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Resumo

O cancro colorretal (CCR) € um cancro que se desenvolve no intestino grosso,
mais especificamente no célon que é a parte mais comprida ou no reto, que é a parte
final mais reta do intestino grosso. O CCR é 0 3° cancro mais comum a seguir ao cancro
da mama e da préstata, com uma taxa de incidéncia acima dos 30 casos por 100.000
habitantes em Portugal, afetando mais os homens do que as mulheres, tendo sido
diagnosticados mais de 1,3 milhdes de novos casos em 2012. O risco de desenvolver
CCR é multifatorial, estando associado a fatores como o tabagismo, a obesidade, a
inatividade fisica, o consumo elevado de carne vermelha, os fatores genéticos e sendo
a idade o maior fator de risco.

A quimioterapia convencional, muitas vezes nao consegue eliminar
subpopulacdes de células cancerigenas altamente agressivas e dotadas de resisténcia
a quimioterapia, as quais possuem a capacidade de melhorar a heterogeneidade do
tumor e desenvolver metastases. Uma das abordagens para contornar estes problemas
é a utilizacdo de anticorpos monoclonais, sendo que este conceito foi proposto por Paul
Ehrlich ha mais de um século. O desenvolvimento da tecnologia de hibridomas em 1975
permitiu a produgdo de anticorpos monoclonais. Juntamente com a sua especificidade
para o alvo, sendo relativamente bem tolerados e apresentando uma semi-vida longa,
contribuiram para o sucesso no desenvolvimento de medicamentos. Os anticorpos
monoclonais melhoram significativamente o tratamento de uma variedade de doencgas
humanas. Os mecanismos de acdo mais bem descritos de anticorpos monoclonais
terapéuticos incluem citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos,
citotoxicidade dependente do complemento, fagocitose celular dependente de
anticorpos e inducéo da morte celular.

De forma a melhorar a adeséo a terapéutica e aumentar mais a especificidade é
cada vez mais comum associar anticorpos monoclonais a nanomedicina. A
nanomedicina tem vindo a desenvolver-se em grande escala nos Ultimos anos, nas
areas de terapéutica, diagnostico e biossensores, agentes de imagem e monitorizagdo
e reparacao e engenharia tecidular. As vérias aplicagfes indicam, que a associagao de
anticorpos monoclonais a nanotecnologia melhora significativamente os resultados
terapéuticos, pois 0s anticorpos tém elevada especificidade com efeitos secundarios
mais reduzidos e sdo o foco de muitos trabalhos de investigacdo em doencas que
necessitam de tratamento clinico ou cirargico intensivo.

O objetivo desta monografia € explorar a utilizacdo de anticorpos monoclonais

em nanotecnologia no tratamento do cancro colorretal, abordando-se os diferentes



nanossistemas existentes e as suas potenciais vantagens, como forma de aumentar a

especificidade para o CCR.

Palavras-chave: anticorpos monoclonais, cancro colorretal, nanomedicina,

nanossistemas e nanotecnologia.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) develops in the large intestine, more specifically in the
colon, which is the longest part of in the rectum, which is the straightest end of the large
intestine. CRC is the 3rd most common cancer after breast and prostate cancer, with an
incidence rate above 30 cases per 100,000 inhabitants in Portugal, affecting men more
than women. Around 1.3 million of new cases were diagnosed in 2012. The risk of
developing CRC is multifactorial, being associated with factors such as smoking, obesity,
physical inactivity, high consumption of red meat, genetic factors and with age being the
biggest risk factor.

Conventional chemotherapy often fails to eliminate subpopulations of highly
aggressive cancer cells that are resistant to chemotherapy, can improve tumor
heterogeneity, develop metastasis and lack specificity. One of the approaches to solve
these problems is the use of monoclonal antibodies, and this concept was proposed by
Paul Ehrlich more than a century ago. The development of hybridoma technology in 1975
allowed the production of monoclonal antibodies. Together with its specificity for the
target, being relatively well tolerated and presenting a long half-life, they contributed to
the success in the development of medicines. Monoclonal antibodies significantly
improve the treatment of a variety of human diseases. The best-described mechanisms
of action of therapeutic monoclonal antibodies include antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity, complement-dependent cytotoxicity, antibody-dependent cell phagocytosis,
and apoptosis.

To improve adherence to therapy and increase the specificity even more, it is
increasingly common to associate monoclonal antibodies to nanomedicine.
Nanomedicine has been developing on a large scale in recent years, not only in the
therapeutic area, where there are applications by various routes of administration (ex:
topical, oral, parenteral, pulmonary, etc.), but also in diagnostic and biosensors, imaging
and monitoring agents and tissue repair and engineering. This proves that
nanotechnology associated with monoclonal antibodies significantly improves
therapeutic results, as they have high specificity with reduced side effects and are the
focus of many studies on diseases that need intensive clinical or surgical treatment.

The objective of this work is to explore the use of monoclonal antibodies in
nanotechnology in the treatment of CRC, addressing the different existing nanosystems
and their potential advantages, as a way of increasing the specificity for CRC.
Keywords: colorectal cancer, monoclonal antibodies, nanomedicine, nanosystems and

nanotechnology.
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NanozZnD — Nanoparticulas de ouro cobertas com polimero de polietilenoglicol com o
compostos de zinco e doxorrubicina anexados, embebidos em albumina de soro bovino
e moléculas de cetuximab acopladas

NLC - Transportadores lipidicos nanoestruturados, do inglés nanostructured lipid
carriers

NP-PEG — nanoparticulas de albumina de soro humano revestidas com revestimento de
polietilenoglicol

PAN — Panitumumab

PCL - Poli-(caprolactona)

PDA — Polidopamina

PEG - Polietilenoglicol

PGA — Poli-(acido glutamico)

PLA - Poli-(acido latico), do inglés

PLGA - Poli-(acido D,L-latico-co-glicélico), do inglés poli-(lactic-co-glicolic D,L acid)
PoCR - reacdo em cadeia da polimerase, do inglés polimerase in chain reaction

RMI — Ressonancia magnética

SLN — Nanoparticulas lipidicas soélidas, do inglés solid lipid nanoparticules

SN-38 — Antineoplasico analogo da camptotecina

SWNT — Nanotubos de parede Unica do inglés single wall nano tubes

SWNT-COOH — Nanotubos de parede Unica com grupos carboxilicos anexados
SWNT-PEG6000-NH2 — Nanotubos de parede Unica com polimeros de polietilenoglicol
acoplados

SWNT/py38 — Nanotubos de parede unica com cadeias de SN-38 anexadas
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SWNT-25/py38 — Nanotubos de parede Unica com cadeias de SN-38 e cadeias de
cetuximab anexadas

UE — Unido Europeia

V-cADN - copia de ADN da regido variavel de murino

VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular, do inglés vascular endotelial growth
factor

ZnD — Composto de zinco e doxorrubicina
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1. Introducao

O cancro colorretal (CCR) é o terceiro cancro mais comum em homens e o
segundo em mulheres. A incidéncia é maior no sexo masculino com uma razao de 1:4.
Com 608.000 mortes estimadas a cada ano, aproximadamente 8% de todas as mortes
por cancro, o CCR é a quarta causa de morte relacionada com cancro, mais comum no
mundo (1).

Em 2012 foram diagnosticados cerca de 14 milhdes de novos casos de cancro
e 8 milhbes de mortes por cancro mundialmente. Em 2015 ocorreram cerca de 16,6
milhdes de mortes devido a cancro e especula-se que em 2030, o nimero de novos
casos chegue aos 21 milhdes (2,3). Em 2009, o custo econémico do cancro na Unido
Europeia (UE) foi de 126 mil milhGes de euros, dos quais 12% (15 mil milhdes) se
destinaram ao cancro da mama. Os custos diretos de tratamento correspondem a 40%
destes valores (4).

A nanomedicina utiliza ferramentas, tal como o nome indica, a escala
nanométrica para o diagnéstico, prevencao e tratamento de doencas e para obter maior
compreensdo da complexa fisiopatologia subjacente a doenca. O objetivo final é
melhorar a qualidade de vida de doentes (5). A aplicacdo da nanotecnologia mudou o
ambiente da industria farmacéutica e de biotecnologia para produzir medicamentos mais
seguros e eficientes. O sistema de administracdo de farmacos, bem como a taxa
exponencial de descobertas baseadas em nanoparticulas, levaram ao aumento do
interesse pela nanomedicina (6).

Os anticorpos monoclonais (AbMo) melhoram significativamente o tratamento de
uma variedade de doengas humanas. Os mecanismos de a¢cdo mais bem descritos de
anticorpos monoclonais terapéuticos incluem citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos (ADCC), citotoxicidade dependente do complemento (CDC),
fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP), indugdo da morte celular, e
envolvimento de recetores superficiais de células (7). De forma a melhorar a adeséo a
terapéutica e aumentar mais a especificidade, é cada vez mais comum associar
anticorpos monoclonais a nanotecnologia. Estes novos sistemas, com as suas
propriedades Unicas, criaram varias estratégias para superar as complicacdes e eliminar
as "falhas" dos tratamentos convencionais, a fim de estabelecer melhores resultados
terapéuticos (8).

Congregando todos os aspetos descritos, esta dissertacdo tem como principal

objetivo descrever os anticorpos monoclonais que sao utilizados em nanossistemas com



aplicacdo na terapéutica de cancro colorretal, abordando as suas carateristicas,

vantagens e desvantagens e resultados obtidos na sua aplicacao.

2. Metodologia

Pretende-se com esta dissertacdo de mestrado a elaboracdo de uma revisao
bibliografica que demonstre as aplicagbes de anticorpos monoclonais em
nanossistemas na terapéutica de cancro colorretal, fornecendo informacao atualizada e
sistematizada de modo a encontrar resposta ao objetivo colocado.

A metodologia utilizada consistiu numa revisao de diversas fontes bibliogréaficas,
realizada através de pesquisa de artigos cientificos em varias bases de dados,
nomeadamente, PubMed, Web of Knowledge, B-On, Elsevier, entre outras. Ap6s a
selecdo dos artigos, que possuam uma apresentacao légica e estruturada da
investigacdo mais relevante sobre a tematica, a informagdo dos mesmos foi
posteriormente cruzada de forma a aumentar a exatiddo das conclusdes retiradas. Os
termos de pesquisa utilizados foram: cancro colorretal, anticorpos monoclonais,
nanomedicina, nanotecnologia e nanossistemas, tanto em portugués como em inglés.

Assim sendo, com esta dissertacdo pretende-se apresentar conclusbes
relevantes sobre o tema, através da citacdo de estudos desenvolvidos pelos mais
diversos autores ao longo do tempo com uma apresentacéo logica e estruturada da
investigacdo mais relevante sobre a tematica, com vista a identificar o estado do

conhecimento sobre o tema, variaveis e resultados ja existentes.



3. Cancro Colorretal

O CCR, desenvolve-se no intestino grosso, especificamente no célon ou no reto.
Aproximadamente 96% s&o adenocarcinomas que resultam do crescimento prolongado
e lento de pélipos ou adenomas pré-cancerosos, na parede interna do célon e do reto.
Entre esses, 10% podem evoluir para cancro invasivo (9,10).

A maioria do CCR surgem no c6lon sigmoide e no reto, representado na figura
3.1, em que apresentam tendencialmente um aumento de carcinomas, localizados na
porgéo proximal, com o aumento de idade dos individuos (11).

Uma vez estabelecidas, essas células cancerigenas podem-se espalhar para a
parede colorretal e potencialmente invadir 0os vasos sanguineos ou linfaticos, levando a

metastases em 6rgaos e tecidos distantes, como figado ou pulmdes (10,12).
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Figura 3.1 - Representagdo do intestino grosso, a sua divisGo anatdmica e os principais gdnglios linfdticos. Adaptado
de (11).

O sistema digestivo consiste no trato digestivo, desde a boca até ao anus e esta
associado a 6rgdos acessorios, glandulas primarias com localizagéo exterior ao trato
digestivo. A porgdo mais distal do colon é o reto e esta localizado na pélvis, terminando
no canal anal, demonstrado na figura 3.1. A principal fun¢do do intestino grosso €
transformar o quimo, produzido nas fases anteriores da digestdo, em fezes que s&o
armazenadas até a sua eliminagdo. Durante este processo ocorre reabsor¢do de agua

e sais soluveis, secrecdo de muco e grande atividade bacteriana (13).



O reto esté localizado na pélvis e estende-se desde a mucosa anal até ao colon
sigmoide, apresentando cerca de 10 a 15 cm, que correspondem a parte final do
intestino grosso, demonstrado na figura 3.1. Ao longo deste percurso é produzido muco
gue lubrifica, permite o fluxo e protege contra a acdo de acidos produzidos pelas
bactérias (13).

3.1. Patogénese

O CCR resulta dos efeitos acumulativos de multiplas alteracdes genéticas
sequenciais, tais como mutagfes do &cido desoxirribonucleico (ADN). Os proto-
oncogenes, genes supressores tumorais e genes reparadores do ADN séo afetados por
alteracBes genéticas que contribuem para o cancro (14).

O CCR desenvolve-se, geralmente, a partir da mucosa normal, comegando por
um processo benigno, os polipos, que por sua vez podem progredir para doenca
invasiva. Em 1990, Fearon & Vogelstein, propuseram o primeiro modelo genético para
a tumorigenese colorretal, denominado por sequencia adenocarcinoma (15).

Este modelo postula:

e 0 aparecimento da neoplasia depende da ativacdo de oncogenes juntamente

com a inativacao de genes supressores de tumores;

e para que a transformacao seja maligna e necessaria a presenca de mutacdes

em pelo menos, quatro a cinco genes

e 0 numero total de alteracbes e mais importante do que a sua ordem de

aparecimento.

No entanto, € também reconhecido que apenas uma pequena por¢cao de adenomas
progridem para carcinoma invasivo e que a historia natural dos adenomas, polipos
hiperplasicos e carcinomas € extremamente variavel (16).

Os proto-oncogenes estdo envolvidos no crescimento e divisdo normal das
células que se podem tornar causadores de cancro, ou seja, oncogenes. Os genes
supressores de tumores atuam no controlo do crescimento e divisdo celular conduzindo
a uma divisao celular descontrolada. Os genes reparadores de ADN, quando sofrem
mutacdes ndo conseguem de reparar o ADN alterado, o que leva a mutacdes adicionais
noutros genes. A soma de todos estes fatores pode ser a origem de células
cancerigenas (14).

Os principais genes afetados estéo representados na tabela 3.1.



Tabela 3.1 - Principais genes afetados que levam a cancro colorretal. Adaptado de (17).

A inativacdo do gene leva a
ativacdo da via de sinalizacao

APC Supressor Tumoral Adenoma Inicial 70% WNT, proliferacao e
diferenciacdo do epitélio
colorretal

BRAF, Adenoma 10% L .

KRAS Oncogene Intermedirio 35% Ativacdo da via MAPK
SMAD?2, 5%, A perda do cromossoma 18q
SMADA4, | Supressor Tumoral | Adenoma Avancado 10%, leva a diminuicdo da via de
TGFBR2 15% sinalizacdo do TGF-

A perda do cromossoma 17p
TP53 Supressor Tumoral | Adenocarcinoma 50% leva ao aumento do stress
celular com danos no ADN

MLH1 Gene Mutator Via AIt.erna'tlva de 10% Afeta a repa.ra(;ao de ADN
Carcinogénese defeituoso
3.2. Epidemiologia e etiologia

O CCR é 0 3° cancro mais comum a seguir ao cancro da mama e da prostata,
com uma taxa de incidéncia acima dos 30 casos por 100.000 habitantes em Portugal,
afetando mais os homens do que as mulheres. Em 2012 foram, diagnosticados mais de
1,3 milhdes de novos casos, sendo mais prevalente nas regides mais desenvolvidas
com incidéncia a variar com a area geografica (2).

Na Europa, o CCR ¢é a segunda causa de morte em ambos 0s géneros e cerca
de 1 em cada 20 homens e 1 em cada 35 mulheres ir4 desenvolver CCR em algum
momento da sua vida. Por outras palavras, é diagnosticado cancro colorretal a cerca de
35 em cada 100.000 homens e 25 em cada 100.000 mulheres. A maioria dos doentes
com cancro colorretal tem mais de 60 anos na altura do diagnéstico, sendo que o cancro
colorretal é raro em pessoas com idade inferior a 40 anos (18,19).

A mortalidade global atribuida ao CCR e cerca de metade da sua taxa de
incidéncia tendo ocorrido, mundialmente, 694.000 mortes no ano de 2012. Nas ultimas
duas décadas tem-se verificado uma tendéncia de diminuicdo da mortalidade o que,

provavelmente, se deve ao aumento da detecdo da doenca em estadios mais precoces.



Nos Estados Unidos da América, o niumero estimado de novos casos de CCR em 2019
foi de 145 mil, o que representa 8,3% dos novos casos de cancro e numero estimado
de mortes por CCR foi de 51 mil, o que representa cerca de 8,4% de mortes por cancro
(20).

A mortalidade por sexo e a taxa de mortalidade por 100.000 habitantes em
Portugal, entre 2011 e 2015, estéo indicados na tabela 3.2, que nos indica que o nimero
de 6bitos por CCR foi aumentado de 2011 para 2015, com excec¢ao no ano de 2014 que
demonstrou uma diminuicdo no nimero de ébitos, enquanto que nas mulheres foi
diminuindo de 2011 para 2015, com exceg¢do no ano 2013 que sofreu um ligeiro aumento
no nimero de 6bitos. Em termos de numero de 6bitos conclui-se que morrem cerca de

11 pessoas por ano, devido ao CCR.

Tabela 3.2 - Indicadores de mortalidade relativos a Tumor Maligno do Colone Reto, por sexo, em Portugal. Adaptado

de (19).

‘2011 2012 2013 2014 2015
H/M
Numero de 6bitos 3791 3776 3803 3760 3812
Taxa de mortalidade por 100.000 Habitantes 216 21,2 21,2 20,5 205
Homens
NUmero de ébitos 2161 2222 2213 2181 2284
Taxa de mortalidade por 100.000 Habitantes 29,6 29,7 29,4 28,3 29,1
Mulheres
Numero de débitos 1630 1552 1590 1579 1525
Taxa de mortalidade por 100.000 Habitantes 15,6 14,9 14,1 14,7 16,8

Em termos de mortalidade, o grafico 1 mostra os dados de Portugal divididos por
regides por cada 100.00 habitantes em Portugal. Este indica que a regido com maior
mortalidade é o Alentejo Litoral, seguido pelo Alentejo Central, Médio Tejo e Oeste, com

mortalidade semelhante (19).



Grdfico 1 - Mortalidade Regional por Cancro Colorretal. Adaptado de 2017 (19).
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Segundo o Plano Regional de Oncologia do Alentejo, em 2013 o carcinoma do

colon foi 0 mais diagnosticado na regido do Alentejo e o carcinoma do reto foi o quinto.

Cerca de 20 a 25% dos doentes diagnosticados necessitam de intervencao cirdrgica de

urgéncia e 25% dos doentes apresentam doenca metastatica a data do diagnéstico (21).

3.3. Sinais e Sintomas

Os principais sintomas de um tumor colorretal em estadio inicial sdo

frequentemente vagos e dependem da localizacdo do tumor no intestino. Num estadio

muito inicial, a maioria dos cancros colorretais ndo provoca quaisquer queixas ou

sintomas (18,22)

. Estes podem incluir:

e Mudanca nos habitos intestinais, incluindo diarreia ou obstipacao

e Fezes pastosas de cor escura;

e Fezes afiladas (em fita);

e Sangramento retal ou sangue nas fezes;

» Desconforto abdominal persistente, como célicas, gases ou dor;

e Sensacgédo de esvaziamento incompleto do intestino;

e Fraqueza ou fadiga;

o Perda de peso inexplicavel,

e Nauseas e vomitos;

e Sensacdo dolorida na regido anal, com esforco ineficaz para evacuar.



Por vezes, com o crescimento tumoral, podera ocorrer perda de sangue que nao
€ visivel a olho nu e pode provocar uma caréncia de ferro e/ou anemia, causar sintomas

de fadiga e falta de ar e até obstrucao intestinal (17,22).

3.4. Fatores de risco

O CCR é uma doenca muito heterogénea com um risco de desenvolvimento que
aumenta com a idade e com a presenca de lesdes como os pélipos adenomatosos e
doenca inflamatéria do intestino, como doenca de Crohn e colite ulcerosa. O risco
genético familiar associado a sindromes hereditarios e a histéria familiar de CCR
constituem também fatores de risco elevados para o seu desenvolvimento. Existem
ainda fatores ambientais que parecem também contribuir para o aumento do risco do
seu desenvolvimento. Os fatores de risco modificaveis estdo relacionados com o estilo
de vida, que incluem a dieta alimentar, nomeadamente uma alimentacdo rica em
gordura, carnes vermelhas e alimentos processados e pobre em fibra, um estilo de vida
sedentario, obesidade e sindrome metabdlico, consumo excessivo de &lcool e
tabagismo. Os fatores de risco ndo modificaveis sao os fatores ndo controlaveis, que
incluem idade superior a 50 anos, raca e etnia, histéria pessoal de pdlipos colorretais ou
CCR, historial de doencga inflamatéria intestinal, colite ulcerosa ou doenga de Crohn,
Sindrome de Lynch ou diabetes mellitus tipo 2 (23-25).

3.5. Diagndstico

Quando existem suspeitas de CCR, devido a presenca de um ou mais sintomas,
ou a idade ou saude em geral gerem essa suspeicdo, devem-se realizar alguns testes
ou exames para confirmar o diagnéstico. O cancro pode demorar varios anos para se
desenvolver e a detecdo nos estadios iniciais aumenta significativamente a eficacia de
tratamento (25).

Em 2003 o National Cancer Policy Board, estimou que um investimento de
pequenas dimensfes para implementar rastreios, rapidos e eficazes, resultaria numa
queda de 29% em mortes de cancro num espaco de 20 anos. Os exames de diagnodstico
permitem detetar e distinguir o CCR de outro tipo de lesbes benignhas, permitindo
também identificar o estadio e a fase em que se encontra o tumor, de forma a
estabelecer a terapéutica a aplicar ao doente (14,26,27).

E recomendada a realizac&o de testes de rastreio, pois permitem a detecéo do
cancro numa fase inicial, e a prevencdo do CCR pela remoc¢ao de pdélipos antes de se
tornarem cancerigenos assim como cancros em estadios iniciais para 0s quais o

tratamento € menos extensivo e mais eficaz (9).



Vérios tipos de testes podem ser utilizados para dete¢do do cancro colorretal:
Endoscopia

e Sigmoidoscopia: uma sonda iluminada, sigmoidoscépio, € inserida no reto e no célon

inferior, para detetar polipos e outras anomalias, ilustrado na figura 3.2 (14).

Sigmoidoscopia

Sigmoid colon

Figura 3.2 - Demonstragdo do exame Sigmoidoscopia. Adaptado de National Cancer Institute, 2019 (12).

e Colonoscopia: Uma sonda iluminada, colonoscopio, € inserida no reto e em todo o

colon, para detetar polipos e outras anomalias, ilustrado na figura 3.3 (14).

Colonoscopia

Figura 3.3 - Demonstragdo do exame de Colonoscopia. Adaptado de (14).



As vantagens da colonoscopia em relacdo a sigmoidoscopia incluem
nomeadamente a possibilidade de remover polipos através de bidpsia e o exame

abrange todo o colon, e ndo somente a parte inferior (14).

Colonoscopia por tomografia computadorizada
E um exame processado por tomografia computadorizada para criar fotos do
célon. Um computador redne as imagens para criar imagens detalhadas que podem
mostrar poélipos e qualquer outro efeito que pareca incomum na superficie interna do
colon (14).

Biopsia
Consiste na remocéao de células ou tecidos para que possam ser examinados ao

microscopio por um patologista para verificar se ha sinais de cancro (14).

Exames

o Retal: utilizacdo de luvas e lubrificante, em que é colocado o dedo dentro do reto do
doente, e sdo procuradas areas anormais (14).

e Sangue oculto nas fezes: teste que verifica a presenca de sangue nas fezes. Dois

tipos de testes podem ser utilizados para detetar sangue oculto nas fezes: quimico
ou imunoquimico. A sensitividade do teste imunoquimico é superior ao teste

qguimico, sem causar uma reducao inaceitavel em especificidade (14).

3.6. Estadiamento

O estadiamento € um procedimento importante para estabelecer o prognostico
dos pacientes com CCR em que o sistema mais usado € o sistema TNM. Este sistema
avalia o tamanho e localizacdo do tumor principal (T), o grau de propagacdo para
os ganglios linfaticos (N) e metastases a distancia (M), sendo diferente para cada tipo
de cancro. A combinacéo destes trés determina o estadio do cancro (Tabela 2, 3 e 4)
(26,28).
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Tabela 3.3 - Descrigdo da localizagdo do tumor primdrio do CCR. Adaptado de (28).

TX Nao pode ser avaliado
TO N3o existe evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor invade submucosa
T2 Tumor invade a musculatura prépria
T3 Tumor invade a musculatura prépria até aos tecidos peri-colorretais
- T4a Tumor penetra na superficie do peritoneu visceral
T4b Tumor invade diretamente outros 6rgaos ou estruturas

Tabela 3.4 - Descrig¢do dos gdnglios linfdticos do CCR. Adaptado de (28).

NX N3o pode ser avaliado
NO N3do ha manifestacdo de metastases em ganglios linfaticos
N1la Metastases em 1 ganglio linfatico
N1 N1b Metdstases em 2 a 3 ganglios linfaticos
Nilc Depdsitos na serosa, mesentério, tecidos peri-cdlicos ou retais
5 N2a Metastases em 4 a 6 ganglios linfaticos
N2b Metastases em 7 ou mais ganglios linfaticos

Tabela 3.5 - Descri¢do das metdstases do CCR. Adaptado de (28).

MO Ndo existem metdstases
i M1la Existem metdstases num 6rgdo ou estrutura
M1b Existem metdstases em mais do que um érgao ou estrutura

Depois de estabelecido o TNM do CCR é possivel descrever o estadio em que

se encontra, representado na figura 3.4.



Figura 3.4 - Representacdo dos diferentes estadios do CCR. Adaptado de (29).

Para cada um dos estadios é possivel observar a extensdo da lesdo ao nivel da
parede do célon, do envolvimento dos géanglios linfaticos regionais e da existéncia de
metastases a distancia.

4. Nanotecnologia

z by

A nanotecnologia é vista como uma manipulacdo de materiais a escala
supramolecular. Esta inclui o design, produc¢éo, caracterizacdo e aplicacdo de materiais
em nanoescala, incluindo tecnologias novas e avangadas que permitem o uso de
macromoléculas. A nanotecnologia lida com estruturas de dimensdes muito pequenas,
em gue existe uma corrente mais conservadora que indica que sistemas nano estdo
inseridos numa escala de 1 a 100 nm, mas na area da entrega de farmaco é
genericamente aceite que sistemas até 1000 nm sdo também sistemas nano (30-32).

Quando esta tecnologia é aplicada a medicina, adquire o nome de nanomedicina,
gue apresenta um forte potencial para diagnéstico de patologias, assim como na
producdo de novos agentes terapéuticos. Neste campo, o objetivo € manipular matéria
de modo a obter nanossistemas que apresentem interacao privilegiada com as células
humanas, permitindo alcancar um maior nimero de solucdes para o diagnostico e
terapéutica, estimulando os mecanismos de reparacdo enddgenos (33,34).

A nanomedicina, continua a ser uma denominacdo muito ampla, que inclui

nanomedicamentos, nanoagentes de imagiologia e diagnostico. Os nhanomedicamentos
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podem ser desenvolvidos tanto como sistemas de veiculagdo de farmacos como
medicamentos biologicamente ativos, com a restricdo de que o termo engloba sistemas
complexos de escala nanométrica, compostos pelo menos por dois componentes, um

dos quais € o principio ativo (35).

4.1. Nanomedicamentos

Na segunda metade do século XX comecam a surgir 0s primeiros
nanomedicamentos, rodeados de grande ceticismo por parte da comunidade clinica,
gue punha em causa 0 seu potencial terapéutico tendo em conta o seu tamanho, a real
aplicacéo para producao industrial e a sua viabilidade econdémica (35).

A promocéo da investigagdo e da descoberta de mecanismos coloidais para a
veiculagdo de farmacos em 1960 e 1970, conduziu ao desenvolvimento de
nanotecnologias que incluiam lipossomas, nanoparticulas e nanocapsulas, complexos
farmaco-ADN, e conjugados de farmaco-polimero (36).

A partir dos anos 90, as nanoparticulas de 6xido de ferro comecaram a ser
aplicadas em solugdes para infusédo parental, para tratar anemias e como agentes de
imagem para ressonancia magnética (RMI). Conjugados de anticorpo-farmaco ,
albumina-farmaco, e blocos micelares co-poliméricos foram as tecnologias que se
seguiram (6).

No que diz respeito a novos meios de administracdo, podemos constatar que a
maioria dos farmacos antineoplasicos usados atualmente é insoluvel em agua. Isso
requer a utilizagdo de solventes especiais e meios de administragdo intravenosa na
maioria dos casos. Utilizando as nanoparticulas, varios desses medicamentos podem
ser convertidos em formulacdes orais ou manipulados em nanocristais que podem ser

suspendidos em agua, tornando, assim, possivel a sua administragéo oral (5).

4.2. Desenvolvimento de nanossistemas para veiculacao de
farmacos

Quando se fala em nanossistemas para veiculacdo de farmacos e imagiologia
existem varios aspetos a considerar. De acordo com a sua aplicacdo terapéutica, o
nanossistema em desenvolvimento deve ser otimizado tendo em conta a dosagem, a
via de administracéo e a posologia (35).

A metodologia para a sua criagdo mantém uma sequéncia de pontos de

verificacdo, comuns a todos 0s nanossistemas, esquematizada na figura 4.1.
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Figura 4.1 - Metodologia de desenvolvimento para nanossistemas. Adaptado de (35).
O conhecimento de fatores como capacidade de carga, seguranca,
farmacocinética, alvo terapéutico, estabilidade e taxa de libertacéo de farmacos durante

esta fase € de grande importancia (32).
A grande familia das nanoparticulas inclui nanoparticulas poliméricas, lipidicas

e inorganicas, exemplificada na figura 4.2. Como se observa, estas dividem-se depois

em subgrupos.
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Figura 4.2 - Classificagdo dos grupos e sub-grupos das nanoparticulas. Adaptado de (32).

Os tipos de nanoparticulas mais detalhadas neste trabalho serdo as
nanoparticulas inorgénicas pelo facto de existirem mais estudos de nanossistemas com
AbMo para o tratamento de CCR. Esta secgéo proporciona alguma descricdo sobre
cada um dos tipos de nanossistemas, permitindo assim reunir informagéo que sera Util

posteriormente na descri¢cdo dos trabalhos com sistemas especificos.

4.2.1. Nanoparticulas Poliméricas

Atualmente, as nanoparticulas poliméricas sdo estudadas como ferramentas de
administracdo de farmacos antineoplasicos, pelo seu grande potencial. As
nanoparticulas sao preparadas por encapsulacdo e dissolugcdo do farmaco em
polimeros biodegradaveis ou por incorporacdo do mesmo numa matriz polimérica (37).
Estas nanoparticulas séo produzidas com materiais biocompativeis e biodegradaveis,
gue incluem polimeros naturais, como gelatina e albumina, e polimeros sintéticos (38).

Existem varias vantagens do uso de nanoparticulas poliméricas na
administracdo de farmacos e sao produzidas regularmente a menor custo, em grandes
guantidades, quando em comparacao com nanoparticulas lipidicas (32).

Nanocapsulas e nanoesferas

As nanoparticulas poliméricas compreendem um conjunto de sistemas que
englobam sistemas vesiculares, denominadosnanocépsulas, e sistemas matriciais,

nanoesferas. As nanocapsulas séo sistemas em que o farmaco estd confinado a uma
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cavidade envolvida por uma Unica membrana polimérica, enquanto que as nanoesferas
sao sistemas em que o farmaco é distribuido por toda a matriz polimérica. As estruturas

estao representadas na figura 4.3 e descritas na figura 4.4 (32).

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 4.3 - Representagdo da estrutura de uma nanocdpsula e de uma nanoesfera. Adaptado de (39).

As nanocapsulas constituem sistemas do tipo reservatorio, como é possivel
observar na figura 4.4, em baixo, onde é possivel identificar- se um nucleo liquido
diferenciado (6leo ou agua) rodeado por material solido (invélucro polimérico). Neste
caso a substancia ativa pode encontrar-se dissolvida no nucleo e incluida ou adsorvida
na parede polimérica. As nanoesferas séo sistemas formados por matrizes poliméricas
gue, contrariamente as nanocapsulas nao apresentam um nucleo diferenciado. Os
farmacos nas nanoesferas encontram-se frequentemente distribuidos ou encapsulados
de forma homogénea no interior da matriz, sendo libertadas por difusao, podendo ainda
encontrar-se adsorvidos a superficie da nanoesfera (40,41).
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Figura 4.4 — Difereng¢a estrutural de nanocdpsulas e nanoesferas poliméricas. Adaptado de (41)

Nanoparticulas baseadas em proteinas

As proteinas séo polimeros hidrofilicos naturais, com vantagens na manipulacéo
e no transporte de farmacos. As desvantagens existentes destes materiais sdo a sua
facil degradacdo e o potencial de antigenicidade, que é a capacidade do sistema
imunitario provocar a formagéo de anticorpos como reagdo a presenca de substancias
estranhas no organismo, quando administrados por via parenteral. As nanoparticulas
baseadas em proteinas sé&o geralmente preparadas por uma técnica de dessolvatacao.
Este método consiste em dissolver a proteina em agua e posteriormente dessolvatar

com um solvente com maior afinidade por agua como o alcool ou a acetona (42).

A albumina de soro humano (HSA) é um destes casos. E uma proteina
sanguinea, mais abundante nos humanos, a qual tem elevada capacidade de ligacéo a
outras moléculas, como i6es e farmacos. Tem ainda intervenc¢ao ao nivel da regulacdo
da pressdo osmotico coloidal, que é a pressao gerada pelas proteinas no plasma
sanguineo e capacidade para se acumular em tumores soélidos, por ter afinidade elevada
para recetores sobre expressos em células endoteliais e malignas. Ao realizar ligacdes
covalentes com polietilenoglicol (PEG) a albumina, isto fornece-lhe protecdo contra
degradacdo enzimatica, previne agregacfes superficiais e aumenta o tamanho da
mesma, 0 que resulta num aumento do tempo de semi-vida por reducdo da filtracdo
renal, o que aumenta a adeséo a terapéutica e pode levar a um aumento de eficacia do

tratamento sem levar a niveis de toxicidade altos (43,44).

As nanocelas as base de proteinas s@o outro tipo de nanoparticulas que tém

sido exploradas como potenciais portadores na medicina. Sdo formadas pela

17



construcao de subunidades de proteinas. Ao possuir uma estrutura em cela esta adquire
trés zonas importantes, uma zona interior, uma zona exterior € uma zona de
intersubunidade, cada uma com a sua funcdo. A zona interior é onde se carregam 0s
farmacos para atuar na terapia. A zona exterior possui a funcdo de aumentar sua
biocompatibilidade e capacidade de dirigir as nanocelas até ao alvo. A zona de

intersubunidade facilita a sua construcéo no que toca a libertacdo de farmaco (45).

Micelas

As micelas sao classificadas como um conjunto de moléculas anfipaticas que se
agregam espontaneamente e adquirem a forma de vesiculas esféricas quando entram
em contacto com um meio aquoso. As micelas convencionais consistem num sistema
em que as cabecas hidrofilicas (polares) das moléculas sao orientadas para o exterior
e as caudas hidrofébicas (apolares) sao orientadas para o interior, tornando o nucleo
hidrofébico. Este arranjo espacial confere as micelas capacidade de encapsular
farmacos hidrofobicos (46).

As micelas tém tipicamente um tamanho entre 1 e 10 nm, inferior ao dos
lipossomas, que serdo descritos abaixo. Assim, apresentam maior capacidade de
infiltrag&o tecidular comparando com esses e 0 seu desenvolvimento e utilizagdo na
administracao de farmacos teve um pouco por base esse pressuposto. Por outro lado,
e a exemplo do que acontece com os lipossomas, as micelas podem ser produzidas
para serem ativada pelos mesmos mecanismos destes, de que cabe ressaltar a
alteracdo de pH, de temperatura e a luz (47).

As propriedades assim exibidas conferem as micelas um potencial de aplicagéo

como veiculo na entrega de farmacos antineoplasicos com fraca solubilidade (48).

Dendrimeros

Os dendrimeros sdo moléculas sintéticas ramificadas, constituidas por camadas
de dendrdes, como mostrado na figura 4.4, que se alinham simetricamente e
radialmente a partir de um nucleo comum central, onde o nimero de camadas constitui
os dendrimeros (48).

Por serem geometricamente simétricos, e por possuirem grupos funcionais
periféricos, cavidades internas, um peso molecular controlado e tamanho nanométrico,
sao considerados transportadores de farmacos com bom desempenho, verséateis e com

boa capacidade de adsorcéo (49).
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Dendrimero

Figura 4.5 - Estrura de um dendréo e um dendrimero. Adaptado de (48).

Polimerssomas

Os polimersomas sédo vesiculas artificiais que encapsulam no seu ndcleo uma
solucdo aquosa, resultante da auto-agregacgédo de co-polimeros anfipaticos, mas a sua
estrutura pode ser arranjada de forma a ser hidrofébica ou hidrofilica. Isso ocorre porque
a capacidade dos polimerssomas para encapsular moléculas hidrofilicas, hidrofébicas e
anfipaticas como outras estruturas vesiculares, em combinagdo com a sua membrana
espessa e resistente, proporciona-lhes melhor estabilidade in vitro e in vivo (50). Podem
ser incorporadas na sua formulacao ligandos-alvo, 0 que permite um aumento na taxa
de absorcédo de farmaco nas células, o pode levar a melhores resultados terapéuticos
(6).

Os polimeros mais utilizados para efeitos de libertagdo controlada de farmacos
sdo o poli-(acido D,L-latico-co-glicélico) (PLGA), poli-(acido latico) (PLA), poli-(acido
glutamico) (PGA), poli-(caprolactona) (PCL), co-polimeros de N-(2-hidroxipropil)-
metacrilato (HPMA), polissacaridos e poli (aminoacidos) (51). Devido as suas
propriedades de biocompatibilidade e biodegradacdo, PLA, PLGA e PGA tém sido
amplamente utilizados numa quantidade impressionante de formulacdes. Isto deve-se,
em parte, a clearance simplificada, das matrizes poliméricas, através dos sistemas

metabdlicos homeostéticos do organismo (52).

4.2.2. Nanoparticulas Lipidicas
As nanoparticulas lipidicas sdo um tipo de nanoparticulas produzidas com lipidos
naturais ou sintéticos, como uma matriz para aprisionar farmacos num nucleo lipidico,

em gue o tamanho das particulas pode variar entre 50 e 1000 nm. As nanoparticulas
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lipidicas tém vérias vias de administracdo, demonstram forte compatibilidade e

estabilidade biolégica e controlam a distribuicdo de farmacos (48).

Lipossomas
Os lipossomas consistem num nucleo aquoso encerrado por uma ou varias

camadas de fosfolipidos e colesterol que formam uma bicamada lipidica, representado
na figura 4.5. Devido a esta estrutura Unica, os lipossomas podem encapsular agentes
hidrofilicos no compartimento aquoso e agentes hidrofébicos no espaco lipidico (49).
Os lipossomas sdo frequentemente revestidos com uma camada polimérica
fosfolipidica, para criar o que é conhecido como um lipossoma furtivo e podem ser
construidos para conter mais do que um farmaco, o que permite combinacdes de

farmacos (5,53) .

Membrana
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Figura 4.6 - Estrutura de Lipossoma. Adaptado de (53).

Nanoparticulas lipidicas soélidas

As nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) sdo um grupo de transportadores de
farmacos com didmetro médio entre 10 e 1000 nm, representado na figura 4.6,
produzidos por lipidos que, & temperatura ambiente e corporal, permanecem em estado
sélido. Combinam os beneficios dos lipossomas e das nanoparticulas poliméricas e

proporcionam alta estabilidade em ambiente fisiologico (54,55).
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Figura 4.7 - Estrutura de nanoparticula lipidica sélida. Adaptado de (55).

Transportadores lipidicos nanoestruturados

Os transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC) foram introduzidos como
uma evolucdo das SLN, mencionadas anteriormente. Os NLC compfem-se duma
mistura entre lipidos de fase sélida e liquida, que formam uma matriz ndo organizada, a
gual aumenta a estabilidade e capacidade de carga de farmaco comparando com as
SLN. Os NLC evitam ainda perdas de farmaco durante o armazenamento e verifica-se
gue apresentam os mesmos niveis de biotoxicidade que as SLN. A sua estrutura esta
representada na figura 4.8 (56).

NLC

Estruturas lipidicas

Farmaco

Figura 4.8 - Estrutura de um transportador de lipidos nanoestruturado. Adaptado de (56).

4.2.3. Nanoparticulas Inorganicas

Existem varios tipos de nanoparticulas inorganicas, incluindo pontos quanticos,
nanoparticulas de silica mesoporosa, O6xidos de ferro superparamagnéticos,
nanoparticulas metdlicas, como ouro e prata, nanotubos de carbono e outras

nanoparticulas metalicas e ndo metalicas, que aumentam a eficiéncia da terapia de
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radiacdo e melhoram a imagem do tumor. Varias destas nanoparticulas inorganicas séo
suficientemente pequenas para penetrar nos capilares e podem ser absorvidas em
diferentes tecidos (49). Essas nanoparticulas tém propriedades especificas que sao
adequadas para varias aplicacBes bio-analiticas e muitas apresentam problemas
toxicoldgicos, mas recentemente tém sido utilizadas para aplicacdes terapéuticas
(35,38).

Visto serem maioritariamente utilizadas como métodos de diagndstico, far-se-a
uma mencao a todos os tipos de nanoparticulas, mas apenas serdo descritas as que

sao utilizadas na terapéutica.

Nanoparticulas de silica mesoporosa

As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) apresentam-se como estrutura
robustas, possuem um racio elevado de area de superficie/volume, enquanto mantém
uma alta porosidade. As MSNs podem também proporcionar libertagcao estimulada por
farmaco e realizar segmentacdo ativa, que € um processo de corte ou divisdo das MSNSs,
por modificacdo superficial de anticorpos, péptidos, moléculas pequenas, acido félico ou
aptameros (57,58).

Nanoparticulas de base cerdmica

Atualmente, o desenvolvimento de novos materiais de ceramica para aplicagfes
biomédicas tem beneficiado de um crescimento exponencial. A libertagdo controlada de
farmacos € uma das areas mais exploradas em termos de aplicagdo de nanoparticulas
de ceramica na &rea da biomedicina (59).

As nanoparticulas cerdmicas geralmente consistem em nanomateriais
inorganicos, por exemplo silica e 6xido de aluminio. Também é possivel usar metais, e
sulfetos metalicos para criar nanoestruturas de varios tamanhos, formas e porosidades
(32). Uma desvantagem que estas particulas apresentam é a sua grande dimensao, que
condiciona o acesso a determinados tecidos. As formas desenvolvidas para este tipo de
nanoparticula podem apresentar vantagens em termos de adesdo aos vasos
sanguineos e transporte pelos mesmos, por exemplo uma forma de disco apresenta

este tipo de vantagem em relacdo a uma forma esférica (60).

Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono s&o subprodutos de fulerenos criados por descarga
de corrente continua em arco, caracterizados por estruturas ocas, baseadas em carbono
e semelhantes a gaiolas ou celas, constituidos por filamentos tubulares cilindricos com

um didmetro entre 1 e 2 nm e podem ser constituidos por parede Unica ou por parede
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multipla, como demonstrado na figura 4.7. Ha& uma grande questao sobre a possivel
toxicidade que se deve principalmente a variedade de estruturas de fulereno existentes
e as modificagbes na sua superficie, para o0s tornar solliveis em agua e,
conseguentemente, no sangue, com 0 intuito de poderem ser conjugados com
moléculas ativas e ao facto das suas propriedades eletronicas, térmicas e estruturais

alterarem, dependendo do tipo de nanotubos (32,35,61).

Figura 4.9 - Nanotubos de parede unica (esquerda) e nanotubo de parede mdltipla (direita). Adaptado de (62).

Nanoparticulas metalicas

Embora tenham sido produzidas nanoparticulas compostas por diferentes
metais, as nanoparticulas de prata e ouro sdao de grande importancia para uso
terapéutico. Um grande numero de ligandos tem sido associado a nanoparticulas,
incluindo péptidos, proteinas e ADN. Estes, quando ligados a nanoparticulas metélicas
foram utilizados para a distribuicdo de farmacos, ensaios, dete¢do e imagem (32). A
conjugacdo com proteinas permite a localizacdo de recetores na célula cancerigena e
o ouro coloidal permite a quantificagcdo da endocitose. Deste modo, as nanoparticulas
de ouro estao entre as particulas mais estudadas devido ao elevado nimero de métodos
disponiveis para preparagdo de coldides com tamanho e forma bem definida mas
existem outros metais utilizados para tratamento como prata e oxido de ferro (35).

Algumas das formas de nanoparticulas de ouro (AuNP) a ser desenvolvidas séo:
nanoconchas de ouro-silica, nanobastbes de ouro, nanoparticulas ouro-sulfureto de
ouro. As Ultimas trés formas de nanoparticulas fazem parte da segunda geracédo de
AuUNP e possuem uma dimensao inferior, o que lhes confere uma vantagem em termos

de distribuicdo de farmacos (63).
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Pontos Quéanticos

Pontos quanticos, conhecidos como quantum dots no seu nhome em inglés, sao
nanocristais compostos de materiais semicondutores com propriedades fotofisicas
especiais, incluindo bandas de emissao simétricas ajustaveis em tamanho, absorvéncia
superior de luz, alta intensidade fluorescente e boa fotoestabilidade. As suas
propriedades oticas resultaram num aumento da utilizacdo de nanotecnologia baseada
em pontos quéanticos em aplicagcdes biomédicas, tais como: detecdo, controlo,

tratamento e patologia molecular de cancro (64).

De seguida seré explicado o que sdo anticorpos monoclonais, os seus diferentes
tipos e sdo descritos os que séo utilizados na terapia de CCR.

5. Anticorpos Monoclonais

A eficécia da quimioterapia tem um grande impacto na preservacao da qualidade
de vida e no prolongamento do tempo de vida dos doentes, mas a falta de especificidade
e presenca de efeitos secundarios pode levar a uma fraca adesdo a terapéutica. A
resisténcia a farmacos é considerada um processo multifatorial, influenciado pela
farmacocinética dos mesmos (65,66). Além disso, as células tumorais podem
apresentar ou desenvolver, durante o tratamento, 0s mecanismos moleculares
intrinsecos para se adaptarem ao farmaco antineoplasico (67).

Os farmacos antineoplasicos convencionais sdo altamente téxicos, limitando
assim a dose que pode ser administrada a pacientes, ndo apresentam grande
seletividade, quando comparados com anticorpos monoclonais e, consequentemente,
reduzindo a eficacia e adeséo ao tratamento (68,69).

Foi neste sentido que surgiram os anticorpos monoclonais (AbMo), os quais
melhoraram significativamente o tratamento de uma variedade de doencas humanas,
em particular doencas neoplésicas e inflamatorias. Estes anticorpos séo produzidos a
partir de um linfécito B “mae” que é clonado, produzindo sempre os mesmo anticorpos
com resposta especifica a um agente patogénico, com estrutura, propriedades fisico-
guimicas e biologicas, especificidade e afinidade idénticas, ligando-se assim ao
mesmo epitopo no antigénio (70). Os mecanismos de acdo mais bem descritos de
anticorpos monoclonais terapéuticos incluem citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos (ADCC), citotoxicidade dependente do complemento (CDC),
fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP), inducdo da morte celular

(apoptose). Atualmente, a grande maioria dos AbMo que estdo aprovados para
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utilizacdo terapéutica, apresenta especificidade definida para um segmento molecular
de um antigénio, conhecido como epitopo (7,71,72). Este fenbmeno acontece através
da linhagem de células B com a ajuda de células T e outros componentes do sistema
imunitario. Uma resposta imunolégica normal resulta em mdltiplas linhagens de células
B que se diferenciam terminalmente em células plasméaticas secretoras de anticorpos,
resultando numa resposta de AbMo. Dois problemas basicos que necessitam de ser
abordados antes de se usar AbMo sao a questdo do tempo de vida limitado de células
plasméticas, limitando a escolha de quais os AbMo de interesse e o facto dos AbMo
serem obtidos a partir de culturas de células B estimuladas por antigénios (71,73).
Estudos clinicos tém demonstrado que muitos pacientes ndo respondem
adequadamente a terapia mono-especifica, que € uma terapia em que 0s anticorpos
tém especificidade para apenas um antigénio ou epitopo, e a resisténcia ao tratamento
ou recorréncia do tumor sdo frequentemente observados (74-76). Isto &, talvez néo tdo
surpreendente, considerando o facto de que o cancro é muitas vezes uma doenca
multifatorial, onde tumores adquirem uma série de mutacdes. Além disso, muitos
tumores dependem de mdltiplas vias, frequentemente redundantes, de sobrevivéncia e
proliferagéo. Especificar um Unico alvo nédo parece ser suficiente para destruir as células

cancerigenas (7).

5.1. Tipos de anticorpos monoclonais
5.1.1. Murinos

Em 1975, Georges J. F. Kohler e César Milstein, descobriram que a fusdo de
células B com células de mieloma origina um hibridoma ou hibridos de células
formadoras de anticorpos e linhagens celulares de replicacdo continua, como
demonstrado na figura 5.1. Os ratos e 0s seres humanos, muitas vezes diferem na
glicosilagdo nos anticorpos, uma preocupacdo para aplicagdes in vivo com AbMo
murinos. A colocagédo ausente ou incorreta de hidratos de carbono na cadeia altera a
solubilidade dos anticorpos, a depuracdo sérica, e a boa interagdo entre anticorpos e
recetores Fc. A glicosilacdo correta da por¢cdo Fc do anticorpo é muito importante se a
acao do anticorpo depende de ativacdo do complemento ou de ADCC (70,71).

As principais desvantagens de AbMo puramente murinos sdo a reducdo de
semivida no plasma de murino contra imunoglobulina G (IgG) humana, e o anticorpo
humano contra anticorpo murino (HAMA), que reduz ainda mais a sua semivida (77,78).
A IgG humana normalmente tem uma semivida de cerca de trés semanas, as I1gG de

murino tém uma semivida de apenas algumas horas e tendem a provocar uma resposta
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HAMA, que ndo s6 desencadeia uma eliminacdo mais rapida do IgG murino, mas
também pode provocar uma resposta de hipersensibilidade anafilatica, devido a sua
natureza externa (70). As diminuicdes na semivida circulante exigem o aumento das
doses administradas, que podem, entdo, levar a aumentar HAMA, ou aceitar uma
reducdo da eficacia do produto. Um objetivo de alta prioridade tem sido para reduzir o
teor de AbMo murinos, mas mantendo a eficacia, no entanto, muitos AbMo
completamente murinos continuam a ser utilizados para criacdo de imagens e

aplicacles terapéuticas (71).
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Figura 5.1 - Técnica de hibridizacdo celular somdtica. Adaptado de (68).

5.1.2. Quiméricos

Os AbMo quiméricos sdo compostos por sequéncias de proteinas a partir de
origem: murina e humana. Enquanto que os anticorpos murinos sao 100% de proteina
de murino, anticorpos quiméricos sao tipicamente apenas cerca de 33% de proteinas
de murino, representado na figura 5.2, com 67% de proteina humana restante, com a
regido variavel a manter especificidade murino. As regides constantes, as quais ditam o
is6topo de anticorpo, sdo substituidas com proteinas humanas (71).

O método de ADN recombinante que torna isto possivel é através do isolamento
dos genes da regido variavel de um hibridoma que secreta um anticorpo murino que se
liga ao alvo desejado, seguida de amplificacdo dos genes usando a reacdo em cadeia
da polimerase (PoCR). Este produto inicial € uma cépia de ADN (cADN) da regiéo
variavel de murino (V-cADN). O V-cADN pode entéo ser ligado num plasmideo. Numa
sequéncia paralela, o cADN para as regides constantes da cadeia pesada humana
também é amplificado e ligado num plasmideo separado para produzir cADN de cadeia

pesada (HC-cADN). Neste ponto, o V-CADN e HC-cADN podem ser reunidos numa
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célula hospedeira. Este método elaborado fornece a proteina de fusdo desejada, o
anticorpo quimérico intacto (71).

Mesmo com esta modificacdo bem-sucedida para o anticorpo monoclonal de
murino original, ainda pode haver uma resposta imunitaria humana para as sequéncias
de péptidos de murino na estrutura do anticorpo quimérico. O anticorpo quimérico
humano (HACA) é uma resposta imunitaria & porcdo de murino (regido variavel) do

anticorpo (71).

/‘b Regi3o Varidvel

g
Fc
Murino
V) G Quimérico
Humanizado ' %
Humano

Figura 5.2 - Contetdo dos vdrios tipos de anticorpos monoclonais. Adaptado de (68).

5.1.3. Humanizados

Os AbMo humanizados tipicamente retém apenas as regides variaveis ou
regides determinantes complementares (CDR), de um anticorpo de murino, enquanto o
resto do anticorpo é humano. Assim, os AbMo humanizados contém tipicamente apenas
5% a 10% de composicdo de murino, representado na figura 5.2. A preparacdo de AbMo
humanizados segue uma trajetéria semelhante a sintese de anticorpos quiméricos. Os
AbMo humanizados geralmente induzem menos respostas imunoldgicas adversas do
gue os AbMo murinos ou quiméricos (79).

Os AbMo humanizados s&o tipicamente sintetizados por enxerto de CDR de
murino num anticorpo humano. Utilizando tecnologia de ADN recombinante, os genes
de cadeia leve e pesada podem ser amplificados por PCR. A grande quantidade de
cADN humano linfoide resultante pode ser utilizado como um molde para a sintese in

vitro de todo o anticorpo, exceto para as CDR. As CDR de murino foram clonadas e
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cultivadas em paralelo. Os respetivos genes podem, em seguida, unir-se por splicing no
vetor de ADN e serem incorporados em bactérias de crescimento. Para simplificar o
processo, muitas vezes, tanto cCADN humano, e cADN de murino, que contém vetores,
podem ser incorporados na mesma célula bacteriana e um anticorpo monoclonal
humanizado intacto pode ser produzido. Tal como acontece com 0s anticorpos
guiméricos, os anticorpos humanizados devem ser extraidos a partir de culturas
bacterianas purificadas, um problema encontrado algumas vezes com ambos,
guiméricos e AbMo humanizados. O processo de sintese de expressar anticorpos
humanizados pode também levar a glicosilagdo inadequada ou inexistente. A
glicosilagéo de Fc é significativo na solubilidade, depuracéo sérica, e farmacocinética
geral de anticorpos (71).

Os anticorpos humanizados apresentam uma menor predisposi¢do para uma
resposta imunitaria do que os AbMo murinos ou quiméricos. A melhoria dos anticorpos

humanizados sobre os anticorpos murino e quimeérico tem sido amplamente aceite (71).

5.1.4. Humanos

Os AbMo humanos séo integralmente, ou quase 100%, de composi¢do humana.
A palavra monoclonal ndo é tecnicamente aplicavel a todos os anticorpos humanos
sintéticos, porque algumas das tecnologias de sintese ndo utilizam a tecnologia de
hibridomas. Existem duas tecnologias utilizadas para produzir anticorpos humanos: por
engenharia genética, ou ratos transgénicos e o uso de bibliotecas de exibicdo em fagos
(phage display libraries, no inglés) (71).

Ratos knockout sédo desenvolvidos por células-tronco embriondrias de colheita
de embrides de ratinhos em fase inicial de fertilizacdo. Um gene existente é inativado
ou “nocauteado”, substituindo-o com um fragmento artificial de ADN. As células
estaminais sdo alteradas, em seguida, cultivadas em ratinhos com um perfil genémico
alterado. A inativagéo da capacidade de reorganizar configuragdes da linha germinal de
cadeia pesada e leve inibe a capacidade do rato para fazer imunoglobulina de murino e
as células B murinas correspondentes. A substituicdo da cadeia pesada e leve de ADN
de linha germinal humana pode fazer com que o animal de experimentacao, ratinho,
produza células B humanas que podem produzir anticorpos monoclonais humanos.
Embora tecnicamente dificil, a utilizacdo de ratos knockout para produzir AbMo
totalmente humanos é uma tecnologia emergente e promissora (71).

Estes apresentam os valores de afinidade para com os antigénios semelhantes

a anticorpos humanos, equivaléncia a farmacocinética de anticorpos humanos, e
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possuem respostas praticamente inexistentes de hipersensibilidade murina em
comparacdo com os AbMo quiméricos e humanizados (71).

Existem varios AbMo utilizados em diferentes terapias para cancro como
bevacizumab, utilizado em terapia de CCR em monoterapia, ou em cancro da mama,
cancro pulmonar ou cancro renal quando associado a diferentes farmacos em terapia
combinada, cetuximab, utilizado em terapia de CCR ou carcinoma pavimento celular da
cabeca e pescoco, rituximab, utilizado em terapia de linfoma nao-Hodgkin e leucemia
linfocitica crénica ou trastuzumab, utilizado em terapia de cancro da mama, e utilizados
em terapias para outras doencas como, alemtuzumab, utilizado em terapia para
esclerose multipla surto-remisséo, belimumab, utilizado em terapia de lUpus eritematoso
sistémico ou como certolizumab, utilizado em terapia para artrite reumatoide ou artrite
psoriatica (80-85).

De seguida serdo descritos com detalhe os AbMo que séo utilizados na
terapéutica para CCR, os seus mecanismos de acdo, requisitos para utilizacdo dos
mesmos e as reac¢des adversas mais frequentes. Serdo também mencionados os AbMo
que eram utilizados para terapia de CCR, mas que foram descontinuados devido a

problemas relacionados com eficacia e seguranca clinica

5.2.Bevacizumab

O bevacizumab (BEVA) é um AbMo humanizado tipo IgG1 cujo mecanismo de
acao consiste em ligar-se ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator
chave na vasculogénese e angiogénese, inibindo a ligacéo aos recetores, Flt-1 (VEGFR-
1) e KDR (VEGFR-2) sobre a superficie de células endoteliais. A neutralizacdo da
atividade biolégica do VEGF, regride a vasculariza¢do de tumoral, normaliza e inibe a
formacé&o de novos vasos. Este AbMo tem como indicacdo terapéutica, monoterapia em
CCR, monoterapia para retinopatia diabética, terapia combinada com paclitaxel ou
capecitabina em cancro da mama, terapia combinada com derivados de platina em
cancro da pulmonar avancado ou terapia combinada com interferdo a-2a em cancro
renal. Os requisitos para utilizacdo deste AbMo sé&o resultado positivo para recetores
VEGF: Flt-1 (VEGFR-1) e KDR (VEGFR-2). Respetivamente a seguranca clinica, os
efeitos adversos descritos como mais frequentes séo: hipertenséo, fadiga, diarreia e dor
abdominal (80).

Na tabela 5.1 estdo resumidas as caracteristicas do bevacizumab, incluindo o

seu mecanismo de acao, os requisitos de utilizacdo, e a seguranca clinica.
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Tabela 5.1 - Caracteristicas do Bevacizumab. Adaptado de (80).

Anticorpo Monoclonal Mecanismo de Acao Requisitos para utilizacao Segl?r:ﬁ:?a
Tipo de Anticorpo
Liga-se ao fator de
crescimento endotelial
vascular (VEGF), inibindo a ~
o) N As reagdes
g ligacdo aos recetores Flt-1 adversas mais
S (VE)G SFOF;}?;SED;%E%ER- Recetores VEGF-positivo (+): |  frequentes:
N e d%te”ais Fit-1 (VEGFR-1) e KDR hipertensao,
I Humanizado T . (VEGFR- 2) fadiga, diarreia
S A neutralizagdo da atividade e dor
o do VEGF, regride a b
2} s abdominal
vasculariza¢é@o tumoral e
inibe a formacéo de novos
vVasos.

5.3. Cetuximab

O cetuximab (CTX) € um AbMo quimérico tipo 1IgG1, cujo mecanismo de acdo
consiste em ligar-se ao recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) com uma
afinidade aproximadamente 5 a 10 vezes superior a dos ligandos enddgenos. Bloqueia
a ligacdo dos ligandos end6genos ao EGFR, o que provoca a inibicdo da funcdo do
recetor. Além disso induz a internalizacdo do EGFR, o que pode levar a diminui¢cdo dos
recetores disponiveis na superficie celular e ainda direciona as células efetoras
imunitarias citotéxicas para as células tumorais que expressam EGFR. Este AbMo tem
como indicagbes terapéuticas, monoterapia em CCR quando os doentes nao
respondem a terapia com irinotecano e/ou oxaliplatina, terapia combinada com
radioterapia ou com derivados de platina em carcinoma pavimento celular da cabeca e
pescoco. Os requisitos para utilizacdo s@o existéncia de concentracdo elevada do
produto proteico do proto-oncogene RAS, que € um transdutor de sinal central do EGFR.
Respetivamente a seguranca clinica, os efeitos adversos descritos como mais
frequentes sao: cefaleias, conjuntivite, diarreia, desidratacdo, hipomagnesemia,
nauseas e vomitos (85).

Na tabela 5.2 estdo resumidas as caracteristicas do cetuximab tais como o seu

mecanismo de agéo, os requisitos de utilizacédo, e a segurancga clinica.
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Tabela 5.2 - Caracteristicas do Cetuximab. Adaptado de (85)

Anticorpo Monoclonal

Mecanismo de Acao

Requisitos para
utilizacéo

Seguranca Clinica

Tipo de
Anticorpo

Liga-se ao recetor do

fator de crescimento

epidérmico (EGFR).
Inibe a funcdo do

Cetuximab

Quimérico

recetor e diminui os
recetores disponiveis

Direciona as células
efetoras imunitarias
para as células
tumorais que
expressam EGFR.

na superficie da célula.

Concentracdo elevada
do produto proteico do
proto-oncogene RAS
(sarcoma murino)

As reacdes adversas
mais frequentes sé@o
hipomagnesemia,
desidratacgéo, cefaleias,
conjuntivite, diarreia,
nauseas e vomitos

5.4.Panitumumab

O panitumumab (Pan) € um AbMo humano tipo 1gG2, cujo mecanismo de acao

consiste em ligar-se ao EGFR e inibir a sua fung@o, o que leva a diminuicdo dos

recetores disponiveis na superficie da célula. Este AbMo tem como indicacdo

terapéutica monoterapia em CCR. Os requisitos para utilizacdo séo confirmacao de néo
mutacao genética de RAS (KRAS e NRAS), pois esta mutacao as células cancerigenas

ndo dependentes de EGFR, continuando com um crescimento descontrolado mesmo

com EGFR blogueado. Respetivamente a seguranca clinica, os efeitos adversos

descritos como mais frequentes sdo: fasciite necrosante, sépsis, abcessos locais,

irritaces cutaneas hipomagnesemia grave, diarreia grave e desidratacao (86).

A exemplo do descrito para os AbMo anteriores, a tabela 5.3 resume as

caracteristicas do panitumumab (mecanismo de acdo, requisitos de utilizacdo e

seguranca clinica).
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Tabela 5.3 - Caracteristicas do Panitumumab. Adaptado de (86)

AIMIEEIT2E Mecanismo de Acao Requ_ls_ltos~para Seguranca Clinica
Monoclonal utilizacao
Tipo de
Anticorpo
As reacdes adversas
< mais frequentes:
S Liga-se ao EGFR. Inibe a funcéo A x fas,cut(.a necrosante,
-] s Evidéncia de nédo sépsis, abcessos
= do recetor e leva a diminuicado X A
= dos recetores disponiveis na mutacado de RAS locais, irritacdes
2 Humano ot da il (KRAS e NRAS) cutaneas
c P : hipomagnesemia
o grave, diarreia grave
e desidratacao

A literatura reporta ainda outros dois AbMo utilizados em CCR, os quais foram
descontinuados por razbes de seguranca clinica ou devido a baixa eficacia: o
matuzumab, descontinuado devido a baixa eficacia (87,88), enquanto o conatuzumab

foi descontinuado devido a falta de dados sobre eficacia e seguranca (89,90).

6. Aplicacdo de  anticorpos monoclonais em
nanossistemas no ambito do tratamento de CCR

6.1.Bevacizumab

O BEVA foi testado em preparacdes compostas por diferentes nanossistemas.
A primeira preparacao utilizada foi criada com MSNSs. Estas foram preenchidas com um
supressor tumoral, miR-328, e revestidas com polidopamina com o intuito de melhorar
a distribuicdo do supressor tumoral miR-328. Foi de seguida associado PEG como
polimero associado previamente com aptamero (Apt) e outro polimero, associado
previamente com BEVA, ambos a superficie. O Apt tem a capacidade de reconhecer
com alta especificidade uma molécula alvo. A formulagéo esta representada nas figuras
6.1 e 6.2 (91).
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Figura 6.1 - Representagdo da construgdo da formulagdo. As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSN) sGo
preenchidas com supressor tumoral miR-328 e revestidas com polidopamina (PDA). Adaptado de (91).
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Figura 6.2 - Representagdo da construgdo da formulagdo. Apds o revestimento com polidopamina (PDA)
sdo associados dois polimeros associados previamente a outras moléculas, um com aptdmero (Apt) e outro
com bevacizumab (BEVA), o que resulta na formulagdo final. Adaptado de (91).

e
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As MSNs foram selecionadas devido a sua estrutura porosa uUnica, que
proporciona elevada area de superficie. Por outro lado, observa-se boa
biocompatibilidade e facilidade em modificar a superficie, além de segmentacao passiva
mediada por efeito da permeabilidade e retencdo melhorada. As MSNs podem
proporcionar libertacdo estimulada pelo farmaco (58,92).

Para testar a eficacia da preparacao, foram utilizadas células cancerigenas de
CCR, SW480. Foram administradas por via intravenosa (IV), varias formas desta
preparacédo, uma com BEVA, como descrito acima, outra sem BEVA e ainda houve um
grupo de controlo em que ndo foi administrada qualquer formulacdo. Conforme
demonstrado na figura 6.3, a administracao da formulagcdo MSNs-miR-328@PDA-PEG-

Apt-Bev resultou em cerca de 67% de apoptose em células de CCR, enquanto a
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formulacdo sem BEVA conduziu a 57% de apoptose celular. O grupo de controlo

evidenciou 27% de apoptose (91).

66.91

60.31 -

57.51 -

52.95 -

22.11

27 —

NC

MSNs-miR-328@
PDA-PEG-APt
MSNs-miR-328@

PDA-PEG-APt-Bev

Figura 6.3 - Percentagem de apoptose para o grupo de controlo, para o
grupo em que foi administrada a formulagdo sem bevacizumab e para o
grupo em que foi administrada a formulagdo com bevacizumab.
Adaptado de (91).

A formulacdo MSNs-miR-328 @PDA-PEG-Apt-Bev revelou uma diminuicdo mais
acentuada da viabilidade celular das células SW480, quando comparada com a
formulacdo sem BEVA e ainda maior quando comparada com o grupo de controlo,
durante um periodo de incubacgéo de 12, 24 e 48 horas a concentracdo 10 pg/mL, tal
como representado na figura 6.4. Isto demonstra que a percentagem de apoptose das
células SW480 no sistema com Apt e BEVA ¢é bastante maior, 40% superior,
comparando com o grupo de controlo e ligeiramente maior, 9% superior, comparando

com o sistema sem BEVA, isto deve-se provavelmente a alta seletividade e

especificidade que o Apt e o BEVA fornecem ao sistema (91).
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Figura 6.4 - Viabilidade celular das células de cancro colorretal no
grupo de controlo, no sistema sem bevacizumab e no sistema com
bevacizumab, para tempos de incubagéo de 12, 24 e 48 horas.
Adaptado de (91).

A segunda preparacéo utilizada foi criada com nanoparticulas de HSA, que foi
escolhida por ter a capacidade para se acumular em tumores e por ter elevada afinidade
para recetores sobre expressos. Estas foram preenchidas com BEVA e posteriormente
revestidas com PEG, cuja funcéo ja foi explicado anteriormente, a que foi dado o nome
de B-NP-PEG e preparam também um sistema sem o BEVA, que foi dado o nome de
NP-PEG (93).

Realizaram-se ensaios in vivo, em ratinhos, nos foram injetadas por via IV células
cancerigenas de CCR, HT29. Os animais divididos em cinco grupos, foram tratados com
preparagdes ou sistemas distintos: o grupo 1 foi tratado com BEVA livre, o grupo 2 foi
tratado com o sistema B-NP-PEG, em que carregaram o sistema a 145ug/mg o que
corresponde a 90% da sua capacidade com BEVA, o grupo 3 foi tratado com o sistema
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NP-PEG, o grupo 4 foi tratado com solucédo aquosa de HSA-PEG e o grupo 5 com
solucdo de salina. O dltimo grupo serviu de controlo e teve a duracéo de 28 dias, tendo
sido todas as preparac¢des administradas por via IV. Ao grupo 1 foi administrado BEVA
duas vezes por semana em doses de 5mg/kg. Os resultados, mostrados na figura 6.5,
demonstraram que nos grupos 1 e 2 em que foi administrado BEVA livre e o sistema B-
NP-PEG, respetivamente, houve uma reducdo de 50% no tamanho dos tumores,
comparando com o grupo de controlo. O valores dos grupos 3 e 4 foram semelhantes
em termos de reducdo de crescimento tumoral, comparativamente aos do grupo controlo
(93).

] —— Controlo
1 -
400 - NP-PEG
i -3 - Bevaclzumab
2001 _ o .B-NP-PEG
) 1 @ HSA
£ 1000 -
= )
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[=]
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E
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o 5 10 15 20 25 30
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Figura 6.5 - Comparagdo da inibi¢do de crescimento tumoral HT29, nos 5 grupos testados com
bevacizumab livre, o sistema B-NP-PEG, o sistema NP-PEG, HSA-PEG e solugdo salina. Adaptado
de (93).

Foram também testado os niveis de VEGF séricos nos ratinhos. Os grupos 1 e
2, foram tratados com bevacizumab livre e com os sistema B-NP-PEG, respetivamente,
apresentaram valores mais baixos, cerca de 20% inferior comparando com o0 grupo
controlo. Os grupos 3 e 4, foram tratados com NP-PEG e HSA-PEG, respetivamente,
apresentaram o mesmo valor, cerca de 13% inferior, comparando com o grupo controlo

como representado na figura 6.6 (93).
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Figura 6.6 - Concentragdes de VEGF séricas no ratinhos para cada grupo.
Adaptado de (93).

Foram ainda testados os niveis de BEVA em circulagéo e intratumorais. Os
resultados apresentados sdo apenas para o grupo 1, tratado com BEVA livre, e para o
grupo 2, tratado com o sistema B-NP-PEG. Foi concluido que os niveis intratumorais de
BEVA eram quatro vezes superiores nos animais tratados com o sistema B-NP-PEG do
que com BEVA livre, o que indica que os valores séricos de BEVA eram superiores nos

animais tratados com BEVA livre, como se verifica nas figuras 6.7 e 6.8 (93).
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Figura 6.7 - Quantificagdo de bevacizumab sérica nos ratinhos para os grupos
administrados com bevacizumab livre com uma dose administrada de
5mg/kg, por intravenoso, duas vezes por semana e com o sistema B-NP-PEG.
Adaptado de (93).
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Figura 6.8 - Niveis de bevacizumab tumorais nos ratinhos para os grupos
administrados com bevacizumab livre com uma dose administrada de
5mg/kg, por intravenoso, duas vezes por semana e com o sistema B-NP-PEG.
Adaptado de (93).

Analisados todos os resultados, os autores concluiram que as nanoparticulas de
HSA aparentam ser um transportador adequado para promoveram a entrega de AbMo.
O sistema com BEVA, B-NP-PEG demonstrou niveis inferiores de angiogénese do que
0 BEVA livre e demonstrou valores inferiores de BEVA em circulacdo, o que se traduz
numa incidéncia menor de efeitos secundarios indesejaveis. Isto deve-se a capacidade

elevada deste nanossistema acumular AbMo no tumor.

6.2.Cetuximab

O CTX também foi testado em preparacbes compostas por diferentes
nanossistemas. A primeira preparagao utilizada foi criada com lipossomas, preenchidos
com celecoxib (CLX) devido a sua capacidade de aumentar a expressao de EGFR das
células cancerigenas em que se adicionaram posteriormente excertos de CTX. Os
imunolipossomas (IL) correspondem a formulagcdo com nanossistema preenchido com
CLX enxertados com CTX. A escolha dos lipossomas também se deveu ao facto de
serem um sistema de distribuicdo adequado para o CLX, que tem natureza lipofilica
(94). Os lipossomas foram cobertos com uma associacao de PEG e CTX, uma vez que

o anticorpo monoclonal se liga com grande afinidade a células com sobre expresséo de
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EGFR. Por esta razdo foram cobertas com PEG como polimero associado previamente
a CTX, que se liga com grande afinidade, a células com sobre expressao de EGFR (95).

Todos os testes foram realizados em trés tipos diferentes de células
cancerigenas de CCR com diferentes niveis de sobre expressao de EGFR, HCT116
com 63.64%, HT29 com 24.42% e SW620 com 0.39%. Foram realizados dois testes in
vitro, o primeiro demonstrou que cobrir a superficie dos IL com o polimero de PEG e
CTX néo afetou a sua integridade mantendo a eficacia de encapsulacdo de 43,9%. O
segundo teste refere-se a eficacia de CLX livre, de forma a inibir em 50% a proliferacdo
celular, num periodo de incubagdo de 24 horas a concentra¢do 100 uM. Os resultados

estdo demonstrados na tabela 6.1 (96).

Tabela 6.1 - Concentragéo necessdria de celecoxib para inibir 50% da proliferagdo celular de cada grupo. Adaptado
de (94).

Grupo IC50 de celecoxib (CLX)
celular (uMm)
HCT116 94
HT29 87
SW620 93

Os autores reportaram ainda um aumento da concentracdo de CTX para 125
MM, o que resultou em inibicdo de 90% da proliferacdo celular para os trés grupos de
células (96).

Para testar a eficacia da formulagédo, ao fim de 72 horas de incubacdo os
lipossomas apresentavam ainda elevada capacidade de retencéo de farmaco, acima de
70%. No que se refere a viabilidade celular, nas células HCT116 esta diminuiu em cerca
30%, quando comparadas com um grupo de controlo, nas células HT29 diminuiu 25%
e nas células SW620 diminuiu 10%, ao fim de 72 horas de incubacao e a concentracdo
de 10ug/mL. Isto demonstra que quanto maior a expressao de EGFR maior serd a
eficacia e sugere também que os lipossomas sdo um candidato viavel para distribuicdo
de farmacos em células tumorais. No entanto, os resultados mais conclusivos apenas

poder&o ser obtidos em estudos in vivo (96).

O mesmo anticorpo foi associado a uma formulagcédo de nanotubos de carbono
de parede Unica (SWNT), os quais foram cobertos com PEG como polimeros associado
previamente a CTX, designado como C225, e ao antineoplasico SN-38, que é um
analogo da camptotecina. A figura 6.9 representa os varios componentes da formulacao
(97).
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Os nanotubos de carbonos foram escolhidos por serem transportadores
bioldgicos multifuncionais eficientes, os quais tém demonstrado auséncia de toxicidade

quer in vitro quer in vivo (98).
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SWNT SWNT-COOH SWNT-PEGgggo-NH2
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NHS/EDC
ﬁ ﬁ
(2)H,O/THF c225 4°C

=0

SWNT/py38 SWNT-25/py38

Figura 6.9 - Representagdo da construgdo da formulagdo. Aos nanotubos de carborno de parede unica (SWNT)
sdo adicionados grupos carboxilicos que possibilitam que sejam cobertos com PEG. Depois sdo dicionadas
cadeias do antineopldsico SN-38 e de seguida sdo adicionadas cadeias de cetuximab (C225) Adaptado de (97).

Foram igualmente utilizados os mesmos trés tipos de células referidos no estudo
anterior, com diferentes niveis de expressdo de EGFR. Inicialmente foi testada a
absorcao das células cancerigenas aos sistemas com e sem CTX. Posteriormente foi
testada a eficacia da formulacao completa versus o AbMo em forma livre A capacidade
de absorcéo de farmaco pelas células cancerigenas foi muito superior nos dois tipos de
células com maior expressao de EGFR quando comparadas com o grupo de controlo,
num periodo de 48 horas. Estes mesmos grupos de células também apresentaram
valores de absorcao de farmaco superiores quando comparadas com a preparacao sem
CTX, o que demonstrou que a capacidade de absorver o farmaco foi dependente da
expressdo de EGFR, sendo mais alta quanto maior o tempo de incubacdo e, nesse
tempo, mais alta no sistema com CTX. Nas células SW620 os valores de absorgéo
celular ndo sofrem alteracdes significativas, isto deve-se a baixa sobre expressédo de

EGFR, como se pode observar na figura 6.10 (97).
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Figura 6.10 - Absorgdo celular em horas para os 3 tipos de células de
cancro colorretal. Adaptado de (97).

No grupo de células HCT116 observam-se valores de 24,07% quando utilizado
apenas 0 CTX e de 79,56% quando utilizada a preparacdo completa. O grupo de células
HT29 apresentou valores de 20,14%, quando utilizado apenas o CTX, e de 62,24%,
quando utilizada a preparacédo completa. O grupo SW620 apresentou valores de 25,65%
quando utilizado apenas CTX, e de 41,00%, quando utilizada a preparacdo completa,
demonstrado na figura 6.11 Em todos os grupos foi utlizado um grupo de controlo para

confirmar a eficacia das preparacdes (97).
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Figura 6.11 - Percentagens de necrose, apoptose e apoptose tardia para os trés tipos de células de
CCR, HCT116, HT29 e SW620, em trés situaggbes, grupo de controlo, apenas com cetuximab e
nanossistema com cetuximab. Adaptado de (97).

Conclui-se deste modo que nanotubos de carbono com boa biocompatibilidade,
absorcao celular eficaz e uma associacao estavel entre nanocelas de carbono e CTX
podem ser um tratamento futuro promissor e que devem continuar a desenvolver-se

estudos com SWNT para aplicacdes médicas e ndo apenas para meios de diagnéstico.

A terceira preparacao utilizada foi criada com AuNP, que serviram como o nucleo
da preparacdo. As AuNP foram cobertas com PEG, de forma a melhorar a
biocompatibilidade e a estabilidade, e foi anexado a superficie um composto a base de
zinco e doxorrubicina (ZnD), que atua como antineoplasico, embebida em albumina de

soro bovino (BSA), para ter um efeito semelhante ao HSA. Foi ainda e anexado CTX de
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modo a aumentara seletividade do sistema, que denominaram de NanoZnD. A figura

6.12 representa os varios componentes da formulacéo (99).

NanoZnD

6 BSA Cetuximab ' ZnD ) AUNP

Figura 6.12 - Formulagdo do sistema NanoZnD que consiste num ntcleo de
nanoparticulas de ouro cobertas com PEG com com o composto antineopldsico
de zinco e doxorrubicina (ZnD), embebidas com albumina de soro bovino (BSA)
e cetuximab (CTX) acoplado. Adaptado de (99).

Realizaram testes in vitro e in vivo, em culturas de células HCT116 e em células
HCT116 resistentes a doxorrubicina (HCT116DR), que foram injetadas em ratinhos.

O primeiro teste in vitro realizado foi para determinar a eficacia da preparacao
ZnD, com um tempo de incubacdo de 48 horas a concentragdo 0,60uM. Os valores
obtidos das células HCT116 foi de cerca 20% na apoptose e cerca de 40% na apoptose
tardia mas ndo se notaram diferencas significativas em termos de necrose, como

demonstrado na figura 6.13 (99).
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Figura 6.13 - Resultado da contagem de células para a preparagdo de zinco e
doxorrubicina (ZnD) comparando com o grupo de controlo. Adaptado de (99).
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O segundo teste in vitro realizado foi a eficacia das prepara¢des o que se traduz
em viabilidade celular. Foram testadas 5 preparacdes distintas has células HCT116 e
HCT116DR, num tempo de incubacdo de 24 horas e 48 horas & mesma concentracao
que no teste anterior, 0,60uM. A preparacdo 1 era apenas de CTX (controlo), a
preparacdo 2 consistiu num associacdo de AuNP com PEG e CTX, denominada de
AUNP@PEG@CTX, a preparacdo 3 consistiu em ZnD livre, a preparacdo 4 era
composta por uma associacdo de AuNP com PEG e ZnD, denominada
AUNP@PEG@ZnD e a preparacdo 5 foi o nanossistema inicialmente proposto para
estudo do NanozZnD (99).

Os resultados obtidos para as células HCT116 mostraram que a preparagéo 2
ndo apresentou qualquer alteracdo nos valores registados comparando com o grupo
controlo. A preparacdo 3 demonstrou que ao fim de 24 horas a viabilidade celular tinha
reduzido cerca de 38% e ao fim de 48 horas cerca de 45%, a preparacdo 4 apresentou
ao fim de 24 horas uma reducédo de 57% da viabilidade celular e cerca de 68% as 48
horas e a preparacdo 5 que apresentou uma reducao de 59% as 24 horas e uma
reducéo 62% as 48 horas (99).

Os resultados obtidos para as células HCT116DR nao tiveram diferencas
significativas face as HCT116. Para as preparacdes 3 e 4 a reducéo foi ligeiramente
mais baixa as 24 e 48 horas, o que é expectavel devido a resisténcia apresentada pelas
células e a preparagéo 5 obteve uma reducao de viabilidade celular as 24 horas e as 48
horas semelhante, como representado na figura 6.14 (99).

O teste in vivo realizou-se apés injecdo de células HCT116DR injetadas nos
ratinhos, com o tratamento a ser iniciado quando os tumores atingiram os 10 mm?, por
duas inje¢Bes por via IV separadas por 4 dias a de 0,60uM. Foi utilizada uma solugéo
salina (PBS), como controlo. Os resultados observados foram que nas preparacdes com
solucdo salina e AUNP@PEG@CTX ndo se observaram redu¢gBes no crescimento
tumoral. Na preparagcdo com o composto ZnD livre observou-se uma redugéo de 26%
no crescimento tumoral. Na preparacdo sem cetuximab, a AUNP@PEG@ZnD areducao
foi mais acentuada, com valores de reducado de 76%. A preparacdo com o sistema em
estudo, a NanoZnD, reduziu completamente o crescimento tumoral quando comparado

com o grupo de controlo (99).
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Figura 6.14 - Valores da viabilidade celular para as células HCT116 e HCT116DR nas 5 preparagdes, para incubagbes
de 24 e 48 horas. Adaptado de (99).

Este estudo demonstrou que o CTX juntamente com o complexo NanoZnD
resultava numa morte celular seletiva, com resultados positivos em células que
apresentavam resisténcia a um antineoplasico sem atingir valores de toxicidade

sistémica, o que foi demonstrado no teste in vivo.

6.3. Panitumumab

A utilizacdo de PAN na terapia de CCR foi proposta por aplicagdo de um
nanossistema composto por nanocelas de apoferritina. Este nanossistema compde-se
de ferritina ndo-ligada a i6es de ferro, que possuem uma cavidade biorreativa que é
sensivel a pH &cido, estando as nanocelas preenchidas com oxaliplatina, um
antineoplasico, em cuja superficie se ligou um conjugado de PEG e PAN, o qual se
espera que medeie uma ligacdo especificamente as células alvo. A formulacdo do
sistema com PAN, que esta representada na figura 6.15, foi denominada de AFPO,
enqguanto o sistema sem PAN foi denominada AFO (100). Foram escolhidas nanocelas
devido as suas dimensfes, 8 a 12 nm, 0 que permite uma maior penetracdo nas
barreiras fisiolégicas das células tumorais. Além disso, as nanocelas apresentam
também estabilidade térmica e sensibilidade a diferencas de pH, o que pode acelerar a

distribuicdo de farmaco quando atingem as células alvo (101-103).
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Figura 6.15 - Construgdo da formulagdo de nanocelas de apoferritina que foi
preenchida com oxaliplatina e se acoplou a superficie um conjugado de PEG
com panitumumab. Adaptado de (100).

O estudo demonstrou que a pH basico a libertagdo de farmaco foi sempre
superior, entre 10 e 40%, comparando com libertacdo a pH &cido, ao longo de 7 dias.
Foram utilizados trés tipos de células cancerigenas com diferentes niveis de expressao
de EGFR, mas apenas foram analisados os resultados de células HCT116 e SW620,
respetivamente com maior e menor expressao. Apés incubacdo das células com o
sistema AFPO ou AFO durante 24 e 48 horas e a concentracdo de 10uM, verificou-se
existirem alteracdes significativas de viabilidade celular nas células SW620 quando
foram administradas preparacdes distintas, como se verifica na figura 6.16 (100).

Quando foi administrado apenas PAN, ndo houve grande alteracdo da
viabilidade celular das células SW620, comparando com o grupo controlo, ao contrario
dos resultados observados quando foi administrado o sistema AFPO, em que os valores
de viabilidade celular rondaram os 40% em 24 horas e 30% em 48 horas. Quando foi
administrado o sistema AFO os valores de viabilidade celular rondaram os 40% em 24
horas e os 35% em 48 hora. Quando foi administrada apenas oxaliplatina, os valores
rondaram os 35% em 24 horas e 0s 17% em 48 horas, representado na figura 6.16
(100).
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Figura 6.16 - Viabilidade celular no grupo SW620 em 5 grupos
diferentes, grupo de controlo, grupo administrado com
panitumumab (PAN), grupo com sistema de nanocelas de
apoferritina com panitumab e oxaliplatina, grupo com o sistma sem
panitumumab e grupo com oxaliplatina livre. Adaptado de (100).

No grupo de células HCT116, quando foi administrado apenas PAN mais uma
vez observou-se que nao houve grande alteracdo nos valores de viabilidade celular das
células HCT116, ao contrario dos resultados observados quando foi administrado o
sistema AFPO, em que a viabilidade celular rondou os 30% em 24 horas e 0s 20% em
48 horas. Quando foi administrado o sistema AFO os valores de viabilidade celular
rondaram os 40% em 24 horas e 0s 38% em 48 horas. Quando foi administrada apenas
oxaliplatina, os valores rondaram os 18% em 24 horas e os 3% em 48 horas

representado na figura 6.17 (100).
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Figura 6.17 - Viabilidade celular no grupo HCT116 em 5 grupos
diferentes, grupo de controlo, grupo administrado com panitumumab
(PAN), grupo com sistema de nanocelas de apoferritina com panitumab
e oxaliplatina, grupo com o sistma sem panitumumab e grupo com
oxaliplatina livre.. Adaptado de (100).

Isto demonstra que quando é administrado apenas o antineoplasico oxaliplatina,
os valores de viabilidade celular obtidos sé&o inferiores em relacdo aos sistemas AFPO
e AFO. No entanto, ha que ter em conta que estes sistemas sao mais seletivos do que
0 antineoplasico isolado, o que nos fornece uma maior seguranca, pois a falta de
seletividade do antineoplasico pode leva-lo a outras células que ndo as células
cancerigenas de CCR, que sao as células-alvo. Isso representa consequéncias para a
saude do doente e ndo depende apenas do antineoplasico, sendo também do tempo
exposicao, ou seja, o numero de ciclos e dias de tratamento. Os resultados obtidos em
termos de apoptose das células cancerigenas do grupo SW620 indicaram 4,7% e de
6,6% para 24 e 48 horas, respetivamente, e o grupo HCT116, apresentou valores de
13,3% e 15,5% para 24 e 48 horas, respetivamente, como representado na figura 6.18
(100).
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Figura 6.18 - Percentagem de apoptose, apoptose tardia e de células vivas dos grupos SW 620 e HCT 116 em
incubagdes de 24 e 48 horas. Adaptado de (100).

O estudo demonstrou que as nanocelas AFPO possuem a capacidade de
encapsular agentes neoplasicos sollveis em agua e conjuga-los com AbMo e que a
cavidade biorreativa existente na apoferritina, a qual é sensivel a pH acido, leva a que

a entrega de farmaco s6 ocorra nas células cancerigenas de CCR, beneficiando do pH
acido destas (100).
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Concluséao

A realizacdo desta dissertacdo tinha como objetivo principal observar os efeitos
da associacdo entre AbMo e nanossistemas aplicados na terapia de cancro colorretal.
Os estudos analisados e descritos permitiram estabelecer que uma das funcdes dos
AbMo é direcionar especificamente as preparagfes, com farmacos antineoplasicos,
para as células alvo.

Existem varios tipos de células cancerigenas de CCR como HCT116, SW620,
HT29 que apresentam valores diferentes de expressao dos fatores EGFR e VEGF.

A andlise dos varios estudos disponiveis na literatura permitiu verificar que a sua
maioria foca a utlizacdo de nanossistemas de base inorganica, o que foi algo
surpreendente, visto haver uma nog¢do generalizada de que estes sistemas s&o
comumente utilizados a nivel de diagndéstico e imagem, mas nao a nivel da terapéutica
gue tipicamente tem maior prevaléncia dos nanossistemas organicos. Isto indica-nos
um potencial futuro no tratamento, ndo s6 de CCR, mas também em outras neoplasias
e doengas.

Com base nos resultados descritos, observa-se que a associacdo entre AbMo e
nanossistemas € de facto bastante benéfica. Esta associacdo induz uma diminuicdo da
viabilidade celular, embora essa diminuicdo seja menor nas células com menor
expressdo dos fatores e com resisténcia a farmacos antineoplasicos, e um aumento da
apoptose, necrose ou apoptose tardia das células cancerigenas, que € mais alta no tipo
de células com maior expresséo dos fatores. Isto é devido a afinidade dos AbMo por
estes fatores de crescimento. Demonstram também que esta associagcdo permite uma
maior entrega de farmaco de forma controlada, o que leva a um aumento na eficacia da
terapéutica. Como ainda ndo existem muitos estudos, apesar das indicagfes serem
boas nos ensaios realizados em animais, ainda existem um longo caminho a percorrer
e a necessidade de mais estudos, em especial estudos in vivo para se poder prosseguir
para ensaios clinicos.

No futuro, espera-se que o melhor conhecimento molecular das vias de ativacao,
proliferacdo tumoral e expresséo de fatores de crescimento, como dos mecanismos de
resisténcia aos farmacos e dos biomarcadores preditivos de resposta terapéutica, possa
levar ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e melhor utilizacdo dos ja
existentes, de forma a garantirmos a melhor qualidade possivel aos doentes e chegar a

solucBes que permitam prolongar a sua sobrevivéncia.
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