esquematica das mutagGes genéticas e alteragdes imunobioldgicas no desenvolvimento do
melanoma. Adaptado de (26).

Terapia alvo

Um dos principais objetivos da pesquisa no ramo do melanoma tem sido identificar alvos
moleculares para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento (3,16—-19).

As vias de sinalizacdo intracelulares desempenham um papel fundamental na
carcinogénese e progressao do cancro, metdstase e resisténcia a fdrmacos. Estas vias sdo
irregularmente ativadas nas células cancerigenas, de forma a promover o cancro. Assim,
alterac¢des nas vias de sinalizacdo podem estar associadas a mutagdes genéticas, a infecdes
virais, a fatores de crescimento/citocinas presentes no sangue, ao microambiente tumoral e
a fatores ambientais, como a obesidade. Deste modo, as vias de sinalizacdo foram associadas
com o progndstico de muitos cancros, incluindo o melanoma, e a inibi¢cdo destas foi estudada
para o tratamento do cancro (3,27).

No melanoma, varias vias de sinalizacdo sdo constitutivamente ativadas. Entre elas, as
vias de sinalizacdo RAS/RAF/MEK/ERK (MAPK) e PI3K/AKT sdo ativadas através de multiplos
mecanismos e parecem desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressao

do melanoma (3,17-19). A desregulacdo da via MAPK ocorre com frequéncia devido a
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mutacgdes nos genes BRAF e RAS ou outros eventos genéticos, promovendo processos chave
regulados pela via MAPK, como a proliferagao celular, invasdao, metdstase, sobrevivéncia e
angiogénese, que estao envolvidos no desenvolvimento do melanoma (12). Como resultado,
a via MAPK evoluiu como um foco de intensa investigacdo para o desenvolvimento de
pequenos inibidores de moléculas como terapéuticas alvo (3). Na via MAPK, as frequéncias de
mutacdo de BRAF, NRAS, KRAS e HRAS sao de 50-70%, 15-30%, 2% e 1%, respetivamente,
sendo a mais comum a Y6%°EBRAF (>90%). A oncoproteina RAS ativa ambas as vias MAPK e
PI3K/AKT. Nesse sentido, pode estimular a atividade de BRAF, que ativa MEK e ERK1/2. E
também ativa PI3K que catalisa PIP2 em PIP3. Por outro lado, PIP3 aumenta a atividade de
AKT via PDK. Tanto AKT como ERK1/2 atuam sobre a via de sinalizacdo mitocondrial da
apoptose e mTORC1. A AKT também aumenta a expressao de VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular), ciclina D1, myc e NF-kB. O ERK1/2 pode também ativar o transdutor de
sinal e ativador da transcricdo 3 (Stat3) e outros fatores transcricionais tais como MNK1/2,
MSK1/2, RSK, PPAR, ELK1 e ETS (Figura 3.2) (3,12,16-19).

Nos melanomas positivos para a mutacdo V6°%EBRAF, esta presente uma forma anormal
de BRAF que contribui para o desenvolvimento do cancro ao permitir a multiplicacdo
descontrolada das células tumorais. Assim, os inibidores de BRAF ao bloquearem a acdo da
proteina BRAF anormal, ajudam a abrandar o crescimento e a disseminac¢do do cancro (28,29).
Por outro lado, a forma anormal da proteina BRAF ativa uma outra proteina chamada MEK,
envolvida na multiplicacdo celular. Desta forma, o mecanismo dos inibidores MEK, consiste
em bloquear diretamente a MEK e em prevenir a sua ativacdo pelo BRAF (30,31).

A identificacdo destas alteracdes genéticas somaticas, que contribuem para a
transformacdo dos melandcitos através da modulacdo da via MAPK, levou ao
desenvolvimento de abordagens de terapia alvo. Estas novas terapias, baseadas na utilizacdo
de multiplos inibidores moleculares seletivos orientados para as principais mutacoes
genéticas na via de sinalizacdo MAPK, incluem os inibidores de BRAF, vemurafenib (2011) e
dabrafenib (2013), juntamente com os inibidores de MEK, trametinib (2013) e cobimetinib
(2015) todos aprovados pela FDA e pela EMA para doentes com melanomas metastaticos,
portadores da mutacdo genética especifica V®°°EBRAF (7,12,13,16,26,28-32).

Contudo, verifica-se com frequéncia o desenvolvimento de resisténcia
adquirida/secundaria a estes tratamentos com inibidores de BRAF, pelo que varios grupos de

investigacdo estdo a tentar determinar quais os mecanismos que levam ao aparecimento de
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resisténcia (32). Os inibidores de MEK complementam a inibicdo da via MAPK, portanto, a
combinagdo de inibidores BRAF e MEK é o padrdao atual no tratamento de doentes com

mutagdes BRAF onde esta estratégia de tratamento é indicada (13).
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Figura 3.2 Vias de sinalizacdo no melanoma. Adaptado de (3).
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Imunoterapia

A resposta imune é essencial no desenvolvimento e tratamento do cancro, pelo que
deficiéncias no sistema imunitdrio estdao associadas a uma maior incidéncia de cancro e
resisténcia a farmacos (3). Assim, a imunoterapia foi desenvolvida para o tratamento do
cancro, que através da estimulacdo ou supressdao do sistema imunitario é utilizada para
melhorar a resposta imune dos doentes com melanoma e aumentar a eliminagao de células
cancerigenas, promovida pelos macréfagos ou linfécitos T citotdxicos, nomeadamente, em
células danificadas por terapia alvo e terapéuticas anticancerigenas. Deste modo, sem a
imunoterapia para eliminar as células cancerigenas danificadas, a eficacia do tratamento nao
seria alcangada, uma vez que estas células danificadas tém a possibilidade de se autorreparar

e tornar-se mais malignas (3,27).
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A forte imunogenicidade do melanoma, assim como a ineficacia da terapéutica
anticancerigena convencional (como a DTIC), estimulam fortemente a investigacao
imunoldgica nesta patologia neoplasica (33).

A ativacao do sistema imunitario para beneficio terapéutico em oncologia, é desde longa
data, um objetivo exaustivamente procurado. A compreensao dos mecanismos imunolégicos
subjacentes, permitiram esclarecer de que forma a tolerancia imunoldgica e a
imunossupressao regulam as resposta imune antitumoral. A conjugacdo da imunoterapia
ativa com o aparecimento de terapéuticas alvo, sugere que esta ultima representa um
caminho para alcangar respostas duradouras no tratamento dos doentes com cancro (34).

Entre as mais promissoras abordagens para a ativacdo do sistema inume e obtencado de
uma resposta antitumoral, esta o bloqueio de alguns pontos reguladores do sistema imune.
Sd3o cruciais para a manutencdo da tolerabilidade imunitdria, porque exercem
imunomodelagdo, permitindo que os processos fisiolégicos da resposta imune nao sejam
exacerbados com consequéncias nefastas para os tecidos restantes, minimizando os efeitos
secunddrios do processo inflamatdério imune. As células tumorais conseguem atuar sobre
esses pontos de controlo imunoldgico, com beneficio a nivel da resisténcia tumoral, sobretudo
através da acdo sobre os linfécitos T. A maioria desses pontos de controlo funciona através de
conjuntos de ligando-recetor e podem ser bloqueados por anticorpos ou modelados por
diferentes formas de ligandos ou recetores (34).

Em contraste com a maioria dos anticorpos atualmente aprovados para o tratamento
do cancro, os anticorpos que blogueiam os pontos de controlo imune ndo atuam diretamente
sobre as células tumorais. Estes agentes atuam sobre os recetores linfocitarios ou sobre os
seus ligandos, a fim de aumentar a atividade antitumoral enddgena (34).

As abordagens recentes para a terapéutica do melanoma metastatico aumentam a
imunidade antitumoral ao inibir os pontos de controlo imunitario, como o CTLA-4 e o PD-1
(34,35). Deste modo, foram aprovados pela EMA e FDA para o tratamento do melanoma
metastdtico ndo ressecavel, os anticorpos anti-PD-1 nivolumab e pembrolizumab, bem como
o ipilimumab que inibe o CTLA-4 (13,33—-36). O ipilimumab é um anticorpo monoclonal
concebido para se ligar a uma proteina denominada CTLA-4 e bloquear a sua atividade. Esta
proteina encontra-se a superficie das células T e inibe a atividade das mesmas. Ao bloquear a
CTLA-4, o ipilimumab conduz a ativacdo e propagacao das células T, as quais se infiltram nos

tumores e eliminam as células cancerigenas (12,33,34,36,37).
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Os anticorpos monoclonais anti-PD-1, nivolumab e pembrolizumab sdo concebidos para
reconhecerem e bloquearem o recetor PD-1, que se encontra em determinadas células T. As
células cancerigenas podem produzir proteinas (PD-L1 e PD-L2) que se ligam a este recetor e
inibem a atividade das células T, impedindo-as de combater o cancro. Os anticorpos anti-PD-
1 ao se ligarem ao recetor, bloqueiam o PD-1 e impedem que as PD-1 e PD-2 inibam a atividade
das células T, aumentando assim a capacidade do sistema imunitario eliminar as células
cancerigenas (33,37-39).

Assim, o bloqueio do CTLA-4 e das moléculas PD-1 expressas por linfdcitos suprimem a
regulacdo negativa da resposta imune e levam a ativagdo continua de linfécitos, permitindo a
morte das células tumorais. Esta imunoestimulacdo nao é especifica e pode levar a toxicidade
imunologicamente mediada (13). Todos os promotores deste tipo de blogqueio tém como
finalidade aumentar a atividade imunitdria antitumoral, de modo a perpetud-la, potenciando
a resposta antitumoral e a sua durabilidade, com a consequente destruicdo tumoral (34).

A compreensdo do papel destas varias interacbes em configuracoes diferentes é
altamente relevante para a sele¢do dos anticorpos e ligandos recombinantes para uso na
clinica (34).

Outro tratamento aprovado para melanomas metastaticos é a imunoterapia com
citocinas, particularmente o interferdao (IFN) -a e a IL-2, porém a sua eficacia ainda é
controversa e a toxicidade elevada (32).

Por ultimo, o Talimogene laherparepvec (Imlygic®) ¢ um medicamento anticancerigeno
aprovado pela EMA e FDA para a sua utilizacdo no tratamento de adultos com melanoma
metastdatico. Trata-se de um medicamento de terapia avancada e utiliza os mecanismos das
células do melanoma para se multiplicar, acabando por sobrecarregar e afetar as células do
melanoma. Além disso, faz com que as células infetadas produzam uma proteina que estimula
o sistema imunitario do doente a reconhecer e destruir as células do melanoma (40,41).

Apesar das respostas serem mais durdveis, apenas uma minoria dos doentes obtém
respostas claras e objetivas em contraste com a terapia alvo, na qual a maioria dos doentes
alcanca uma resposta objetiva. Além disso, as reacOes adversas relacionadas com o bloqueio
tanto de CTLA-4 como de PD-1, limitam a sua aplicacdo clinica (26). A aprovacdo de todas estas
terapéuticas originou uma nova consciéncia acerca da potencial atividade antitumoral do
sistema imunolégico do doente. No entanto, tendo em conta o custo elevado e a toxicidade

destas terapéuticas, é necessdria a identificacdo de potenciais biomarcadores que poderao
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determinar em cada tumor quais 0os pontos de controlo imune ou vias predominantes,

essenciais para melhor orientagdo da decisdao terapéutica (12,34).

Radioterapia

A radioterapia do tumor primario raramente é indicada. No entanto, em doentes onde
a cirurgia levard a desfiguracdo severa, a radioterapia pode ser aplicada com intengao curativa
(13). A radioterapia paliativa deve ser considerada, especialmente para cérebro sintomatico

ou metastases Osseas localizadas e dolorosas (21).

Terapéutica anticancerigena

A terapéutica anticancerigena foi o Unico tratamento sistémico disponivel, antes do
desenvolvimento da terapia alvo e da imunoterapia. Nas ultimas décadas tém sido testadas
terapias anticancerigenas, sem aumento significativo nas taxas de sobrevida global de doentes
com melanoma metastatico (13,32).

Atualmente, a terapéutica anticancerigena pode ser considerada como segunda e
terceira linha em doentes com resisténcia a imunoterapia e terapia alvo. Pode ainda ter um
papel a desempenhar como tratamento de primeira linha nos paises onde os novos farmacos
nao estdo disponiveis. Esta terapéutica pode levar a regressao do tumor e a reducao dos
sintomas associados (13,21).

Segundo a American Cancer Society varios farmacos podem ser usados para tratar o
melanoma, entre eles, a DTIC, temozolomida, nab-paclitaxel, PTX, cisplatina, carboplatina e
vinblastina (42). Porém, a DTIC é o unico farmaco citotéxico aprovado pela FDA para o
tratamento de doentes com melanoma maligno metastatico, embora as taxas de resposta a
DTIC como tratamento Unico ndo excedam os 12% (13,32,43).

Aresisténcia a apoptose é considerada uma das principais causas de resisténcia a terapia
anticancerigena em doentes com melanoma (32). Por outro lado, os agentes anticancerigenos,
devido a limitada seletividade, atuam tanto nas células malignas como nas sas, em divisao.
Esta abordagem terapéutica inespecifica traduz-se por uma toxicidade elevada destes
farmacos, o que limita a dosagem que pode ser administrada com seguranca. Desta forma,
existe uma necessidade urgente em desenvolver novas estratégias terapéuticas que permitam
dirigir especificamente o farmaco para o tumor, melhorando ndo sé a sua eficdcia como
também os préprios perfis de seguranca (3,27,44,45).
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Atualmente podem ser reconhecidos alguns principios gerais para o tratamento da
doenga metastatica sistémica:

- Teste da mutacdo do tecido tumoral (pelo menos BRAF, NRAS) é um pré-requisito para
as decisGes de tratamento (13,21).

- O bloqueio do PD-1, seja em monoterapia ou em combinacdo com o bloqueio de CTLA-
4, deve ser considerado como uma boa opg¢ao para o tratamento de primeira linha para todos
os doentes com melanoma metastdtico ndo ressecdvel, independentemente da
presenga/auséncia de BRAF mutado (13,21).

- Quando os inibidores de BRAF sdo considerados para doentes com BRAF mutado,
devem ser administrados em combinagdo com inibidores de MEK (13,21).

-A terapéutica anticancerigena pode ser considerada em doentes com resisténcia a
inibidores de cinases e bloqueio de ponto de controlo (13,21).

Décadas de investigacao translacional estdo agora a culminar em grandes avangos com
traducdo clinica. Apesar do elevado custo associado e da dificuldade de utilizacdo, incluindo a
gestdo dos efeitos secundarios, espera-se que a aquisi¢cao de experiéncia clinica e a eventual
descida dos custos, gerada pela intensa competicdo em desenvolvimento farmacéutico nesta
area, conduzam a uma implementacao clinica generalizada das opc¢Ges terapéuticas para o

melanoma metastatico (33).
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4. Nanomedicina

De acordo com a National Nanotechnology Initiative (NNI), a nanotecnologia
compreende a ciéncia, engenharia, tecnologia e o desenvolvimento de dispositivos de
transporte ou sistemas dimensionados na escala de 1 a 100 nm (embora alguns autores
estendam este limite até 1000 nm). Essas carateristicas, juntamente com a sua elevada
relacdo superficie-volume e a possibilidade de modificacdo das suas propriedades,
aumentaram o interesse na sua aplicacdo na area biomédica, com potenciais aplicacdes em
imagiologia, diagndstico e terapéutica (46,47).

Assim, as nanoparticulas podem atuar como plataformas multimodais, que abrangem
varias propriedades clinicamente relevantes para o tratamento do cancro. Neste contexto, as
nanoparticulas podem ser consideradas agentes terandsticos funcionando simultaneamente
como dispositivos terapéuticos e de diagndstico (por exemplo em imagiologia), que podem
melhorar significativamente o progndstico do doente numa série de doencas (48).

A escala demostrada na Figura 4.1 fornece uma perspetiva da dimensao dos diferentes

componentes do ponto de vista dermatolégico (49).
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Figura 4.1 Ilustracdo dos tamanhos relativos no contexto da dermatologia. Adaptado de (49).
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4.1. Contextualizagao e potenciais usos clinicos no melanoma

Considerando o uso cada vez maior de diversas terapéuticas em dimensées nano e a
identificacdo de uma grande variedade de possiveis moléculas alvo na terapéutica do
melanoma, estamos perante um momento ideal para o desenvolvimento de nanomedicinas
que incorporem beneficios multifuncionais para tratar doentes com melanoma (48).

Tendo em conta que a disseminagdao metastatica do melanoma atua numa ampla gama
de 6rgaos, o objetivo terapéutico ideal seria atuar de forma seletiva sobre as células tumorais,
sem afetar as células normais. A nanomedicina, através das suas propriedades de
encapsulacdo de muitos agentes anticancerigenos, pode proporcionar um aumento da
acumulacdo de farmacos no ambiente tumoral, uma dosagem melhorada e uma toxicidade
sistémica mais reduzida, com maior controlo sobre a carga de farmaco que poderia ser
administrada e tolerada pelo doente (7,48).

Para atingir este objetivo, os nanossistemas devem ser formulados com moléculas,
anticorpos, péptidos ou ligandos especificos a superficie, os quais se ligam especificamente a
proteinas sobre expressas nas células cancerigenas ou que provoquem o reconhecimento de
marcadores de superficie celulares em células de melanoma. Deste modo, devido a elevada
propensado das células tumorais para adquirir mecanismos de resisténcia, a identificacdo de
varios marcadores de superficie celular de melanoma adequados para a vetorizacdo de
nanossistemas serda essencial para proporcionar um tratamento eficaz a longo prazo (3,48).
Neste contexto, a funcionalizacao da superficie também poderia ajudar a superar alguns dos
problemas relacionados com as terapias convencionais. Os nanossistemas com propriedades
superficiais como polimeros hidrofilicos e flexiveis, tal como o polietilenoglicol (PEG),
poderiam prolongar o tempo de circulagdo na corrente sanguinea, resultando na acumulagao
desses nanossistemas carregados com farmaco no local do tumor sob o efeito de vetorizacado
passiva. Contudo, com a adicdo de uma componente de vetorizacdo na superficie, a
nanoentrega poderia ser melhorada através de uma vetorizacdo ativa (50). Por exemplo, as
formas nao peguiladas serdao reconhecidas pelos leucdcitos e transportadas para a linfa, sendo
essencial evitar esta via para conseguir a vetorizacdo para outros 6rgdos. A gestdo dessas
consideragcdes para a nanoentrega, juntamente com a vetorizagao seletiva para as células de

melanoma, aumentard, sem duvida, a capacidade de entrega para orgaos especificos (48). A
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Figura 4.2 resume estas considerag¢des para a concecdo de futuras nanoformulag¢des para o

tratamento eficaz do melanoma metastatico.
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Figura 4.2 Esquematizacdo de estratégias nanoterapéuticas para o tratamento do melanoma metastatico.
Adaptado de (48).

Algumas proteinas sobre expressas foram selecionadas como alvos para a vetorizacao
do melanoma, tais como os recetores da transferrina, recetor do acido félico, recetor CD44,
recetor MC1R, recetor do fator de crescimento dos fibroblastos, recetor de laminina, recetor
de somatostatina e o recetor sigma (3,48).

A tecnologia existente permite produzir nanossistemas de grande alcance, para
melhorar a vetorizacdo para os tecidos. Os nanossistemas com menos de 100 nm de tamanho
favorecerdo a vetorizacdo cerebral e hepatica, enquanto que a administracdo intravenosa (IV)
sistémica de nanossistemas com mais de 200 nm sera retida em capilares pulmonares,
favorecendo a vetorizacdo pulmonar. No entanto, os nanossistemas maiores que 200 nm

geralmente sd3o sequestrados pelo sistema reticuloendotelial (RES), aumentando a
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acumulacdo no figado e baco, com implicacbes ébvias de toxicidade, além de que sdo

eliminados perdendo o seu efeito terapéutico (48).

A tabela 1 fornece um resumo das vantagens e desvantagens do uso de nanoterapias no

tratamento do melanoma. Em geral, as vantagens compensam claramente as desvantagens,

sugerindo que os nanossistemas tém grande potencial para o tratamento eficaz do melanoma

metastatico (48).

Tabela 1 Vantagens e desvantagens do uso de nanoterapéuticas para o tratamento do melanoma
metastatico em relagdo as terapias medicamentosas convencionais. Adaptado de (48).

Vantagens Desvantagens

e Transportadores de farmacos antimelanoma
com capacidade para um ou mais compostos.

e Os farmacos hidrofilos e hidrofébicos podem
ser incorporados simultaneamente.

e Melhoria da circulagdo sistémica de farmacos e
permeabilidade tecidual ampliada para melhorar a
biodisponibilidade de farmacos antimelanoma em
tumores metastaticos.

e Imagiologia simultanea e propriedades
terapéuticas para o diagndstico e tratamento da
doenca metastatica.

e Libertagdo controlada de
antimelanoma dentro das células tumorais.

e Vetorizacdo eficaz para reduzir a toxicidade
sistémica de agentes anticancerigenos, reduzindo
assim os efeitos secundarios indesejados.

farmaco(s)

e Os doentes com melanoma podem ser
protegidos contra o desenvolvimento de resisténcias a
multiplos farmacos, reduzindo a capacidade de efluxo
pelas células cancerigenas.

e Custos de producao
superiores, devido a formulagdo
complexa dos nanomateriais.

e Ativacdao indesejada da
resposta imune que leva a reagdes
alérgicas.

¢ Necessidade de avaliar
cuidadosamente os niveis de
toxicidade das novas formulagdes
antes dos ensaios clinicos.

¢ A remogao de nanossistemas
pelo RES e outros mecanismos de
eliminagao.

¢ Os nanossistemas devem ser
concebidos de forma a reduzir a
opsonizagao e otimizar as
propriedades da superficie para
reduzir a eliminacgao.

19



Nanomedicina: Aplicagdao de nanossistemas na terapéutica do melanoma

4.2. Tipos de nanossistemas

Diversos tipos de nanossistemas foram concebidos como métodos de administragdo de
farmacos para a terapia do cancro, de forma a aumentar a atividade anticancerigena e
minimizar os efeitos secunddrios dos fdrmacos. Entre estes estdo os lipossomas, as
nanoparticulas lipidicas, as nanoemulsdes, as nanoparticulas poliméricas, os dendrimeros, as
micelas, bem como as nanoparticulas metalicas e magnéticas (9,51,52). Porém, apenas serao
detalhadas as caracteristicas dos nanossistemas de maior relevo para a aplicagao em causa,

ilustrados na Figura 4.3.

Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas anfifilicas compostas por uma bicamada lipidica (parte
hidrofdbica), semelhante a das membranas bioldgicas, que encerra uma cavidade aquosa
interna (parte hidrofilica) (46,52). Sao classificados de acordo com o tamanho e o nimero de
camadas em multi, oligo ou unilamelares (46,53). O nucleo aquoso interno pode ser usado
para a encapsulacdo de farmacos sollveis em agua, enquanto que as bicamadas lipidicas
podem reter compostos hidrofdobicos ou anfifilicos (4,5,46). A possibilidade de ligar a
superficie dos lipossomas ligandos e/ou polimeros aumenta significativamente a
especificidade de entrega dos fadrmacos encapsulados (4,46). Os lipossomas sao bons veiculos
para a administracdo de uma variedade de farmacos, incluindo agentes citotdxicos,
antibidticos e agentes antifungicos (1,54). Estes sistemas tém muitas vantagens, por exemplo,
sdo biocompativeis, biodegraddveis e ndao imunogénicos e podem ser utilizados de forma
eficaz para a vetorizacdo e transporte de farmacos através das membranas biolégicas
(5,52,55). Por outro lado, as desvantagens incluem o alto custo de producdo e a sua rapida
eliminacdo do organismo através do RES (52,55). Porém, de modo a escapar a captacdo pelo
RES, apds administragao IV, foram desenvolvidos lipossomas revestidos com polimeros
biocompativeis inertes, tais como o PEG, os quais se dizem peguilados. Estes lipossomas,
designados por "lipossomas stealth", ndo sdo reconhecidos pelas opsoninas, o que retarda a
subsequente eliminacdo pelas células imunitdrias, permitindo uma exposicao prolongada as
células tumorais e uma maior eficacia dos farmacos encapsulados (1,46,54).

Atualmente, varias formulag¢des lipossomais com agentes anticancerigenos, acidos

ribonucleicos (RNAs) de pequena interferéncia (siRNA), ADN ou particulas radioativas que
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poderiam vetorizar a via MAPK, estdo em diversas fases de desenvolvimento para a

terapéutica do melanoma (17,46).

Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sao sistemas de transporte com tamanho inferiora 1 um
e sao constituidas por polimeros naturais ou sintéticos. Entre as nanoparticulas poliméricas,
podem-se distinguir as nanocapsulas e as nanoesferas. As nanocdpsulas consistem em
estruturas esféricas compostas por um nlcleo oleoso circundado por uma cobertura
polimérica. Assim, o farmaco pode ser retido no nucleo e/ou adsorvido na parede do
polimero. Por outro lado, as nanoesferas sdo apenas compostas por uma matriz polimérica
continua. As nanoparticulas poliméricas sdao um dos sistemas mais utilizados hoje em dia, onde
o farmaco pode ser encapsulado, disperso ou dissolvido dentro da matriz ou adsorvido a

superficie de nanoparticulas (52).

Dendrimeros

Os dendrimeros s3ao uma classe Unica de macromoléculas poliméricas com uma
estrutura 3D regular e altamente ramificada, onde uma variedade de moléculas, incluindo
farmacos, podem ser incorporados (5,55). A sua superficie pode ser projetada com uma
variedade de funcionalidades, aumentando a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade
para aplicagcdes biomédicas generalizadas (1). Os dendrimeros tém um tamanho de particula
de 1-100 nm, o que os torna menos suscetiveis a captacdo pelo RES (55). Em geral, os
dendrimeros tém um grande potencial em nanoformula¢des de farmacos para a terapia do
melanoma devido as suas vantagens, como o tamanho controlavel, a estabilidade
termodinamica, a alta solubilidade em agua e a possibilidade de utilizar varios grupos
funcionais na sua superficie externa, o que permite a sua vetorizacao para um local especifico
no organismo. Porém, s3ao necessarios avancos em métodos sintéticos para produzir

dendrimeros biocompativeis e biodegradaveis (5,55).

Nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas surgiram para melhorar algumas das desvantagens dos

lipossomas (46,53). Podem distinguir-se duas geracdes deste tipo de nanoparticulas: as
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nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs) - primeira gera¢do e os transportadores lipidicos
nanoestruturados (NLCs) - segunda geragao (4).

As SLNs sdo transportadores nanoparticulados a base de lipidos sélidos a temperatura
ambiente, com dimensdes entre 50 a 1000 nm (3,4,53). As vantagens mais importantes
incluem a estabilidade fisica e quimica, proporcionando maior protecao contra a degradacao
de farmacos labeis; a biotolerabilidade e biodegradabilidade associadas a baixa toxicidade
devido a sua composicdo lipidica fisioldgica; e por fim, a sua matriz lipidica permite incorporar
principalmente farmacos lipofilicos, o que proporciona uma libertacdo controlada. Estes
sistemas lipidicos sao semelhantes a emulsdes, no entanto, a fase oleosa é substituida por
lipidos sélidos e é estabilizada por agentes tensioativos, constituindo também um sistema de
duas fases (52).

Por outro lado, os NLCs sdo compostos por uma mistura de lipidos sdlidos e liquidos
(3,4,53). Os NLCs em comparagdao com as SLNs sdo capazes de encapsular uma maior

guantidade de fdrmaco e também prevenir a sua expulsdo durante o armazenamento (52).

Micelas

As micelas sdo formadas quando o surfactante anfifilico ou moléculas poliméricas se
associam espontaneamente em meio aquoso para formar vesiculas (55). As micelas
poliméricas sdo constituidas por duas ou mais cadeias de polimero com hidrofobicidade
diferente (46). Assim, os blocos hidrofébicos formam o nucleo interno da micela para
minimizar a sua exposicdo a um ambiente aquoso, enquanto que os polimeros hidrofilicos
formam o invdlucro, tal como o PEG. Desta forma, o nucleo hidrofébico permite a
incorporacdao de farmacos pouco solliveis em 3agua e anfifilicos, enquanto o invélucro
hidrofilico prolonga o tempo de circulagdo no sangue, aumenta a acumula¢do nos tecidos
tumorais e permite uma protecdo para a micela, o que reduz a sua toxicidade sistémica
(46,55). Os grupos funcionais adequados para ligandos, tais como péptidos, aptameros de
acidos nucleicos, carbohidratos e moléculas pequenas, aumentam ainda mais a sua
especificidade e eficacia (46). Por ultimo, devido ao seu tamanho consideravelmente grande,
estes sistemas podem também ser usados para co-entregar dois ou mais farmacos para

terapéuticas de associacao (1).
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Lipossoma Nanoparticula

Dendrimero

Figura 4.3 llustracdo dos varios nanossistemas mencionados. Adaptado de (56).

4.3. Nanossistemas para vetorizagao especifica

4.3.1. Vetorizagao passiva

Para que o seu potencial terapéutico seja alcangado, os nanossistemas necessitam
abranger ndo sé as células tumorais, mas também atingir os locais das metdstases. No
melanoma, as metdstases estao presentes numa variedade de tipos de tecidos, e cada tecido
tem as suas proprias e Unicas dificuldades para a penetracdo dos nanossistemas. Para muitos
tumores, a nanoentrega através da administracdo IV é promovida pelo efeito de
permeabilidade e retencdo aumentada (EPR) (48).

O efeito EPR é causado pela vasculatura desorganizada encontrada nos tumores, desta
forma existem, portanto, maiores fendas entre as células endoteliais. O resultado é um
sistema vascular defeituoso com drenagem linfatica diminuida que permite que os sistemas
nanométricos penetrem preferencialmente no espaco extravascular do tumor e acumulem
dentro do local do mesmo (Figura 4.4). Assim, com base apenas no efeito EPR, o uso de
nanossistemas resulta num aumento de 10 vezes na retenc¢do de farmacos no local do tumor
(9,26). Deste modo, os nanossistemas escapam a eliminacao renal e ndo conseguem penetrar

nas juncdes estreitas das células endoteliais em vasos normais, mas podem extravasar no
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tecido tumoral com arquitetura vascular anormal (48). O tempo de circulagado prolongado dos
nanossistemas é de grande importancia para uma 6tima vetorizagao passiva, de forma a
assegurar uma libertacdo de farmaco e concentragdes relativamente altas de nanossistemas
carregados com farmaco suficiente no local do tumor (26,57).

Desta forma, os farmacos encapsulados nos nanossistemas podem proporcionar um
tempo de circulagdo mais longo na corrente sanguinea, maior estabilidade, libertacdo
controlada de farmaco, reducao da dose e aumento da concentracdo do farmaco no ambiente

tumoral ao vetorizar passivamente os tumores através do efeito EPR (7).

Fendas interendoteliais Drenagem linfatica
diminuida

Nanossistemas

Célula de melanoma

Figura 4.4 Esquematizacdo do efeito de permeabilidade e retengdo. Adaptado de (7).

Para este fim, pelo menos trés propriedades dos nanossistemas sdao muito importantes.
O seu tamanho ideal deve estar entre 10 e 100 nm, permitindo-lhes atravessar a vasculatura
tumoral, mas ndo os vasos normais. A carga das particulas deve ser neutra ou anidnica para
uma fuga eficiente da eliminacdo renal. Os nanossistemas devem ser omitidos do RES, que
elimina quaisquer particulas estranhas através da opsonizagao. Assim, o tamanho da particula
dos nanossistemas é um fator chave para afetar a area de superficie em contacto com o meio.
Portanto, quanto maior drea de contato com o meio, mais rapida a libertagao de farmacos do

nanossistema (48,57).
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A doxorrubicina (DOX) é um dos agentes antineopldsicos mais utilizados e altamente
eficazes, mas a sua aplicagdo clinica é amplamente dificultada pela sua fraca estabilidade e
toxicidade sistémica, especialmente a toxicidade cardiaca. Por isso, é essencial melhorar o
efeito terapéutico e diminuir a toxicidade sistémica para a sua administragdo. Estratégias para
melhorar a eficicia e a segurangca moveram-se ao longo de duas linhas de quimica medicinal,
o desenvolvimento de formulagdes vetorizadas para o tumor e o desenvolvimento de novos
analogos. O desenvolvimento farmacéutico da primeira estratégia é melhor exemplificado
pelas formulacdes lipossdmicas amplamente utilizadas de DOX, que parecem melhorar os
efeitos terapéuticos. No entanto, a utilidade desta formulagdo é limitada pelo aumento da
absorcdo pelo RES. Alteracdes na carga superficial lipossdmica e hidrofilia produzem
"lipossomas stealth" com semi-vida de circulagdo prolongada, libertacdo lenta de farmaco e
altera¢cdes na distribuicdo nos tecidos com deposicdo aumentada em tumores e
cardiotoxicidade reduzida. Além disso, tem sido descrito que esses lipossomas podem causar
reacOes de hipersensibilidade imediata geralmente desenvolvidas no inicio da infusdo num
numero relativamente grande (até 7%) dos doentes. Portanto, encontrar um novo sistema de
administracdo de farmacos é imperativo para superar esses obstaculos e aumentar a eficacia
anticancerigena da DOX (51).

Deste modo, Zheng et al. (2011) avaliaram a potencial aplicagdo de DOX incorporada
numa micela de PEG-poli(e-caprolactona) no tratamento de ratinhos com melanoma,
comparativamente com a administracdao de DOX isolada e de micelas sem DOX. Os resultados
indicaram que a encapsulagdao da DOX na micela aumentou a sua atividade citotdxica, levou a
inibicdo significativa do crescimento das células de melanoma maligho e prolongou a
sobrevivéncia dos ratinhos tratados, como se pode verificar na figura 4.5. Do mesmo modo, a
formulagao aumentou a captacdo celular na célula B16F10 e verificou-se baixa toxicidade
sistémica. Assim, os dados sugerem que a administracdo das micelas afeta fortemente a
proliferacdo, a apoptose e a angiogénese do melanoma maligno. Uma vez que a formulagao
preparada é suficientemente pequena (~ 20 nm), pode aumentar a seletividade dos agentes
citotoxicos, entregando-os especificamente no tecido tumoral, o que permite a maxima
acumulacdo e uma penetracdao mais profunda nos tumores. Na circulacdo sanguinea, o pH é
neutro (pH 7,4), enquanto que o pH do ambiente dentro do tumor é muito menor. Assim, a
libertacdo do farmaco é desencadeada mais rapidamente no local do tumor do que no tecido

normal e, consequentemente, resultou numa dose local alta de farmaco no tumor. Assim, o
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efeito antitumoral melhorado da formulacdo pode ser devido aos efeitos combinados da
citotoxicidade melhorada, a vetorizagdo passiva de DOX visando os tecidos tumorais induzidos
pelo efeito EPR e ao perfil de libertacdo dependente do pH. Dado o efeito promissor
antitumoral e a minima toxicidade, estes resultados indicam fortemente que a formulagao

pode ser uma abordagem valida e segura no tratamento de tumores (51).
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Figura 4.5 Supressdo tumoral e sobrevivéncia dos ratinhos. Adaptado de (51).

O Caelyx® (DOX lipossomal peguilado) e o nab-paclitaxel (ABI-007, Abraxane®), que irdo
ser abordados posteriormente em maior detalhe, sdo dois exemplos representativos de
nanomedicinas de primeira gera¢do baseados em vetorizacdo passiva (26).

Por outro lado, a citocalasina D, uma toxina fungica, pode ser um potencial agente
citotdxico devido a sua atividade no filamento de actina. No entanto, este composto quimico
é insoluvel em agua, dificultando a sua utilizacdo por via IV. Além disso, a citocalasina D visa
os microfilamentos de actina que estdo localizados em todas as células e, portanto, pode
causar efeitos secunddrios significativos (7,54). Para superar esses problemas, Huang et al.
(2012) desenvolveram lipossomas peguilados com citocalasina D e administraram em ratinhos
portadores de melanoma B16, carcinoma colorretal CT26 e hepatoma H22. Desta forma,
comparou-se os resultados com a administracdo via IV de citocalasina D isolada e de DTIC.
Assim, verificou-se que os lipossomas poderiam acumular-se eficazmente nos tecidos
tumorais, prolongar o tempo de retenc¢do no local do tumor, inibir eficazmente os varios tipos
de crescimento tumoral e prolongar o tempo de sobrevivéncia dos ratinhos portadores de
tumores (Figura 4.6). Além disso, verificou-se que a acumulagcdo pronunciada e seletiva de

citocalasinas nos tecidos tumorais é essencial para o sucesso da terapia do cancro e para evitar
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efeitos secundarios in vivo. Assim, a citocalasina D lipossomal mostrou também melhorar
significativamente a solubilidade e a biodisponibilidade, diminuindo a incidéncia de efeitos
secundarios e melhorando os efeitos antitumorais, o que demonstra o seu potencial como um

agente alternativo na terapia do cancro (7,54).
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Figura 4.6 Inducdo da atividade antitumoral in vivo. Foram observadas taxas de sobrevivéncia
significativamente prolongadas nos ratinhos tratados com a nanoformula¢do do que com a citocalasina D
e PBS. Adaptado de (54).

Apesar da vetorizacdo passiva baseada no efeito EPR permitir que os nanossistemas se
acumulem e libertem as suas cargas terapéuticas dentro dos tumores, este efeito fornece uma
especificidade relativamente modesta oferecendo somente aumentos de 20 a 30% no
transporte. E de salientar que o efeito EPR n3o aumenta a captacdo dos sistemas
nanométricos pelas células tumorais ou a concentragao intracelular do farmaco. Portanto, o
desenvolvimento de nanossistemas de prdoxima geracdo com multifuncionalidades é
certamente justificado. (26). Embora o efeito EPR possa ser amplificado pela angiotensina Il,
induzida pela vasoconstricio nos doentes com cancro, é dificil a previsdo do nivel de
acumulacdo dos nanossistemas no local das metdstases, promovido pelo efeito EPR por si s6
(48). Também é ineficaz para a acumulacdo de nanossistemas se os tumores metastaticos
forem pequenos e pouco vascularizados, especialmente em micrometdstases (tumores <2

mm de tamanho). Além disso, a fibrose intersticial, que ocorre frequentemente em
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metastases de melanoma, pode limitar a difusdao de compostos e transportadores de farmacos
a tumores da vasculatura. Por conseguinte, mecanismos para aumentar o extravasamento em
tumores pouco vascularizados, juntamente com a vetorizacdo direta para locais tumorais
secunddrios sdo necessarios para desenvolver terapias com nanossistemas com maior eficacia

para doentes com melanoma (48).

4.3.2. Vetorizagao ativa

A vetorizagdo ativa mediada por interagées ligando-recetor especificas complementa as
falhas da vetorizagdo passiva uma vez que ndo s6 aumenta a afinidade entre a
nanoformulacdo e as células tumorais, mas também facilita a captacdo dos sistemas
nanométricos por células tumorais através de endocitose mediada por recetor (26). A
vetorizagdo ativa envolve uma grande variedade de moléculas para vetorizagao, incluindo
pequenas moléculas tais como o acido fdlico e carbohidratos, ou macromoléculas, como
péptidos, proteinas e anticorpos, ou outras moléculas pequenas relevantes de forma a
permitir a vetorizacdo do farmaco para um local alvo especifico (9,26). Igualmente, como
referido anteriormente, nanossistemas orientados para o recetor de transferrina, recetor
CDA44, recetor MC1R, recetor do fator de crescimento dos fibroblastos, recetor de laminina,
recetor de somatostatina e o recetor sigma e recetor de hialuronanos tém potencial
capacidade de vetorizacdo no caso do melanoma (3,9,48). Tais sistemas de entrega de
farmacos podem ser particularmente Uteis promovendo a acumulagdo de farmaco intracelular
através do processo de endocitose mediada pelo recetor, embora a expressdo basal de muitas
moléculas alvo em células normais possa servir como um fator limitante (9).

Ha desafios considerdveis para a concecdo de sistemas de vetorizacdo ativa, sendo o
principal a escolha do alvo e do ligando de vetoriza¢do. Idealmente, deve ser selecionado um
par de ligando-recetor que estard presente apenas nas células cancerigenas de interesse,
permitindo que as nanoparticulas visem somente as células tumorais (9).

Um ndmero crescente de ensaios pré-clinicos em nanotecnologias ativamente
vetorizadas para o tratamento do melanoma tém sido realizados com muitos dados
interessantes e impressionantes, bem como inumeraveis publicacdes (26). Porém, embora
tenham sido feitos progressos significativos, sdo necessdrias mais pesquisas para determinar
alvos moleculares especificos expressos pelas células de melanoma para permitir o

desenvolvimento de nanossistemas mais eficientes.
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4.4. A nanotecnologia na terapéutica anticancerigena do melanoma

Multiplas terapéuticas anticancerigenas tém sido avaliadas para o tratamento de
melanoma avancgado. Estes farmacos circulam no organismo através da corrente sanguinea e
penetram nos tumores através da difusdo passiva. Porém, como referido anteriormente,
apesar de serem capazes de eliminar células de melanoma in vitro com alta eficiéncia, a baixa
solubilidade/estabilidade quimica e a sua citotoxicidade em células saudaveis, associada a
graves efeitos secundarios, dificultaram o seu uso clinico (3,7,57). Assim a resisténcia a estas
terapéuticas e a inespecificidade desta abordagem reforca a necessidade de desenvolver
novos sistemas de tratamento para o melanoma metastatico, pelo que estdo a decorrer
numerosos ensaios clinicos para avaliar diferentes estratégias (32). Desta forma, e para o
tratamento do melanoma, tém sido testados nanossistemas contendo vdrios agentes
anticancerigenos, nomeadamente DOX, etoposido, cisplatina e PTX (3).

O PTX é um taxano que se encontra disponivel como farmaco anticancerigeno desde
1993 (58). Os taxanos tém fraca solubilidade em dgua e requerem a utilizagcdao de um solvente
para a sua solubilizacdo e distribuicdo. O PTX é formulado com 6leo de ricino polioxietilado
(Cremophor®), porém este solvente esta associado a toxicidade grave. Deste modo, para
melhorar a eficiéncia e superar o risco de seguranca, é necessaria uma formulacdo isenta de
solvente. Assim, desenvolveu-se o nab-paclitaxel, em que o PTX, ao contrario dos farmacos
convencionais que contém este principio ativo, estd ligado a albumina, numa formulacdo de
nanoparticulas, com um tamanho médio de 130 nm. Esta formulagdo é usada no tratamento
de uma variedade de cancros, incluindo o uso off-label em melanoma (3,58,59). Neste
contexto, diversos ensaios clinicos investigaram o potencial do nab-paclitaxel, pelo que alguns
ensaios clinicos de fase Il revelaram ser bem tolerado e apresentou atividade em doentes com
melanoma metastatico (44,48,59,60). Neste contexto, num ensaio clinico de fase Il Hersh et
al. (2010) testaram a aplicacdo de nab-paclitaxel, em dois grupos distintos, ambos com 37
doentes com melanoma metastatico. Num dos grupos, tratado previamente com terapias
antineoplasicas, foi administrada via IV uma dose de 100 mg/m?. No outro grupo, ndo tratado
previamente com terapias antineoplasicas, foi administrada uma dose de 150 mg/m? de nab-
paclitaxel. A taxa de resposta global, para o grupo tratado previamente com e o grupo nao
tratado, foi de 2,7% e de 21,6%. A sobrevivéncia global foi de 12,1 meses para doentes
previamente tratados e de 9,6 meses para doentes ndo tratados com terapia antineoplasica,

comparativamente a sobrevivéncia global inferior a 8 meses demonstrado da utilizacdo de
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DTIC ou temozolomida. Do mesmo modo, as taxas de sobrevivéncia livre de progressao (PFS)
foram superiores no grupo ndo tratado previamente com terapias antineoplasicas,
comparativamente com o grupo tratado previamente (Figura 4.7) e com as abordagens
padrdao com DTIC, PTX e terapia combinada. Assim, conclui-se que o nab-paclitaxel apresenta
atividade em ambos os doentes previamente tratados e ndo tratados com terapias

antineoplasicas (60).
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Figura 4.7 llustracdo da sobrevivéncia livre de progressdo na populagdo tratada. Adaptado de (60).

Paralelamente, Kottschade et al. (2011) concluiram que a combinacdo de nab-paclitaxel
e carboplatina apresenta uma atividade clinica promissora como terapia em doentes com
melanoma metastatico, sem tratamento prévio com terapias antineoplasicas. Este ensaio
clinico de fase Il, englobou 76 doentes, divididos em duas coortes, os tratados previamente
com terapias antineoplasicas e ndo tratados. Em ambos os grupos foi administrado, num
regime semanal, uma combinacdo de carboplatina (AUC 2) e de nab-paclitaxel (100 mg/m?).
Nos doentes previamente tratados e ndo tratados com terapias antineoplasicas, a taxa de PFS
foi 4,1 meses e 4,5 meses, respetivamente. A sobrevivéncia global foi de 10,9 meses para os
doentes com tratamento prévio e 11,1 meses, para os sem tratamento prévio com terapias

antineoplasicas (Figura 4.8) (44).
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Figura 4.8 Distribui¢ao da sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de progressdo no grupo sem tratamento
prévio com terapias antineoplasicas (A) e para os doentes com tratamento prévio (B). Adaptado de (44).

Apesar de ambos os estudos revelarem melhorias significativas na atividade clinica e nos
resultados clinicos, como as taxas de PFS, demonstraram também que os efeitos secundarios
tais como a neuropatia, alopecia, neutropenia, trombocitopenia, fadiga, nauseas e vdmitos
tinham sido registados com alguma frequéncia, o que demonstra a necessidade da elaboracao
de novas investigagdes nesta vertente de forma a permitir otimizar os perfis de toxicidade
destes agentes antineoplasicos (44,60).

Uma das principais causas de resisténcia a farmacos citotoxicos é a insuficiente
penetracao destes farmacos, em concentragdes letais, numa massa tumoral. Nesse sentido,
alguns estudos propuseram a fraca penetracdao como uma limitacdo principal na terapéutica
anticancerigena com DOX (61). Por exemplo, Al-Jamal et al. (2013) realizaram ensaios em
ratinhos portadores de um modelo de tumor de melanoma B16F10, onde foi administrado
DOX via IV (0,5 mg/kg), dendrimeros de poli-L-lisina (50 mg/kg) ou DOX complexada com o
dendrimero (0,5 mg/kg:50 mg/kg). Os ratinhos tratados com o complexo apresentaram
tempos de sobrevivéncia médios significativamente aumentados em comparagdao com os
grupos de DOX livres e ndo tratados. O tempo médio de sobrevivéncia para o grupo onde foi
administrado o complexo foi de 16 dias comparado com 13 dias para outros grupos tratados
e ndo tratados. A administracdo IV de apenas duas doses de DOX complexada com o
dendrimero resultou numa acumulagdo, reducdo na vascularizacdo, apoptose/necrose
extensa no local do tecido tumoral e reducao estatisticamente significativa do volume tumoral

(Figura 4.9). Este estudo sugere que as moléculas de poli-L-lisina dos dendrimeros poderiam
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complexar farmacos anticancerigenos, tal como a DOX, e melhorar a sua acumulacdo e
citotoxicidade em tumores sélidos in vivo. Tal abordagem oferece novas capacidades para a

concegao de terapias combinatdrias antiangiogénicas/anticancerigenas (61).
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Figura 4.9 Crescimento do volume do tumor apds a administracdo IV das diversas formulagdes. Adaptado
de (61).

A cisplatina é uma terapia de primeira linha contra um amplo espectro de neoplasias.
No entanto, as toxicidades sistémicas, incluindo nefro e neurotoxicidades, juntamente com a
resisténcia ao farmaco, limitam severamente o uso de cisplatina na pratica clinica. Com o
objetivo de superar a referida toxicidade, foram realizadas tentativas de encapsular a
cisplatina  em nanossistemas. Desta forma, foram desenvolvidas formulacoes
nanoparticuladas de forma a aumentar a acumulacdo de cisplatina nos tumores através do
efeito EPR, ao mesmo tempo que reduzem os efeitos secundarios através de uma distribuicdo
restrita de farmacos. No entanto, estas tentativas foram dificultadas pela fraca solubilidade
da cisplatina em agua e 6leo (62,63). Neste contexto, Guo et al. (2014) analisaram a utilizacdo
de uma formulacdo com cisplatina insolivel iodada em nanoparticulas lipidicas,
comparativamente a utilizacdo de cisplatina isolada, em dois modelos de xenotransplante de
melanoma em ratinhos. Neste estudo, concluiu-se que a administracao da formulagao por via
IV in vivo aumentou marcadamente a eficdcia da cisplatina na inibicdo do crescimento

tumoral, comparativamente com a cisplatina isolada, como se pode verificar na figura 4.10, e
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verificou-se uma acumulacao elevada nos tecidos tumorais, pelo que a vetorizacdo poderd ser
necessdria para melhorar ainda mais a eficacia da formulagao. Estes resultados sugerem que
a formulacdo é altamente téxica para células cancerigenas de melanoma, pelo que estes
efeitos potentes observados in vitro podem ser atribuidos a captagdo aumentada das

nanoparticulas (62).
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Figura 4.10 O efeito da cisplatina isolada e da nanoformulagdo no crescimento tumoral nos dois modelos de
xenotransplante in vivo. Adaptado de (62).

A glicoproteina CD44 encontra-se sobre expressa numa variedade de células tumorais,
pelo que tem sido estudada e associada como um potencial marcador em varias neoplasias
(45). Desta forma, Ndinguri et al. (2012) testaram a utilizacdo de lipossomas contendo DOX e
um anticorpo adicional contra CD44, visando especificamente células malignas, num modelo
de ratinho inoculado com células de melanoma, B16F10. A formulac¢do, administrada via IV
nos dias 0, 3, 5, 6 e 8 numa dose de 5 mg/kg, permitiu reduzir o tamanho do tumor em 60%
em comparacao com o controlo de solucdo salina, e os lipossomas ndo vetorizados foram
ineficazes (Figura 4.11). Assim, devido a diminuicdo dos efeitos secunddrios, a dose maxima

tolerada da formulagdo aumentou cinco vezes (45).
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Figura 4.11 Efeitos da vetorizagdo dos lipossomas com DOX, da nao vetoriza¢do e da solugdo salina no
tamanho do tumor no modelo de melanoma B16F10 em ratinhos. Adaptado de (45).

Desta forma, estes estudos pré-clinicos revelam-se de grande importancia para o
desenvolvimento de ensaios clinicos para a entrega de farmacos anticancerigenos mediada
por nanossistemas no melanoma. Os nanossistemas vetorizados podem representar a
"proxima geracao" de sistemas com potencial para aumentar a seletividade e eficacia de

tratamentos anticancerigenos contra melanoma metastatico no corpo humano.

4.5. A nanotecnologia na imunoterapia do melanoma

As evidéncias indicam que durante a progressao, as células tumorais sobreviventes sdo
capazes de desenvolver varios mecanismos diferentes para evitar o reconhecimento e
eliminacdo imunolégica (64,65). Portanto, o desenvolvimento de terapias para aumentar a
imunidade tumoral é uma estratégia de tratamento racional (37). Assim, a nanotecnologia
tem sido utilizada para melhorar as abordagens em imunoterapia e, desta forma, aumentar a
eficacia do tratamento e reduzir os efeitos adversos (3,27,64).

Como referido anteriormente, os imunomoduladores usualmente utilizados no
melanoma sdo a IL-2, IFN-a, ipilimumab, pembrolizumab e nivolumab. A IL-2, uma
glicoproteina imunomoduladora, possui forte atividade antitumoral estimulando a atividade

dos linfécitos T e induzindo a proliferacdo de células natural killer (NK) e linfocitos B (36,66,67).
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De acordo com a literatura, numerosos estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado a
atividade antitumoral da IL-2, porém a reduzida semi-vida desta molécula, no soro, implica
administracdes regulares de doses elevadas, resultando em efeitos secundarios graves
(66,67). Para ultrapassar essas limita¢des, Yao et al. (2011) desenvolveram nanoparticulas
poliméricas para a entrega de IL-2 em ratinhos com enxertos de melanoma. As nanoparticulas
foram formuladas a partir de polietilenimina (PEI) de baixo peso molecular (600Da) ligada por
B-ciclodextrina, conjugada com acido félico, e ainda misturada com o plasmideo IL-2. Assim,
foi demonstrado que com a administracdo peritumoral da formulacdo era possivel inibir o
crescimento tumoral e prolongar a sobrevivéncia dos ratinhos com melanoma. O efeito
antitumoral da formula¢do pode ser atribuido principalmente a ativacdo, proliferacdo e
infiltracdo de células T efetoras e células NK no tumor. Esses resultados mostram que uma
expressao continua de IL-2 é necessaria para a sua atividade antitumoral (27,66).

Estudos anteriores demonstram que a utilizacdo de IL-2 e anticorpos anti-CD137, sendo
o CD137 um recetor expresso na superficie de células T ativadas, células NK e células
dendriticas, provocam uma potente resposta imune antitumoral, nomeadamente quando
usadas em combinacdo. No entanto, o seu uso clinico é limitado devido a toxicidade
inflamatdria resultante da administracdo sistémica (67). Por exemplo, Kwong et al. (2013)
mostraram que usando num modelo de ratinho de melanoma B16F10, uma terapéutica local
com lipossomas peguilados anti-CD137 e lipossomas IL-2 era possivel desencadear uma
potente atividade antitumoral sem evidéncia de toxicidade sistémica. Assim, ao localizar a
biodistribuicdo da terapia, os regimes imunoterapéuticos altamente potentes, mas
anteriormente intolerdveis, podem ser administrados em grandes doses dentro de uma lesao
acessivel, para a inducdo de imunidade antitumoral sistémica sem inflamacdo sistémica
detetavel. Além disso, esta abordagem pode ser sinérgica em combinacdo com a
administracdo de agentes de imunoterapia de melhor tolerancia tais como os inibidores de
CTLA-4 ou PD-1 que sdo conhecidos por promover a regressdao tumoral em humanos (67).

O IFN-a é um agente antitumoral comumente usado no tratamento do melanoma
metastdatico, como referido anteriormente. Esta citocina é conhecida por melhorar a atividade
de células efetoras imunes, bem como mediar efeitos antiproliferativos e prd-apoptéticos
contra células tumorais. No entanto, a administracdo sistémica de IFN-a pode ser
acompanhada por toxicidade significativa e esta abordagem é limitada pelo desconforto

induzido pelas repetidas administracbes intratumorais e pela necessidade de uma
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monitorizacdo clinica regular (68). Nesse sentido, foi desenvolvido por He et al. (2011) uma
nanocdpsula com base em um polimero biodegradavel, poli (policaprolactona) de forma a
controlar a entrega local de IFN-a ao microambiente tumoral. Os estudos in vitro
demonstraram uma libertagao constante de IFN-a, e por outro lado através de estudos in vivo,
usando um modelo de xenotransplante humano de melanoma em ratinhos foi possivel
proceder a implantagdo subcutanea da formulagdo, que foi bem tolerada e associada a um
crescimento tumoral diminuido, em comparacdo com aqueles implantados com as

nanocdpsulas com PBS, como se pode verificar na Figura 4.12 (68).
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Figura 4.12 Comparacdo do crescimento tumoral nos ratinhos implantados com as nanocapsulas com IFN-a ou
PBS. A implantagdo cirdrgica ocorreu no dia 0. foi observada uma inibicdo estatisticamente significativa
(comegando no dia 9) no crescimento do tumor nos ratinhos tratados com IFN-a, este efeito continuou até ao
seu sacrificio no dia 14 (p <0,01). Adaptado de (68).

Por outro lado, a encapsulacdo de antigénios (Ags) em nanoparticulas poliméricas
demonstrou entregar diretamente Ags incorporados a células apresentadoras de antigénios
(APCs), de forma a conferir a sua libertacdo sustentada, evitando a degradacao proteolitica e
melhorando a sua estabilidade. Além disso, demonstrou-se que os nanossistemas carregados
com Ag facilitam a captacdo do Ag pelas células dendriticas e poderiam evitar respostas
inflamatdrias excessivas causadas por algumas formulacdes. Neste contexto, a administracao
de Ags a base de nanotecnologia pode ser uma das estratégias promissoras para a

imunoterapia contra o cancro (69). Assim, Tan et al. (2013) utilizaram multiplas nanoparticulas
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poliméricas revestidas com lipidos para demonstrar a viabilidade da entrega em combinacao
ou isolada de trés Ags de melanoma diferentes, representados na figura 4.14 por AgA,Be C,
de forma a induzir eficientemente uma resposta imune antitumoral num modelo de ratinho
com melanoma. Embora as nanoparticulas carregadas com um Unico péptido possam induzir
uma resposta de células T forte, ndo foi demonstrada supressao significativa do crescimento
tumoral, em contraste, a entrega combinada de nanoparticulas com diferentes péptidos
suprimiu significativamente o crescimento das células de melanoma B16, em comparagao com
os imunizados com PBS, apesar de mostrarem reduzidas respostas de células T especificas de
Ag. Assim, comprovou-se que a combinac¢do de multiplos Ags pode tornar mais dificil para as
células tumorais escapar da vigilancia do sistema imunolégico do que com um Unico Ag e

melhorar a eficiéncia anticancerigena (69).
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Figura 4.13 Varia¢do do volume tumoral em cada grupo ao longo do tempo. Adaptado de (69).

Embora as células de melanoma exibam uma imunogenicidade bem definida, os
resultados globais da imunoterapia clinica ndo é satisfatdrio. As observacdes paradoxais
sugerem um microambiente imunossupressivo no tumor que é mediado por mecanismos
diferentes, decorrentes da secrecdo de fatores imunossupressores pelas células ou linfdcitos.
O microambiente também pode ser criado pela tolerancia imune adquirida das células de
melanoma (70). Assim, de acordo com os estudos supracitados, é notdria a importancia da

nanotecnologia e dos seus avancos cientificos para a melhoria da imunoterapia no melanoma.
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4.6. A nanotecnologia na terapia alvo contra melanoma

No melanoma, as metdstases ocorrem inicialmente nos ganglios linfaticos. A
disseminagdo sistémica para um ou varios érgdaos, como o cérebro e os 6rgaos viscerais, pode
ocorrer com frequéncia e geralmente é fatal. A préxima geracdo de nanossistemas precisara
abordar o desafio de identificar tumores ndo ressecaveis, metastases e de estadio tardio, o
gue exigira a execucao eficaz da vetorizacdo dos tecidos tumorais em dérgaos especificos
(principalmente a vetorizagdo passiva) e subsequente vetorizacdo direta das células
cancerigenas (vetorizacdo ativa), e claramente essas consideracdes sdo especificas para tipos
individuais de cancro. Sdo necessarias estratégias distintas para alcancgar esses dois requisitos
de vetorizacdo. Assim, a vetorizacdo efetiva do tumor especifico em doentes com melanoma
é essencial para o desenvolvimento de nanoterapias suficientemente eficientes para curar a
doenca (48).

Como descrito anteriormente, estudos moleculares em curso identificaram as vias de
sinalizacdo envolvidas na progressdo do melanoma e os genes que codificam os seus
componentes. Estes estudos forneceram alvos moleculares para a terapéutica do melanoma
(712).

Embora os alvos na via MAPK sejam melhor compreendidos hoje do que nunca, ndo
existem opc¢des de tratamento eficientes para doentes que sofram de melanoma metastatico
através da inibicdo destas proteinas. Os principais obstaculos para resolver este problema
incluem a falta de agentes farmacoldgicos clinicamente eficazes e veiculos de entrega para
obter o farmaco nas células de melanoma. Consequentemente, terapias ou sistemas de
administracdo que transportam um ou mais agentes terapéuticos com toxicidade minima sdo
urgentemente necessdarios para os doentes (17). Para resolver este problema, é necessario
explorar os nanossistemas para a entrega preferencial de farmacos no tumor (72).

As terapéuticas baseadas em nanossistemas nado se limitam a entrega de pequenas
moléculas, gue normalmente sdo necessdrias para tratamentos anticancerigenos sistémicos,
mas podem ser usadas para administrar grandes moléculas bioativas, como proteinas e acidos
nucleicos, incluindo siRNAs (48).

O RNA de interferéncia (RNAI), um processo bioldgico de silenciamento de sequéncias
de genes especificos, desenvolveu-se rapidamente numa tecnologia para investigar a funcao
de genes fisioldgicos e fisiopatoldgicos, bem como para o potencial tratamento de doencas
humanas (73). Esta terapéutica surgiu como uma estratégia com grande potencial para
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revolucionar o tratamento dos cancros, incluindo o melanoma, com toxicidade reduzida
comparada com a que é comumente encontrada com os farmacos citotéxicos convencionais
(74). Atécnica de RNAi é um método eficaz que suprime a expressao de proteinas por clivagem
do RNA mensageiro (mRNA) alvo (75). Assim, a utilizacdo de pequenos siRNA é uma
abordagem terapéutica bastante promissora para silenciar genes causadores de doencas (76).
No entanto, é um facto amplamente aceite que o uso in vivo de pequenos siRNA, os
mediadores do RNAI, continuam a ser uma barreira para o sucesso terapéutico. As suas
aplicacdes clinicas sdo limitadas devido a sua rapida degradacdo pelas RNases no plasma,
rapida eliminagdao da circulagdo sanguinea e também principalmente devido a falta de
métodos seguros e eficientes para a transmissdo do gene. Assim, para se obter uma
terapéutica eficaz, é necessdrio o desenvolvimento de um seguro, mas eficiente sistema de
entrega de siRNA (3,73,75).

A penetracdo inadequada, a farmacocinética sub-6tima e a toxicidade associada aos
métodos atuais para a administracdo de siRNA tornaram a maioria destes impraticaveis para
a aplicacdo clinica. No entanto, para tratar a maioria das doencas "inabordaveis" e
"incuraveis", incluindo infec¢es virais, disturbios sanguineos e cancros, disseminados ou
localizados em tecidos que ndo sdo facilmente acessiveis, a administracdo direta é muito dificil
ou impossivel. Portanto, o desenvolvimento de abordagens de entrega sistémica efetiva e
segura é de extrema importancia (73).

Para ultrapassar estes obstaculos, varios nanomateriais tém sido amplamente utilizados
como vetores de genes (75). As nanoparticulas possuem varias caracteristicas favoraveis,
incluindo a replicabilidade favoravel, melhor biocompatibilidade e estabilidade. Além disso,
0s nanomateriais sao altamente acumulados nos tumores in vivo, devido ao efeito EPR (75,77).
Assim, o uso da tecnologia RNAIi vetorizada para as vias MAPK esta indicada como uma
potencial abordagem. O siRNA pode inibir especificamente genes alvo na via MAPK, porém a
sua rapida degradacdo em animais tem sido um grande desafio (17). Desta forma, os
nanossistemas tém sido utilizados para administrar siRNAs ou pequenos inibidores para inibir

estas vias de sinalizacdo para o tratamento de melanoma (3).
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4.6.1. Vetorizagao para RAS

A familia RAS consiste em K-RAS, H-RAS e N-RAS, que ativam a sinalizacdo MAPK e as
proteinas downstream tais como RAF e PI3K. As proteinas RAS funcionam como interruptores
moleculares que controlam a proliferacdo e sobrevivéncia das células. Nos melanomas, a
substituicdo de leucina por glutamina no residuo 61 é a mutacdo mais comum observada no
N-RAS. O RAS mutante permanece ativo levando a proliferagao celular descontrolada e a um
fenétipo transformado. A introducdo de RAS ativado nos melandcitos pode levar a formacao
de tumores de melanomas em ratinhos. Além disso, a expressdao de RAS pode inibir os
supressores tumorais p16INK4A, p53 e p14ARF e o knockdown da expressdo de H-RAS
utilizando siRNAs pode levar a regressao de melanoma em modelos de melanoma. As
tentativas para inibir farmacologicamente o RAS ou os seus componentes reguladores para a
terapia do cancro tém até agora alcangado pouco sucesso. Assim, o tratamento terapéutico
de RAS no melanoma é relativamente ineficaz, sugerindo que outros pontos na via MAPK

possam ser alvos mais promissores (17).

4.6.2. Vetorizagao para BRAF

A maioria dos eventos que promovem o desenvolvimento precoce do melanoma ainda
ndo foram identificados, mas a desregulacdo das cascatas de sinalizacdo MAPK e AKT3 sdo
importantes reguladores deste processo, como descrito no capitulo 3.3 (78).

Enquanto que mais de 65 mutacdes diferentes ocorrem em cerca de 30 codGes BRAF,
uma substituicdo de missense de T-A no nucledtido 1799, que altera a valina (V) para acido
glutamico (E) no codao 600, V60OE, é a mutagdo mais comum no BRAF no melanoma. O
V6OOEBRAF desempenha um papel importante na ativacdo da via MAPK, desencadeado a
divisdo celular, angiogénese, invasdo e metastase para promover o desenvolvimento do
tumor, sendo portanto, um potencial alvo terapéutico para o tratamento de melanoma
(17,18,79,80).

Por outro lado, o V6%EBRAF mostrou estimular inicialmente a proliferacdo de
melandcitos, indicando que contribui para a melanogénese e desenvolvimento de nevos
(17,79,80). Aproximadamente 90% dos nevos expressam Y6°EBRAF, mas raramente progridem
em melanomas (18). Isto deve-se a intensa ativacdo da via MAPK causada pela proteina

mutante, que desencadeia uma forma de senescéncia induzida por oncogenes nos
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melandcitos, atuando como um mecanismo protetor para inibir a progressao do melanoma.
Em contraste, niveis moderados de ativacdao da via MAPK promovem a progressao do ciclo
celular e o desenvolvimento do cancro. Consequentemente, as células contendo o BRAF
oncogénico isolado nao sao suficientes para induzir melanoma, pelo que necessitam de
alteracgdes genéticas adicionais para as células melanociticas senescentes reentrarem no ciclo
celular (17,18,79,80). Além disso, cerca de 70% dos melanomas tém elevada sinalizagdao de
AKT3, levando a desregulacdo da apoptose e promovendo assim a quimiorresisténcia. Desta
forma, genes como AKT3 demonstraram cooperar com VY609FBRAF na transformacdo
melanocitica, tornando-o também um atraente alvo terapéutico em melanomas metastaticos
(18,78).

A nanotecnologia tem sido utilizada para desenvolver um sistema capaz de transportar
siRNAs para silenciar simultaneamente estas duas moléculas sinalizadoras (3). Assim, Tran et
al. (2008) demonstraram que a combinacdo de ultrassons de baixa frequéncia com a
administracdo tépica de lipossomas contendo siRNA especificamente concebidos para inibir
V6OOEBRAF e AKT3 reduziu a expressdo destas proteinas, diminuindo significativamente o
desenvolvimento de melanoma em ratinhos. Deste modo a formulagdo tem o potencial de
diminuir o desenvolvimento precoce de lesdes melanociticas na pele ou prevenir a
propagacao de metastases de melanoma cutaneo. A inibicdao simultanea mediada por siRNA
de AKT3 e BRAF diminuiu significativamente o crescimento de células em comparacdo com a
vetorizacdo de AKT3 ou BRAF sozinhos (Figura 4.14). Assim, esta formulacdo poderia ser
utilizada como uma abordagem ndo-cirdrgica para diminuir o nimero de nevos benignos ou
inibir o desenvolvimento da lesdao cutanea melanocitica precoce. Este ultimo teria a
consequéncia de diminuir a propagacao nas fases iniciais, prolongando assim a sobrevivéncia
através da prevencdo de metastases. Neste estudo, o ultrassom foi utilizado para
permeabilizar a pele, permitindo a libertacdo da formulacdo ao longo das camadas epidérmica

e dérmica (78).
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Figura 4.14 Variacdo do crescimento tumoral de acordo com a administragdo das diferentes formulagdes.
Adaptado de (78).

Considerando que a inibicdo mediada por siRNA de Ve9EBRAF e AKT3 em células de
melanoma diminui o desenvolvimento de tumores de melanoma e a inibicdo simultanea pode
levar a uma inibicdo de tumores cooperativamente, os agentes que visam especificamente
V6OOEBRAF e/ou AKT3 poderiam ter um potencial significativo para tratar sinais, lesdes
melanociticas precoces ou metdstases cutdneas nas quais estas proteinas sdo desreguladas.
Assim, sdo necessarios agentes vetorizados simultaneamente para estas vias de sinaliza¢ao
especificas para maximizar a eficicia clinica, porém com menos efeitos secundarios que
aqueles que inibem a proteina BRAF normal e mutante ou que tém como alvo todas as trés
isoformas de AKT (18,78). Além disso, pode ser necessario uma abordagem que combine os
siRNAs com agentes anticancerigenos ou imunoterapia de forma a erradicar as células
cancerigenas enfraquecidas pela inibicdo das vias de sinalizacao (3).

A resisténcia a inibidores de BRAF mutado pode ser causada por ativacdo de MEK/ERK
ou outras vias de sinalizacdo tais como a via PI3K/AKT. Além disso, o desenvolvimento de
mutagdes em outros genes, como NRAS ou MEK, também foram propostas como um potencial
mecanismo de resisténcia ao restabelecerem a sinalizacdo RAS-MEK-ERK em tumores
expostos a inibidores de BRAF. Desta forma, torna-se imperativo determinar fatores que
promovam a resisténcia aos inibidores de BRAF e identificar potenciais terapias para

ultrapassar essa resisténcia (3,79-82).
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Embora se tenham registado progressos no desenvolvimento de farmacos que visam o
BRAF, é necessario avaliar mais a fundo o resultado clinico no que respeita ao uso a longo
prazo, ao mecanismo de acdo, a especificidade, a eficacia terapéutica e a toxicidade
relacionada com o farmaco. Portanto, sao requeridas abordagens combinatdrias para tratar

esta doenca (17).

4.6.3. Vetorizagao para MEK e ERK

MEK1/2 sdo quinases de especificidade dupla que fosforilam e ativam ERK. Estas
quinases encontram-se a downstream de RAS/RAF, os membros mais mutados da via MAPK,
como referido anteriormente. Como resultado, o alvo MEK ou ERK oferece a possibilidade de
exercer um efeito antitumoral, mesmo na auséncia de mutacdes RAS/RAF (72). MEK-1 e MEK-
2 sdo proteinas que se encontram ativas em aproximadamente 30% de todos os cancros
humanos com sinalizagdo MAPK ativada. Assim, MEK 1/2 permanecem alvos terapéuticos
promissores em melanomas (17).

Por outro lado, a atividade elevada de ERK é frequentemente observada na proliferacdo
de linhas celulares de melanoma metastatico, bem como em tumores humanos, pelo que é
um bom indicador da progressdao tumoral. A ativacdo constante de ERK em células de
melanoma mostrou atribuir resisténcia a vdrios agentes terapéuticos (17).

Neste contexto, Basu et al. (2009) desenvolveram nanoparticulas a partir de um
polimero de acido hexadentado-poliD,L-lactico acido-co-glicdlico quimicamente conjugado
com PD98059, um inibidor seletivo de MEK. Assim, demonstraram que a vetorizacdo das
nanoparticulas para MAPK levou a inibicdo da proliferacao das células de melanoma, induziu
a apoptose in vitro e retardou o crescimento do tumor in vivo. A inibicdo da proliferacdo
celular e a inducao da apoptose apds tratamento com nanoparticulas de PD98059 sao
consistentes com a inibicdo da fosforilacdo de ERK e o bloqueio resultante destes sinais

proliferativos e antiapoptdticos (17,72).

4.6.4. Vetorizacao para VEGF
O VEGF, uma citoquina e molécula de sinalizacdo, é o mediador chave da angiogénese e
é libertado neste processo a medida que os tumores crescem e comecam a ultrapassar o

suprimento de oxigénio e nutrientes disponiveis. Por conseguinte, a supressao de VEGF inibe
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a formacdo de novos vasos sanguineos e subsequente sobrevivéncia do tumor. Desta forma,
a regulagao positiva do VEGF inter-relacionada com a angiogénese do tumor proporciona um
alvo estratégico para a terapéutica anticancerigena (73,76). Deste modo, Yang et al. (2011)
estudaram a viabilidade da utilizagdo de nanoparticulas de quitosano para o transporte de
VEGF-siRNA de forma a reduzir o nivel de VEGF em células de melanoma de ratinho. Os
resultados demonstraram que as nanoparticulas vetorizadas efetivamente transportaram,
protegeram o siRNA da degradacdo das RNases e libertaram siRNA em células de melanoma
de ratinho (B16F10), pelo que apresentaram uma eficiéncia de silenciamento do gene VEGF

de 40%, sem toxicidade aparente (76).

4.6.5. Vetorizagao para Stat3

Em geral, os mecanismos moleculares que controlam a progressdo do melanoma
humano e as metastases estdo relacionados com alteragbes de vdrios oncogenes, genes
supressores de tumor, genes supressores de metastases e fatores de crescimento e seus
recetores. Estas anormalidades afetam o downstream das vias de transdugdo de sinal
envolvidas no controlo do crescimento celular e outras propriedades malignas (75,83).

O Stat3 foi reconhecido como um oncogene, que se encontra sobre expresso em varios
tipos de tumores humanos, incluindo o melanoma maligno (75,77,83). O Stat3 desempenha
um papel crucial na promocao da proliferacao, diferenciacdo, anti-apoptose e progressao do
ciclo celular. A ativagao constitutiva de Stat3 confirmou promover a sobrevivéncia do cancro
e estar associada a fuga imunoldgica do mesmo. Por estas razdes, a via de sinalizacdo Stat3
pode ser aplicada como um potencial alvo na terapia cancerigena (75,77,83).

Como descrito anteriormente, o processo de RNAi envolve o silenciamento especifico
da proteina alvo (77). Assim, o silenciamento da expressdo da proteina Stat3 utilizando a
técnica de RNAI suprimiria eficazmente a proliferacdo celular e induziria apoptose tumoral,
conduzindo a inibicdo do crescimento do cancro e prolongamento da sobrevivéncia dos
doentes (75,77).

Por outro lado, o 6xido de grafeno (GO), um promissor nanomaterial de carbono de duas
dimensdes, tem sido amplamente estudado devido a potenciais aplicacdes biomédicas nos
ultimos anos. Este possui varias vantagens, como grupos hidroxilo, acido carboxilico e outros
grupos reativos, que sdo facilmente conjugados com outras modificacdes, tornando-o

personalizavel para os campos biomédicos, tem grupos hidrofilicos ricos, possuindo assim
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uma boa biocompatibilidade. Do mesmo modo, a preparacao de GO pode ser desenvolvida
de forma facil e barata (75,77). Nesse sentido, Yin et al. (2013) estudaram o comportamento
antitumoral in vivo do plasmideo Stat3 siRNA entregue por GO quimicamente funcionalizado
com PEl e PEG (GO-PEI-PEG), representado na figura 4.15, em melanoma maligno de ratinho.
Os resultados in vivo indicaram uma regressao significativa no crescimento (Figura 4.16) e
peso do tumor apds a administra¢ao da formulagdo. Além disso, o tratamento simultaneo com
irradiacdo infravermelha no tumor também estimulou a apoptose celular em tumores e exibiu
um efeito antitumoral. Este estudo demonstra que o plasmideo Stat3 siRNA administrado por
GO-PEI-PEG inibe eficazmente a expressdao do gene Stat3, conduzindo a supressdo do

crescimento e indugdo da apoptose em melanoma maligno de ratinho (75).

13 =PEI ‘gb=pEG

Figura 4.15 Estrutura do GO-PEI-PEG. Adaptado de (77).
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Figura 4.16 Variagdo do volume do tumor nos ratinhos tratados com PBS (A), GO-PEI-PEG (B), GO-PEI-PEG e
radiagdo de infravermelho simultanea (C), si-controlo transportado por GO-PEI-PEG e radiagdo infravermelha (D)
e si-Stat3 transportado por GO-PEI-PEG e irradiagdo de infravermelho simultanea (E). Adaptado de (75).
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Posteriormente, Yin et al. (2016) sintetizaram e utilizaram novamente o GO-PEI-PEG
para entregar um siRNA Stat3 baseado em plasmideo para o silenciamento genético efetivo
de células B16 de melanoma maligno, na esperanca de construir um sistema de administracao
de genes baseado em GO para estudos futuros intensivos in vivo na clinica da terapia do
cancro. Desta forma, os resultados experimentais revelaram que os nanovetores baseados em
GO para a libertagdo do plasmideo si-Stat3 silenciaram especificamente a expressdo de Stat3
nas células B16 de forma eficaz, sugerindo que a formacao de complexos GO-PEI-PEG poderia
ser utilizado como um nanovetor génico eficiente na terapia do cancro. Assim, os niveis de
expressao de proteinas relacionadas com Stat3, Bcl-2, c-Myc e VEGF nas células B16 foram
marcadamente diminuidos. Pelo que uma possivel explicacdo para este fendmeno é que o
silenciamento do gene Stat3 levou a inibicdo de fatores antiapoptéticos como Bcl-2 e VEGF e
também de fatores relacionados com o ciclo celular, como c-Myc (77). Nos ultimos anos,
verificou-se que a terapia genética possui um enorme potencial para uma vasta gama de
aplicagdes biomédicas, incluindo o tratamento de doengas genéticas tais como o cancro e a
imunodeficiéncia severa. Em suma, o GO-PEI-PEG mostrou ser um sistema de transporte de
genes eficaz e seguro, com propriedades favoraveis tais como elevada estabilidade em
solugdes fisioldgicas e citotoxicidade reduzida em células (75). Assim, estes siRNA Stat3
baseados em plasmideos administrados por complexos funcionais de GO deverdo ser

aplicados na terapia clinica do melanoma no futuro (77).

4.6.6. Vetorizagao para c-Myc

O c-Myc é um fator de transcricdo e a sua sobre expressao foi encontrada em mais de
metade dos cancros humanos. No melanoma, a expressao e a ativacdo de c-Myc sdo também
essenciais para a proliferacdo de células cancerigenas. A sobre expressao de c-Myc durante a
progressao do melanoma suprime continuamente a senescéncia induzida por oncogenes nas
células. A regulacao negativa da proteina c-Myc induz apoptose em células de melanoma e
sensibiliza as células tumorais para farmacos anticancerigenos (73,74).

Os recetores sigma sao proteinas ligadas a membrana e sdo sobre expressas em muitos
tumores humanos, incluindo o melanoma (63). Desta forma, Chen et al. (2010) desenvolveram
uma formulag¢do de nanoparticulas contendo cloreto de amdnio aminoetil N,N-diestearil-N-
metil-N-2-(N’-arginil) DSAA e vetorizadas com anisamida, uma molécula que possui alta

afinidade para os recetores sigma, de forma a entregar especificamente siRNA contra o
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oncogene c-Myc no citoplasma de células B16F10 de melanoma de ratinho, que expressam o
recetor sigma 1. Os resultados indicam que as nanoparticulas mostraram uma inibicdo
significativa no crescimento do tumor, como se pode verificar na figura 4.16, e o transporte
foi significativamente aumentado pela presenca do ligando de vetorizagdo. Assim, a
formulacdo suprimiu eficazmente a expressao de c-Myc no tumor e induziu elevada apoptose

(74).
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Figura 4.17 Comparacao da eficdcia terapéutica de c-Myc e do controlo com siRNA nas nanoparticulas
vetorizadas. Adaptado de (74).

A atividade antimelanoma aumentada esta provavelmente relacionada com o facto de
o DSAA, induzir espécies reativas de oxigénio (ROS) e desencadear apoptose em células de
melanoma B16F10. As ROS tém fung¢des importantes que afetam o crescimento celular,
morte, desenvolvimento e sobrevivéncia. Deste modo, a formulagdo mostra uma grande

promessa como um agente terapéutico eficaz para melanoma (74).

4.7. Nanossistemas sensiveis a estimulos

O sistema de entrega do farmaco pode ser formulado de forma a melhorar a carga util,
como a administracdo de pré-farmacos com enzimas ativadoras e a libertacdo do farmaco
propriamente dito sendo desencadeada pelo microambiente do tumor ou através de

estimulos aplicados, como campos eletromagnéticos, ultrassons, luz ou radiofrequéncias.
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Essas técnicas sdo especialmente Uteis para melhorar a libertagdo de farmacos baseados em
sistemas nanométricos, uma vez que a ineficiéncia na fuga aos endossomas pode ser
problematica na nano-entrega do farmaco (48).

A capacidade de resposta a estimulos é atualmente uma das abordagens mais
impressionantes e promissoras para a terapia alvo do cancro. A entrega de farmacos sensiveis
a estimulos é uma forma popular de vetorizagao ativa com a capacidade de entregar a carga
no local desejado e no tempo requerido. As propriedades fisiopatoldgicas caracteristicas dos
tumores, como um microambiente extracelular mais acido e uma maior sensibilidade a
hipertermia, podem atuar como "estimulos intrinsecos". Da mesma forma, alguns estimulos
podem ser induzidos no local do tumor, como por meio da aplicacdo de campos magnéticos,
espetroscopia de infravermelho préximo (NIR), ou ultrassons para provocar a entrega local da
carga, e sdo chamados de "estimulos extrinsecos". Apds a exposicao a estimulos extrinsecos
e/ou intrinsecos, os nanossistemas sensiveis ao estimulo sofrem alteracdes fisicas e quimicas

gue atuam como desencadeantes para a libertacdo da carga associada (26).

Sensibilidade ao pH

O microambiente extracelular dos tumores é ligeiramente acido (pH ~6.5-7.2) em
compara¢cdao com os tecidos sauddveis (pH ~7.4) devido ao metabolismo ativo e glicélise
anormal das células tumorais. Desta forma, a sensibilidade ao pH é uma estratégia
comumente utilizada para conseguir uma administracao e libertacdo controlada do farmaco.
As alteragBes conformacionais e/ou de solubilidade dos nanossistemas com grupos ionizaveis
em resposta a varia¢cdo de pH e a clivagem de ligagdes sensiveis a acidos a sua superficie sao
duas estratégias principais para a libertacdo do farmaco desencadeada pelo pH. A eficiéncia
da entrega e o efeito terapéutico de uma variedade de sistemas sensiveis ao pH foram
investigados em modelos animais de melanoma. Por exemplo, micelas sensiveis a acido com
agentes anticancerigenos (por exemplo a DOX) demonstraram ser suscetiveis a hidrélise
sensivel ao pH sob microambientes tumorais e apresentaram maior citotoxicidade e melhor
atividade antitumoral num modelo de rato de melanoma em comparacdo com micelas

insensiveis ao acido e a farmacos livres (26,48).
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Sensibilidade a temperatura

Idealmente, os nanossistemas termo-sensiveis permanecem estdveis a temperatura
corporal (~372C), e libertam rapidamente o farmaco dentro dos tecidos tumorais sob uma
hipertermia local (~40-422C) para evitar que as suas cargas Uteis passem por uma rapida
eliminacdo da circulacdo. Quando exposto a campos magnéticos alternados ou a aquecimento
com campos de radiofrequéncia de ondas curtas, o calor produzido a partir da energia
eletromagnética aplicada pode eliminar células de melanoma diretamente ou através da
libertacdo do farmaco desencadeado pelo calor a partir de nanossistemas com resposta
térmica (26). Assim, a terapia de hipertermia explora o calor exégeno para eliminar as células
tumorais, que tendem a ser mais sensiveis a aumentos de temperatura do que as células
saudaveis. A termoablacdo fornece uma estratégia livre de farmacos para destruir células
cancerigenas, proporcionando opcoes de tratamento melhoradas para doentes com
melanoma e resisténcia a multiplos farmacos, cujos tumores poderiam ter adquirido
mecanismos para resistir aos efeitos de uma variedade de tipos de farmacos com diversas
propriedades estruturais (48). Neste contexto, uma estratégia promissora foi desenvolvida
por Lu et al. (2009), na qual a ablacdo fototérmica in vivo obtida através de nanoesferas de
ouro irradiadas por infravermelho com um andlogo da hormona estimulante de alfa-
melandcito, um potente agonista do MCI1R sobre expresso em melanoma, induziram
destruicdo seletiva de células de melanoma B16 (84).

Por outro lado, num estudo realizado por Balivada et al. (2010) foram utilizadas
nanoparticulas de Fe/Fes04 revestidas com porfirina, administradas tanto por via
intratumoral como IV, em ratinhos com tumores de melanoma B16, pelo que se verificou uma
diminuicdo substancial no volume do tumor por termoablacdo sob exposicdo a um campo
magnético alternado. De facto, esta abordagem fornece um efeito hipertérmico local no
tumor, resultando em apoptose das células de melanoma e, desse modo, desencadeia a

regressao tumoral (85).

Sensibilidade a luz

A terapia fotodinamica é agora considerada como uma das estratégias mais promissoras
para o tratamento de cancro da pele por ser menos invasiva do que a cirurgia, sem efeitos
secundarios a longo prazo e devido a possibilidade de controlo espacial e remoto preciso. Os

nanossistemas sensiveis a luz podem ser projetados combinando substancias opticamente
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ativas (por exemplo, corantes funcionais, metais e materiais fotossensiveis). Estes sdo capazes
de alterar a energia da luz para o calor (fototérmico) e desta forma libertar os farmacos
quando irradiados por luz UV, visivel ou NIR. Para tumores grandes e profundos, esses
fotossensibilizadores de luz visivel sdo menos efetivos, enquanto a luz NIR pode proporcionar

maiores profundidades de penetracdo do que a luz visivel (26).

Sensibilidade aos ultrassons

A sensibilidade ao ultrassom representa um método atraente e eficaz para a libertacao
de farmacos, devido aos efeitos secundarios menos prejudiciais relativamente aos tecidos
normais circundantes e a auséncia de radiacdo ionizante. Além disso, a profundidade de
penetracao é de facil regulacdo pela modulagao da frequéncia do ultrassom, energia e tempo
de exposicdo. A energia acustica absorvida pelos tecidos pode produzir um efeito térmico, que
desencadeia a libertacdo de farmacos (26). A exposi¢cdo ao ultrassom demonstrou também
estimular a entrega intracelular de fdrmacos por nanoparticulas em células de melanoma, com
implicagGes claras para a farmacodinamica da libertacao de farmacos nas nanoparticulas num
ambiente clinico (48).

A administracdo tdpica na pele leva a captacdo confinada nas camadas epidérmicas
superiores sem penetracao total da pele. Isto é devido, em parte, a estrutura da pele, com a
epiderme e a derme protegidas por uma camada superficial queratinizada, que impede que a
maioria dos agentes aplicados topicamente chegue a lesdes melanociticas precoces que se
desenvolvem na juncdo epidérmica ou de chegar localmente a metdstases invasivas de
melanoma cutaneo localmente na derme da pele. Assim, uma estratégia promissora para o
transporte através da camada queratinizada é o uso de ultrassom de baixa frequéncia para
permeabilizar a pele, permitindo a passagem de macromoléculas, sem danos significativos na
pele. A combinacdo das qualidades protetoras dos nanossistemas com a capacidade
permeabilizante do ultrassom de baixa frequéncia é uma estratégia para o transporte de
farmacos em lesdes melanociticas presentes na pele para prevenir ou tratar o melanoma

cutaneo (78).

Por fim, apesar de ser obtido um controlo espacial e temporal muito melhor sobre a
libertacdo de farmacos, em comparacao com os sistemas de entrega convencionais, os

sistemas responsivos ao estimulo ndo estdo completamente desprovidos de efeitos
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secundarios. Por exemplo, um pH mais baixo pode também estar presente in vivo em alguns
orgaos e tecidos normais, bem como em locais inflamatérios. Como resultado, a extensdo da
sensibilidade ao estimulo dos nanossistemas desenvolvidos precisa de ser cuidadosamente
considerada. Além disso, a procura de nanossistemas cada vez mais complexos de resposta a
estimulos geralmente ignora os perfis de seguranca (por exemplo, a utilizacdo de biomateriais
com excelente multifuncionalidade, mas com baixa biocompatibilidade/biodisponibilidade
para modificacdo), o que ira dificultar o desenvolvimento de um nanossistema mais seguro

(26).

4.8. A nanotecnologia na terapia combinada no melanoma

Como o melanoma é altamente heterogéneo, um Unico agente anticancerigeno ndo é
suficiente para levar a sua cura, geralmente devido ao desenvolvimento de resisténcia
tumoral. A terapia de combinacdo foi assim explorada para aumentar ainda mais a eficacia do
tratamento de farmacos nano-fornecidos (3,26,82).

De facto, a nanomedicina prometeu revolucionar o tratamento de doentes com cancro
no futuro. Vdrias nanoparticulas estdo em fase de desenvolvimento e em testes para a
imagiologia de tumores e entrega de farmacos vetorizados para o melanoma (48).

As terapias combinadas podem fornecer resultados positivos in vitro que nem sempre
sao reproduzidos em ensaios clinicos. O principal motivo dessa inconsisténcia esta relacionado
com as diferentes propriedades farmacocinéticas dos farmacos combinados, que podem ter
diferentes vias metabdlicas especificas nos doentes. Esta situacdo torna muito dificil a
concecao da correta formulacdo, dosagem e via de administracdo de tais terapias (48).

Uma das principais razdes para o insucesso de muitas terapias combinadas em ensaios
clinicos prende-se com as diferentes vias metabdlicas dos farmacos. Assim, a encapsulacdo
num nanossistema evita esse obstaculo ao proteger as substancias de serem metabolizadas
até atingirem o seu alvo. Diferentes nanoformula¢des foram utilizadas para fornecer
simultaneamente combinac¢bes de diversos farmacos, geralmente com melhores efeitos
terapéuticos do que as terapias combinadas convencionais para o tratamento de tumores
multirresistentes (48).

A interacdo entre dois farmacos depende da relacdo de dose entre eles e pode ser

sinérgica ou potencialmente antagonista. Portanto, a importancia de manter a relacdo
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terapéutica sinérgica ao longo da nanoformulacdo ndo pode ser ignorada. O processo de
coencapsular dois farmacos em um Unico nanossistema revela-se dificil se os farmacos
diferirem consideravelmente nas suas propriedades fisico-quimicas. Assim, sdo desejadas
formulagbes, capazes de encapsular e entregar multiplos fadrmacos com propriedades fisico-
qguimicas diversas, mantendo a relac¢do sinergética controlada (63).

A vantagem da terapia de combinagao através de nanossistemas em relagdo a terapia
de combinacdo convencional reside na sua capacidade de aumentar a entrega no local do
tumor de forma a reduzir toxicidades inespecificas e limitantes de dose para os tecidos
saudaveis, enquanto contornam muitos mecanismos de resisténcia para superar a resisténcia
a multiplos farmacos (26).

Relativamente a terapia combinada com siRNA, a capacidade de um uUnico transportador
entregar diversos subtipos de acido nucleico com toxicidade associada minima pode
potencialmente expandir a sua aplicacdo de forma a abranger aplicacdes terapéuticas de
genes a longo prazo, bem como aplicacdes de tratamento de curto prazo (26,73). Neste
contexto, Beloor et al. (2012) demonstraram a eficacia de uma estratégia combinada,
utilizando nanoparticulas que co-transportam siRNAs visando os trés genes Bcl-2, VEGF e c-
Myc, envolvidos em vias distintas da progressdo do cancro, como abordado anteriormente. A
formulagdo foi testada como uma plataforma de entrega tanto in vitro como in vivo em
tumores sélidos apds a sua administracao sistémica num modelo de melanoma de ratinho. A
administracdo IV resultou numa acumulagao preferencial e melhorada das nanoparticulas no
tecido tumoral. A expressdo genética para todas as trés proteinas foi marcadamente
diminuida e observou-se regressao tumoral significativa de 35-50%, tanto em termos de area
tumoral e peso do tumor estabelecido em comparacdo com os ratos de controlo ndo tratados
(73).

A terapéutica anticancerigena convencional pode resultar no efeito de resisténcia a
farmacos apds a administracao a longo prazo. Essa resisténcia constitui uma barreira para um
melhor tratamento do cancro, logo, para evitar o seu surgimento, é racional projetar uma
modalidade de tratamento onde a terapia multidimensional é possivel (50,86).

O conhecimento atual sugere que os regimes anticancerigenos-imunoterapéuticos
combinados podem ter um grande potencial para melhorar o resultado clinico de doentes
com cancro. Assim, estd estabelecido que o crescimento do tumor suprime a resposta imune

anticancerigena no seu microambiente local para facilitar o seu crescimento. A imunoterapia
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estimula o sistema imune e, portanto, ajuda a induzir uma resposta antitumoral efetiva. Deste
modo, a tolerancia imune e a regulagao induzida por células tumorais podem ser manipuladas
por terapéuticas anticancerigenas para gerar uma ativacdo imune mais potente com
imunoterapia quando é utilizada a abordagem anticancerigena-imunoterapéutica combinada.
Desta forma, a imunoterapia com terapia anticancerigena é uma estratégia de tratamento
emergente. Embora a anticancerigena-imunoterapia combinada seja conhecida por ser
melhor do que terapéutica anticancerigena ou imunoterapia isoladas para o tratamento de
cancro, foram feitas poucas tentativas para o desenvolvimento de um conjugado com
atividade combinada anticancerigena-imunoterapéutica. Por exemplo, Roy et al. (2011)
incorporaram um lipossacarideo imunoestimulante e PTX na mesma nanoparticula para
formar um conjugado anticancerigeno-imunoterapéutico e avaliaram a sua atividade
anticancerigena, apods a administragdo IV, num modelo de tumor de ratinho. A atividade
antitumoral in vivo foi significativamente maior e uma maior percentagem de células imunes
ativadas foi encontrada no microambiente tumoral dos ratinhos tratados com o conjugado
em comparagao com o grupo tratado com a formulagdao comercial da solugao de PTX (Taxol®).
Cerca de 80% dos ratinhos portadores de tumor tratados com a formulacdo sobreviveram 30
dias apds o tratamento, enquanto apenas 50% dos ratinhos tratados com PTX sobreviveram
esse tempo. Em geral, estes resultados sugerem o desenvolvimento de um novo composto
anticancerigeno-imunoterapéutico com o potencial de abrir novos caminhos para a terapia do
cancro no futuro préximo (86).

Embora promissor, o desenvolvimento de nanoterapias combinadas tem os seus
préoprios desafios. A caracterizacao fisico-quimica da combinacdo de cargas Uuteis pela
determinacdo da capacidade de carga 6tima dos nanossistemas no contexto da relagdo
sinérgica é o primeiro aspeto que precisa de ser considerado. Além disso, os componentes
terapéuticos combinados ndo devem ter interacbes farmacocinéticas e devem ser bem
tolerados nas razdes e concentragOes utilizadas. Do mesmo modo, a sequéncia errada da
libertacdo do farmaco poderia reduzir o efeito sinérgico dos farmacos terapéuticos co-
encapsulados. Apesar das dificuldades, os avangcos na compreensdo do sinergismo dos
farmacos e a evolucdo da nanotecnologia podem permitir o desenvolvimento de
nanossistemas combinados robustos com uma eficacia terapéutica melhorada e um potencial

reduzido para problemas de toxicidade ndo desejadas e desconhecidas (3,26).

53



Nanomedicina: Aplicagdao de nanossistemas na terapéutica do melanoma

4.9. A nanomedicina nos ensaios clinicos no melanoma

Uma grande variedade de nanomedicinas baseadas em proteinas, bioconjugados de
polimeros, micelas, lipossomas e muitos outros tipos de nanomateriais foram investigados nos
doentes com melanoma metastdtico, incluindo o nab-paclitaxel, Taxoprexina (acido
docosahexaendico-PTX), Margibo® (sulfato de vincristina lipossomal), Caelyx®, ADI-PEG-20
(arginina desiminase peguilado), Peglintron (interferdo alfa-2b recombinante com
monometoxiPEG) (26,87,88). No entanto, a maioria dos ensaios clinicos centrou-se em
produtos comercializados, como o Caelyx® ou o nab-paclitaxel, referidos anteriormente na
seccao 4.3.1, quer investigando novas indica¢des ou testando terapias em combinagdao com
outros agentes anticancerigenos (26).

Primeiramente, é importante clarificar que a angiogénese pode ser um alvo importante
no melanoma, dado o seu papel na progressao do melanoma e na metastase. O VEGF é sobre
expresso em melanomas metastaticos e pode contribuir para a progressao da doenca, como
referido na sec¢do 4.6.4. O bevacizumab (Avastin) é um anticorpo monoclonal que visa incidir
no VEGF humano, ligando-se a ele e inibindo o seu efeito. Como resultado, as células
cancerigenas ndao conseguem estimular a angiogénese e sdo privadas de oxigénio e de
nutrientes, impedindo o crescimento dos tumores. Os ensaios com bevacizumab em
monoterapia no melanoma foram limitados, mas foram observados resultados promissores
em doentes com melanoma metastatico. O bevacizumab ndo é diretamente citotdxico,
portanto, combina-lo com um agente citotdxico pode melhorar a sua eficacia antitumoral
(89,90). Desta forma, Spitler et al. (2015) realizaram um ensaio de fase |l de forma a investigar
a eficacia e seguranca da combinacdo de nab-paclitaxel (150 mg/m?2) por via IV administrado
semanalmente durante 3 semanas e bevacizumab (10 mg/kg) IV a cada 2 semanas como
terapia de primeira linha em cinquenta doentes com melanoma metastatico ndo ressecavel.
Neste estudo, a combinagcdo demonstrou atividade significativa e foi bem tolerada, com
notdvel melhoria na taxa de resposta. A taxa de PFS aos 4 meses foi de 75%. O PFS médio foi
de 7,6 meses e a sobrevida média global foi de 16,8 meses. A taxa de sobrevivéncia global foi
de 64% no 1 ano e 30% até aos 2 anos seguintes. Assim e de acordo com este estudo, o
tratamento com esta combinacdo pode desempenhar um papel no tratamento de doentes
com doenga rapidamente progressiva cujos tumores ndo possuam a mutagao BRAF ou em

doentes cuja doenca progrida na terapéutica com um inibidor de BRAF (90).
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Com base na utilidade promissora do nab-paclitaxel, como abordado anteriormente, no
melanoma metastatico, um estudo de fase Ill desenvolvido por Hersh et al. (2015) comparou
a eficacia e a seguranca do nab-paclitaxel (150 mg/m?) administrado via IV nos dias 1, 8 e 15
a cada 4 semanas com a DTIC (1000 mg/m?) administrada a cada 3 semanas em doentes com
melanoma metastdtico sem tratamento prévio com terapéuticas anticancerigenas. Desta
forma, verificou-se uma PFS de 4,8 meses e de 2,5 meses, com nab-paclitaxel e a DTIC,
respetivamente. Por outro lado, a sobrevida global média foi de 12,6 meses com nab-
paclitaxel e de 10,5 meses com a DTIC, como se pode verificar na figura 4.18. Os eventos
adversos mais comuns relacionados com o tratamento foram neuropatia e neutropenia.
Assim, em comparagdao com a DTIC, o nab-paclitaxel reduziu em mais de 20% o risco de
progressao da doenga ou morte, pelo que o tratamento com este farmaco demonstrou um

beneficio clinico superior a DTIC com um perfil de seguranga controlavel (91).
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Figura 4.18 Probabilidade de sobrevivéncia livre de progressdo e de sobrevivéncia na populagdo tratada.
Adaptado de (91).
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Por outro lado, o Caelyx® é uma formulagdao que contém cloridrato de DOX contido em
lipossomas peguilados. Desta forma, podem evitar a capta¢ao pelo RES e permanecer
indetetdveis pelo sistema imunoldgico. Como resultado, esta formulacao tem um longo tempo
de circulagao, e os lipossomas eventualmente extravasam através dos vasos anormalmente
permedveis caracteristicos de muitos tumores e acumulam-se no tecido tumoral. Uma vez
concentrado nos tumores, ha a desagregacdao dos lipossomas e a entrega de altas
concentragdes de DOX ao tumor (92,93). Nos ultimos anos, o Caelyx® emergiu como um novo
medicamento importante para o tratamento de uma ampla gama de cancros, pelo que tem
sido utilizado a nivel experimental na terapéutica do melanoma (94). Neste contexto, num
ensaio clinico de fase Il, Fink et al. (2004) avaliaram a eficacia de Caelyx® em 30 doentes com
melanoma metastatico tratados anteriormente com terapias antineopldsicas. O Caelyx® foi
administrado numa dose de 50 mg/m? por via IV nos dias 1, 22, 43 e 64, seguido de uma
terapia de manutenc¢do com 40 mg/m? a partir do dia 85 num intervalo de 4 semanas. O
Caelyx® como monoterapia é bem tolerado, mas de eficdcia clinica limitada. O tempo médio
de sobrevivéncia foi de 214 dias (94). Por outro lado, também Smylie et al. (2007) reportaram
num estudo de fase Il a eficacia e tolerabilidade de Caelyx® administrado via IV numa dose de
20 mg/m? a cada 2 semanas, em doentes com melanoma maligno avancado n3o tratados
previamente com terapias antineopldsicas (92). No entanto, estes dois estudos de fase Il
confirmam a falta de atividade clinica do Caelyx® como monoterapia nos doentes avaliados
com melanoma maligno avangado, pelo que os ensaios foram interrompidos (92,94).

Assim, embora o nab-paclitaxel tenha provado ser benéfico, nem todas as

nanomedicinas anticancerigenas sao eficazes para doentes com melanoma maligno (3,92,94).
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5. Conclusao

Embora alguns progressos tenham sido alcancados no uso da nanomedicina para o
tratamento do melanoma metastatico, a doenca continua a ser incuravel.

Os novos farmacos contra o melanoma, que visam alteracdes moleculares especificas
ou carateristicas imunoldgicas, provaram ser muito superiores a terapéutica anticancerigena
convencional, porém a sua maior toxicidade e o aparecimento de resisténcias sdao as principais
limitacdes para o seu uso. Portanto, é necessario desenvolver estratégias terapéuticas que
possam aumentar a eficdcia do farmaco, superar a resisténcia e reduzir os efeitos secundarios,
de forma a lidar efetivamente com a doenca apds a sua disseminacdao metastatica.

Até ao momento, relativamente poucos nanossistemas anticancerigenos para a
terapéutica do melanoma entraram no mercado, embora os nanossistemas tenham
demonstrado um potencial experimental promissor. A discrepancia entre a grande
quantidade de pesquisas experimentais dedicadas aos nanossistemas na terapia do
melanoma e a quantidade de nanomedicinas antimelanoma comercializadas, poderd ser, em
primeiro lugar, devido a limitada translacdo de muitos dados pré-clinicos promissores para os
seres humanos. Por exemplo, o efeito EPR é muito mais heterogéneo em doentes com
melanoma humano do que o observado nos modelos de animais com melanoma devido a
maior heterogeneidade na permeabilidade vascular tumoral e no fluxo sanguineo. Entretanto,
a falta de padronizagao de estudos pré-clinicos muitas vezes dificulta a comparagao desses
resultados entre diferentes grupos experimentais. Além disso, a questao de os nanossistemas
vetorizados serem mais eficientes na administracdao de farmacos do que os nanossistemas nao
vetorizados, ainda esta em debate, visto que o ligando ou anticorpo por si sé ndo consegue
vetorizar o nanossistema para o tumor alvo, apesar da maior probabilidade em se ligar e ser
internalizado pelas células tumorais. Por outro lado, a inconsisténcia geral de lote para lote e
a complexidade do processo de concecgao e sintese dos nanossistemas também prejudica a
sua producdo industrial em escala comercial. Do mesmo modo, a plasticidade fenotipica dos
tumores de melanoma resultantes da interacdo de alteracGes genéticas, epigenéticas e
fatores ambientais traz grandes desafios para a criagdo de um nanossistema "de tamanho
Unico" que seja aplicavel a todos os diferentes subgrupos de melanoma. Além disso, a
diversidade do melanoma também pode influenciar a quantidade, densidade e agrupamento

dos recetores que sdo sobre expressos em células de melanoma. Assim, a diferente expressao
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do recetor entre individuos ou em estadios de melanoma distintos pode explicar o motivo de
um efeito "fora do alvo" ainda poder ocorrer apesar do uso de ligandos de alta afinidade que
se ligam a esses recetores.

Em conclusdo, é necessdrio uma compreensdao aprofundada sobre a interacao das
mutacdes genéticas e imunobioldgicas envolvidas na melanomagénese. Como aproveitar ao
maximo o efeito EPR e aumenta-lo, e como combinar a nanotecnologia com o progresso
clinico recentemente destacado no melanoma sdo os problemas mais urgentes que precisam
ser resolvidos.

No ambito histérico da pesquisa farmacéutica, o campo da nanotecnologia e a sua
aplicagdao na medicina ainda estd no seu inicio. Assim, prevé-se que no futuro os obstaculos a

comercializagao das nanomedicinas sejam entretanto ultrapassados.
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