@ UAlgFcT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Universidade do Algarve

Faculdade de Ciéncias e Tecnologias

Inibicdo da Angiogénese em Tumores Solidos: Aplicacdo dos
Lipossomas Cationicos

Dissertacédo
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Filipe Manuel Marques Trindade

Trabalho efetuado sob a orientacdo de:

Prof. Doutora Ana Grenha

2013



Inibicdo da angiogénese em tumores solidos: aplicacdo dos lipossomas cationicos

@ UAlgFcr

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Universidade do Algarve

Faculdade de Ciéncias e Tecnologias

Inibicdo da Angiogénese em Tumores Solidos: Aplicacdo dos
Lipossomas Cationicos

Dissertacdo para obtencédo do grau de mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Filipe Manuel Marques Trindade

Orientador:

Prof. Doutora Ana Grenha

2013

I|Pagina



Inibicdo da angiogénese em tumores solidos: aplicacdo dos lipossomas catiénicos

Declaracao de autoria de trabalho:

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

incluida.

Copyright© Filipe Manuel Marques Trindade

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 repositorios cientificos e de admitir a sua copia e
distribuicdo com objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que

seja dado credito ao autor e editor.

lPagina



Inibicdo da angiogénese em tumores solidos: aplicacdo dos lipossomas catiénicos

Agradecimentos

Aos meus pais em especial, pelo enorme esfor¢o, apoio, carinho e dedicacdo,
acreditando sempre nas minhas capacidades, sendo imprescindiveis para a conclusdo
desta etapa como para a minha vida.

A minha namorada, Rita, pelo amor, motivacio e confianca na minha capacidade em
superar todos 0s objetivos, essenciais para a conclusdo deste trabalho.

A minha familia, pelo carinho, confianca e orgulho que sempre demonstraram,
revelando sempre um enorme interesse pela minha vida academica.

A minha orientadora Professora Doutora Ana Grenha, pela ajuda no desenvolvimento
desta dissertacédo, revelando sempre uma enorme disponibilidade no esclarecimento de
duvidas.

A0s meus amigos e colegas, que estiveram sempre presentes, pela amizade, alegria,
incentivo e pelos bons momentos que passei durante esta etapa da minha vida.

A todos, um muito obrigado.

IV|Pagina



Inibicdo da angiogénese em tumores solidos: aplicacdo dos lipossomas catiénicos

Resumo

Este trabalho pretende abordar a aplicabilidade dos lipossomas catibnicos como
veiculos de terapia anti-angiogénica, bem como verificar o seu efeito em diversos tipos

de cancro.

O termo angiogénese define-se como o processo de formacdo de novos vasos a partir de
uma vasculatura pré-existente. Este processo é regulado por varias vias de transducao de
sinal que envolvem mdltiplos fatores como, por exemplo, o VEGF, o mais potente
indutor angiogénico conhecido. A angiogénese é essencial para o crescimento tumoral,
pois permite um maior aporte de nutrientes e oxigénio para as células hipoxicas do

interior do tumor, que se traduz num aumento da proliferagéo celular.

Nos ultimos anos, surgiu um grande interesse na capacidade dos lipossomas cationicos
em reconhecer seletivamente as células endoteliais da vasculatura tumoral. A
modificacdo dos constituintes dos lipossomas cationicos, como por exemplo a inclusdo
de polietilenoglicol, permite ultrapassar as principais desvantagens da utilizacdo deste
tipo de formulagdes, como a toxicidade e a rapida eliminacdo do organismo. A
utilizacdo de lipossomas cationicos na veiculacdo de terapia anti-angiogenica permite
uma maior acumulagdo dos farmacos nas células-alvo, ndo sé aumentando a eficacia

terapéutica como reduzindo a toxicidade associada.

Esta estratégia podera revelar-se um enorme passo na terapia contra o cancro, nao so na
inibicdo da progressdo tumoral como também, em combinacdo com a quimioterapia

convencional, no aumento das taxas de cura.

Palavras-chave

Angiogénese, cancro, lipossomas catidnicos, progressao tumoral, terapia anti-

angiogénica, vasculatura tumoral.
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Abstract

This study addresses the applicability of cationic liposomes as vehicles for anti-
angiogenic therapy, as well as verifies its effect in several types of cancer.

The term angiogenesis is defined as the process of formation of new vessels from a pre-
existing vasculature. This process is regulated by various signal transduction pathways
that involve multiple factors such as, for example, VEGF which is the most potent
inducer known angiogenesis. Angiogenesis is essential for tumour growth, since it
allows an increased supply of nutrients and oxygen to the hypoxic cells within the

tumour, which causes an increase in cell proliferation.

In recent years, a great interest has arisen in the ability of the cationic liposomes to
selectively recognize the endothelial cells of tumour vasculature. The modification of
the constituents of cationic liposomes, such as the inclusion of polyethylene glycol,
overcomes the main disadvantages of using this kind of formulations, such as toxicity
and rapid elimination from the organism. The use of cationic liposomes as vehicles for
anti-angiogenic therapy allows a greater accumulation of drugs in target cells, not only

increasing the therapeutic efficacy but also reducing the associated toxicity.

This strategy may prove to be a huge step in the therapy against cancer, not only in the
inhibition of tumour progression as well as increasing cure rates, in combination with

conventional chemotherapy.

Keywords

Angiogenesis, anti-angiogenic therapy, cancer, cationic lipossomes, tumour

progression, tumour vasculature.
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1. Introducao

O cancro é, atualmente, uma das maiores causas de Obito na Europa. A
quimioterapia existente tem como objetivo a erradicacdo das células malignas que
constituem o tumor, ou o atraso da progressdo deste, prolongando a sobrevivéncia do
doente oncolégico. No entanto, verifica-se uma elevada incidéncia de efeitos adversos
associados a terapéutica, para além do desenvolvimento de resisténcias aos farmacos

por parte das células malignas, o que compromete a eficacia do tratamento [1,2].

Quando os tumores atingem um determinado tamanho, o aporte de nutrientes e
oxigénio fica dificultado, principalmente para as células presentes no interior do tumor.
Deste modo, o proprio tumor liberta fatores enddgenos responsaveis pela inducdo da
formacdo de uma nova vasculatura, que o envolve e que é responsavel pela rapida

progressao da doenga. Este processo é denominado por angiogénese [1].

A angiogénese € crucial ndo s6 para um crescimento sustentado do tumor mas
também na formacdo de metastases, por facilitar a invasdo de células malignas para a
circulacdo sistémica. Este processo é regulado por varios fatores que atuam em diversas
vias de transducdo de sinal celulares, sendo o mais importante o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). O conhecimento da maior parte dos mecanismos e fatores
envolvidos no processo angiogénico foi um importante passo no desenvolvimento de
farmacos com atividade anti-angiogénica. No entanto, € necessaria uma vetorizacdo
seletiva para os vasos tumorais de modo a aumentar a eficicia e a seguranca deste tipo
de abordagem [1,3].

As células endoteliais que constituem 0s vasos tumorais possuem diversas
caracteristicas unicas, quando comparadas com as células endoteliais dos vasos normais.
O estudo destas caracteristicas favorece o desenvolvimento de estratégias que permitam

aumentar a seletividade da terapéutica anti-angiogénica para este tipo de células [1,3].

Neste trabalho, pretende-se demonstrar a aplicabilidade dos lipossomas
cationicos na vetorizacdo, para a vasculatura tumoral, de diversos agentes terapéuticos

com atividade anti-angiogénica.
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Como existe uma enorme variedade no tipo de agentes terapéuticos que podem
ser utilizados nestas formulacdes, para além das diferentes caracteristicas das células-
alvo consoante o tipo de tumor, € importante que a constituicdo dos lipossomas
cationicos seja a mais adequada para cada caso.

Inicialmente, esta dissertagdo tem como objetivo elucidar o leitor acerca de
todos os mecanismos envolvidos no processo angiogénico, da importancia deste para o
tumor e das propriedades Unicas dos vasos tumorais que o tornam um potencial alvo
terapéutico. A fase posterior do trabalho serd totalmente dedicada aos lipossomas
cationicos, tanto ao nivel da composicdo e caracteristicas destes, como a sua capacidade
de vetorizacdo de farmacos citotoxicos e material genético para os vasos tumorais, com

0 objetivo de diminuir a proliferacdo do tumor.
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2. Cancro

Durante o tempo em que vivemos, as células que constituem o corpo humano
renovam-se. Esta renovacgdo celular ocorre, ndo de forma aleatéria, mas sim segundo
uma regulacdo muito restrita, de modo a que cada tecido possua a dimenséo e forma
adequadas. Este equilibrio no nimero de células de determinado tecido é regulado por
uma grande variedade de vias de transducéo de sinal celulares, sendo que a presenca de
uma ou varias anomalias nestas vias podem originar uma neoplasia (do grego neos +
plasia = novo crescimento) ou cancro (do grego karkinos = caranguejo). O termo cancro
define-se entdo como uma desregulacdo no crescimento celular, com uma producéo
excessiva e diferenciagdo anormal das células que, num estado mais tardio da doenga,

compromete o normal funcionamento fisioldgico, sendo muitas das vezes letal [1].

Através de dados estatisticos recolhidos pela OCDE referentes ao ano de 2010, o
cancro ja é a segunda maior causa de mortalidade nos estados membros da Unido
Europeia, logo atrds das doencas cardiovasculares, sendo responsavel por 28% dos
Obitos. Segundo o0s mesmos dados, o genero masculino é o mais afectado,
possivelmente devido a uma menor existéncia de programas de rastreio, que dificulta o
diagnostico precoce, aliado a uma maior prevaléncia de fatores de risco
comportamentais. Comparando os diversos tipos de cancro, o do pulmdo continua a ser
responsavel pelo maior nimero de ébitos por doenca cancerigena, principalmente nos
paises onde o tabagismo, o principal fator de risco, continua a ter uma grande

prevaléncia [2].

Atualmente, sdo conhecidos uma enorme diversidade de fatores que podem levar
ao aparecimento de uma doenga cancerigena. O mecanismo responsavel pelo
aparecimento da maioria dos cancros ¢é a exposicao prolongada a agentes carcinogénicos
que sdo capazes de causar alteraces no DNA, como mutagdes ou delegdes em genes
essenciais para o normal funcionamento celular. Estes agentes podem ser divididos em

agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos [3].

A exposicdo solar, particularmente a radiacdo ultravioleta, € um exemplo de
agente carcinogénico fisico. E conhecido o facto de que a exposicio solar excessiva e

prolongada aumenta a probabilidade de desenvolvimento de melanoma. As radiagcdes
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ionizantes também estdo incluidas neste grupo e tal como as anteriores, atuam por leséo

direta do material genético, para alem do efeito imunossupressor [4].

Em relacdo aos agentes bioldgicos, estima-se que as infe¢cBes crdnicas por
determinados virus correspondem a uma percentagem de cerca de 18% da etiologia de
tumores malignos. Os virus ndo possuem um mecanismo de replicacdo préprio e
necessitam de um hospedeiro para assegurar a sua proliferacdo, inserindo o seu material
genético aleatoriamente no genoma celular do hospedeiro. Devido a este mecanismo, a
transformacdo maligna das células pode dever-se a insercdo do DNA/RNA viral
proximo de genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular, aumentando ou diminuindo
a sua expressdo. No quadro 2.1 estdo representados alguns virus que podem ter

influéncia causal na oncogénese [1,5].

Quadro 2.1- Exemplos de agentes bioldgicos relacionados com certos tipos de

cancro [5].

AGENTE BIOLOGICO T1POS DE CANCRO ASSOCIADOS

Helicobacter-pylori Adenocarcinoma  gastrico, linfoma
gastrico

Papiloma virus humano Cancro do cdlo do atero

Hepatite B, Hepatite C Carcinoma hepatocelular, linfoma né&o-
Hodgkin

Epstein-Barr Linfoma Hodgkin, linfoma Burkitt’s,
carcinoma nasofaringeo

HTLV-I Leucemia células-T

HIV-I Diversos tipos de cancro, devido a

Imunossupressao severa

Existe uma enorme diversidade de agentes quimicos que também podem induzir o
desenvolvimento de doenca cancerigena como, por exemplo, as aminas aromaticas, 0s
hidrocarbonetos policiclicos, as mustardas e as aflotoxinas. Como resultado da atividade
celular também sdo produzidos metabolitos endégenos mutagénicos, como os radicais

livres de oxigénio que sdo altamente reactivos contra o DNA [1].
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Prevenir totalmente a exposicdo a todos estes agentes torna-se uma tarefa
impossivel pois estes estdo presentes no ar, no solo, na &gua, no estilo de vida de cada
individuo e até na nossa alimentacdo. Devido a este facto, torna-se urgente alertar e
educar a populacdo, pois parte da solucdo consiste em reduzir o maximo possivel a

exposicao a estes agentes [6].

Todos os dias 0 nosso material genético sofre um grande niumero de mutagdes
aleatérias, mas nem todas as pessoas desenvolvem uma doenca cancerigena durante a
vida. A maior parte destas mutagcdes ocorrem em locais do genoma que ndo afetam o
normal funcionamento celular, sendo chamadas muta¢des ‘silenciosas”. Como
anteriormente explicado, o maior risco de desenvolver um cancro deve-se as alteragdes
genéticas ocorridas num conjunto de genes que regulam direta ou indiretamente o ciclo
celular. Neste conjunto incluem-se 0s proto-oncogenes e oncogenes, 0S genes
supressores tumorais, 0s genes que regulam a apoptose (suicidio celular) e também

genes cuja funcéo esté incluida no sistema de reparacdo do DNA [1].

E certo que alguns individuos apresentam uma predisposicdo genética para o
desenvolvimento da doenca, devido a anormalidades nas classes de genes acima
referidos, mas a hereditariedade genética apenas explica uma peguena percentagem da
incidéncia de tumores malignos. A probabilidade de desenvolver uma doenca
cancerigena esta assim associada aos fatores comportamentais de cada individuo aliado

a sua componente genética [1,3].

O tratamento do cancro tem sido o maior desafio da comunidade cientifica ao
longo das ultimas décadas. A cirurgia permite a extracdo eficaz do tecido maligno no
caso de certos tumores em estadios ndo metastaticos, enquanto a radioterapia e a
quimioterapia visam a destruicdo das células tumorais, sendo que nestes Ultimos existe
uma elevada incidéncia de efeitos adversos, devido a suscetibilidade das células
saudaveis ao tratamento. Outras terapéuticas eficazes no tratamento do cancro incluem a

hormonoterapia e a imunoterapia [3].

No entanto, existe a possibilidade de falha terapéutica devido ao desenvolvimento
de resisténcia a farmacos pelas células tumorais. O mecanismo de resisténcia mais
estudado é a sobrexpressdo de transportadores de efluxo da familia ABC por parte das
células suscetiveis a quimioterapia. Estes transportadores transmembranares utilizam a

energia gerada pela degradacdo de moléculas de ATP para excretar os farmacos do
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interior das células, diminuindo a concentragdo intracelular do farmaco e portanto o seu
efeito terapéutico. Num estudo publicado por Liu et al., realizado numa cultura de
células de leucemia humana, conclui-se que o grau de resisténcia destas células a
farmacos antineoplasicos esta correlacionado com o aumento da expressdao de p-

glicoproteina, o transportador de efluxo mais estudado da familia ABC [7,8].

Futuramente, é urgente a obtencdo de um maior conhecimento dos mecanismos
envolvidos na transformacdo maligna das células, bem como de outros processos
essenciais para o desenvolvimento do tumor, para que possam ser produzidos farmacos
com acdo cada vez mais seletiva nas células tumorais e por isso menos toxicos para 0s

tecidos saudaveis. O processo angiogénico é um dos exemplos amplamente estudados.
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3. Angilogénese

A célula constitui a unidade fundamental da matéria viva. Todas as células do
organismo necessitam de nutrientes e oxigénio para manter a sua funcdo fisiologica,
bem como de meios para excretar metabolitos desnecessarios, ou até mesmo toxicos,
resultantes da atividade celular. Estes processos sdo garantidos pela existéncia de uma
rede vascular sanguinea e linfatica constituidas por células endoteliais que estdo
organizadas em forma de tubulos de diferentes calibres, de modo a garantir uma
cobertura total do corpo humano. Nesta sequéncia, € entdo necessario que estes vasos
possuam uma determinada permeabilidade, ndo sO para permitir as trocas gasosas e de
nutrientes com os tecidos, mas também para o transporte de algumas células do plasma

que séo necessarias em locais especificos [9].

O termo angiogenese refere-se ao processo de formacdo de novos vasos sanguineos a
partir de uma vasculatura pré-existente, podendo ser diferenciada em angiogénese
fisiologica ou patoldgica. Enquanto a primeira € crucial durante a embriogénese e até
depois do nascimento sendo responsavel por formar a rede vascular normal nos tecidos
adultos, ja a segunda, estd anormalmente presente em diversos estados de doenga como
na inflamacg&o cronica, cicatrizacdo de feridas, doencas cardiovasculares isquemicas e

neoplasias [10].

No caso especifico das neoplasias, este processo representa um factor
fundamental para o seu crescimento, sendo também determinante na formacdo de
metéstases pois a entrada de células neoplasicas na circulacdo e possivel invasao de

outros tecidos € facilitada [11].

Observou-se que, na auséncia de angiogénese, o aporte de oxigenio e nutrientes
para as células interiores dos tumores com tamanho superior a 2-3 mm? fica geralmente
comprometido, mantendo o tumor num estado de dorméncia. Este facto deve-se ao
equilibrio entre o namero de células do interior que entram em apoptose por falta de
nutrientes e o namero de células que continuam a proliferar nas camadas mais externas

do tumor. Para continuar o seu crescimento, o proprio tumor necessita de estimular a
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criacdo de novos vasos sanguineos que o envolvam e permita a difusdo de gases e

nutrientes a todas as células que o constituem [12].

A angiogénese pode ser diretamente estimulada pelo préprio tumor ou por outras
células e matriz extracelular proxima do tumor. As células endoteliais mais proximas

séo entéo activadas para formar 0s novos vasos de acordo com a seguinte figura:

e S 2 r - - |

Figura 3.1- Etapas da angiogénese tumoral [13]. Legenda: A- Secrec¢éo de fatores pro-
angiogénicos; B- Degradacdo proteolitica da membrana basal e da matriz extracelular
que circunda o tumor; C- Proliferacdo e migracdo das células endoteliais em direc¢do a
fonte de estimulo angiogénico; D- Remodelacdo de modo a formar tubulos que

envolvem o tumor, permitindo uma nova rede de fluxo sanguineo

E de realcar que a vasculatura formada pelo processo de angiogénese tumoral é
muito diferente da vasculatura dita normal. Em comparacédo, a disposicdo das células
endoteliais que compBem a nova vasculatura € muito mais desorganizada. Para alem
disso, apresentam uma menor resisténcia vascular e uma permeabilidade muito
aumentada, que pode ser responsavel pela migracdo de células tumorais para outros

tecidos corporais, podendo dar origem a novas metastases [1,9].

3.1 “sSwWITCH” ANGIOGENICO

O termo “switch angiogénico” refere-se a0 espaco temporal em que ocorre a
transicdo do estado de dorméncia avascularizada de uma hiperplasia a um estado

hipervascularizado e de possivel rapida progressdo de um tumor [14].
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Trata-se de um processo complexo que envolve um desequilibrio entre fatores
pré e anti-angiogénicos e substancias quimicas externas ou produzidas pelas células
tumorais, que através de cascatas de interacfes quimicas celulares, promovem ou

inibem a formacao de uma nova vasculatura que envolve o tumor [15].

Segundo diversos estudos, um tumor continua em dorméncia enquanto had uma
prevaléncia dos fatores anti-angiogénicos, sendo geralmente assintomatico e
dificilmente detetavel. Quando existe uma atividade superior dos fatores pro-
angiogénicos, o processo de angiogénese é iniciado e o tumor entra num estado de

rapido crescimento [15-19].

3.2-MECANISMOS REGULATORIOS DA ANGIOGENESE

3.2.1-FATORES ENDOGENOS ENVOLVIDOS NA INDUCAO DA ANGIOGENESE

O inicio da angiogénese ¢ mediado por diversos fatores indutores que activam
mecanismos de sinalizacdo celular que culminam na criacdo de uma nova vasculatura.
Os mais amplamente estudados séo o fator de crescimento endotelial vascular (do inglés
“vascular endotelial growth factor” - VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico
basico (do inglés “basic fibroblast growth factor” - bFGF), embora existam muitos
outros com atividade direta ou indireta na inducdo da angiogénese. A inducdo de uma
nova vasculatura ndo € apenas induzida por um destes mecanismos, mas sim por uma
sinergia de alguns ou todos os mecanismos de transducdo de sinal envolvidos no

processo [20].
3.2.1.1- FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

A superfamilia VEGF ¢é constituida por 5 familias (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D e VEGF-E), sendo que a familia VEGF-A é a mais associada ao processo
de angiogénese e 0 VEGF-E ao processo de linfoangiogénese. Através de um processo
de splicing alternativo, o gene VEGF-A pode originar seis isoformas que variam no
niamero de aminoacidos que as constituem (VEGFi1, VEGFus, VEGFes,
VEGF;53,VEGF159 E VEGF06), sendo que 0 VEGFigs € a isoforma predominante na

generalidade dos tumores solidos [11].
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O gene VEGF é regulado por estimulos como as condigdes de hipoxia, fatores
de crescimento, mutacdes no gene p53, estrogénio, tireoestimulina (TSH), éxido nitrico
ou fatores tumorais, sendo o seu produto produzido por diversos tipos de células como,
por exemplo, macrofagos, células do estroma ou células tumorais [21-23].

O VEGEF ¢ ligando de dois recetores com atividade tirosina cinase, 0 VEGFR-1
(FlIt-1) e 0 VEGFR-2 (KDR) e do recetor colapsina/semaforina Neuropilin 1 (NP1), um
recetor envolvido no crescimento neuronal, que apenas se liga a isoforma VEGF 5. Os
dois primeiros estdo sobrexpressos nas células endoteliais proximas do tumor em
comparagdo com as que constituem os vasos normais. O recetor VEGFR-2 possui
menor afinidade para o VEGF, mas uma elevada atividade. Por outro lado, o recetor
VEGFR-1 é o que possui maior afinidade para o VEGF, embora a sua atividade seja
mais fraca, sendo que um estudo realizado concluiu que em ratinhos VEGFR-1", a
angiogénese esta aumentada devido a uma maior expressdao do recetor VEGFR-2.
Segundo outro estudo, o recetor NP1 contribui indiretamente para um aumento da
angiogénese, ligando-se ao VEGF e aumentando a sua afinidade para o recetor VEGFR-
2 [24-26].

Os efeitos do VEGF sdo importantes em toda a cadeia do processo angiogenico.
Resultante da sua atividade, ocorre uma vasodilatagdo mediada pelo NO e um aumento
da permeabilidade das células endoteliais, importante para a passagem de proteinas
plasmaticas como o fibrinogenio e o plasminogénio, que servirdo de molde para a
organizacdo das células endoteliais constituintes dos novos vasos. O aumento da
permeabilidade vascular é devido ao aumento da secrecdo e ativacdo de
metaloproteinases da matriz (do inglés “matrix metaloproteinase” - MMP1) que
degradam a matriz extracelular préxima do tumor, favorecendo a migracdo de células

endoteliais no sentido deste [20].

Diversos estudos correlacionam os niveis de VEGF com a progressdo e
prognostico de alguns tipos de cancro. Num estudo publicado por Huang concluiu-se
que elevados niveis de VEGF estdo associados a uma diminuicdo do prognostico em
pacientes com cancro na bexiga. Noutros dois estudos, envolvendo pacientes com

cancro gastrico ou cancro do pulméo, obtiveram-se as mesmas conclusdes [27-29].
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3.2.1.2-FATOR DE CRESCIMENTO FIBROBLASTICO BASICO (bFGF)

O fator de crescimento fibroblastico basico é um dos fatores pr6-angiogénicos
mais estudados no processo angiogénico, atuando ao nivel de diferentes tipos de células,

incluindo as células endoteliais [30].

A sua atividade angiogénica deve-se principalmente a interagdes com o0s
recetores FGFR1 e FGFR2 e, indiretamente, com proteoglicanos heparinicos que se
encontram presentes na superficie das células endoteliais e na matriz extracelular, cuja

interacdo estabiliza e protege o bFGF da inativacao [31].

O seu efeito é similar ao do VEGF e estende-se a todas as etapas da
angiogénese, atuando a nivel da migragédo, proliferacdo e organizacdo das células
endoteliais, na producdo de metaloproteinases que degradam a matriz extracelular e na
regulacdo da expressdo de integrinas e caderinas envolvidas no processo angiogenico
[20,31].

Num estudo publicado por Gualandris, onde se procedeu a transfecdo com bFGF
de uma linha de células endoteliais adrticas de um rato, verificou-se que, apds
inoculacdo destas células em diferentes tecidos de animais, ocorreu uma inducéo

significativa da angiogénese [32].

3.2.1.3-OUTROS FATORES ENDOGENOS INDUTORES DA ANGIOGENESE

Para além dos fatores acima referidos, existem muitos outros cuja atividade esta
envolvida no processo de angiogénese. Por exemplo, as integrinas possuem uma funcéo
ativa na inducdo da angiogénese. Funcionam como recetores de macromoléculas da
matriz extracelular e de proteinases, sendo que o VEGF e o bFGF induzem a sua
expressdo. Por outro mecanismo actua o fator de crescimento derivado das plaquetas
(do inglés platelet derived growth factor, PDGF) e as angiopoietinas, pois a sua funcao
€ mais restrita ao nivel da organizacdo da estrutura da nova vasculatura, sendo essencial
para a sua maturacdo. No quadro 3.1 estdo representados outros exemplos de fatores

enddgenos com atividade pré-angiogénica [20].
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Quadro 3.1- Outros exemplos de fatores enddgenos pro-angiogenicos [20].

FATOR PRO-ANGIOGENICO EFEITO DA SUA ATIVIDADE
PIGF Similar ao VEGF e muito importante na angiogénese
patoldgica
Endoglina Estabiliza o0s neovasos numa fase posterior,

estimulando a producdo da matriz extracelular

Ativadores do plasminogénio Liberta e activa outros fatores prd-angiogénicos, com
efeito importante na migragédo celular e remodelacao

da matriz

Oxido nitrico sintase e Envolvidos nos processos de vasodilatacéo

ciclooxigenase-2

HIF-1 Estimula a producédo de VEGF e bFGF

3.2.2- FATORES ENDOGENOS ENVOLVIDOS NA INIBICAO DA ANGIOGENESE

Apobs o “switch” angiogénico, os mecanismos de inibi¢do da angiogénese sao
menos ativos que os de inducdo. No entanto, estes sdo importantes para tentar atrasar o
maximo possivel a progressao do tumor. Embora existam muitos fatores inibitérios da
angiogénese, 0s mais estudados sdo a angioestatina, a endostatina e as

trombospondinas[14].

A angiostatina deriva do plasminogénio e esta presente na circulacdo sanguinea.
A sua acdo anti-angiogénica nao é consensual, sendo que varios mecanismos foram
propostos. Um destes envolve a interacdo com subunidades da enzima ATP sintase nas
células endoteliais, inibindo a sua proliferacdo através da reducdo das reservas de
energia destas células. Outra teoria correlaciona o potencial inibitério de algumas
integrinas com a diminui¢do da angiogénese, ao bloquear a cadeia de transducdo de

sinal na qual estdo envolvidas [30].

Através de um mecanismo diferente, a endostatina também diminui a capacidade de

migracdo e proliferagdo das células endoteliais. Derivada do colagénio XVIII, reduz a
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angiogénese mediada pelos fatores VEGF e bFGF, simultaneamente & capacidade de
inibir a expressao de VEGF pelas células tumorais [20,30].

Os trombospondinas, particularmente a trombospondina-1, sdo potentes
inibidores da angiogénese. Sdo proteinas glicosiladas que participam nas interacdes
célula-célula e célula-matriz, sendo que a sua atividade ¢é inibida ap6s o “switch”
angiogénico. Quando ligadas aos seus recetores, inibem a cadeia de transducéo de sinal
mediada pelo VEGF e bFGF. Segundo um recente estudo publicado por Fleitas em
pacientes com carcinoma de pulmé&o de células ndo pequenas avangado, niveis baixos de
trombospondina-1 e niveis elevados de VEGF contribuem para um aumento da
progressdo do tumor, piorando o progndéstico da doenca. No quadro seguinte, estdo
representados mais alguns exemplos de fatores com atividade anti-angiogenica [30,33].

Quadro 3.2- Outros exemplos de fatores endogenos anti-angiogénicos [20].

FATOR ANTI-ANGIOGENICO EFEITO DA SUA ATIVIDADE

Vasostatina e Calreticulina Inibem replicacdo das células endoteliais

Factor plaquetario-4 Impede ligacdo do VEGF e do bFGF aos seus
recetores

Inibidores de metaloproteases Inibem degradacdo da matriz extracelular

pelas metaloproteases

Interferdo  (IFN) e algumas Impedem a migracdo das células endoteliais.

interleucinas (IL-4, IL-12 e IL-18) O interferéo reduz a expressdo de bFGF

O conhecimento dos mecanismos que regulam o processo da angiogénese
permite a investigacdo de estratégias inibitorias que poderdo marcar uma mudanca na

forma como as doencas cancerigenas sao tratadas.

3.3-INIBICAO DA ANGIOGENESE

A inibicdo da angiogénese é uma estratégia importante no tratamento de diversos
tipos de tumores solidos cujo crescimento é dependente da formacao de novos vasos. O
objetivo deste tipo de terapéutica consiste na destruicdo das células tumorais por
escassez de nutrientes e oxigénio essenciais para o normal funcionamento celular,

impedindo o crescimento do tumor [34].
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Depois de constatar que o crescimento tumoral depende essencialmente do
processo angiogenico, Folkman, no inicio dos anos 70, foi o primeiro cientista a
considerar a inibi¢do da angiogénese como uma estratégia para o tratamento de tumores
solidos. Mas esta area s6 se tornou promissora nos anos 90, com a descoberta de
compostos com uma potencial atividade anti-angiogénica por cientistas como Inger, que
produziu o composto O-cloroacetilcarbamoil fumagilol (TNP-470), um analogo do
antibiético fumagilina, que bloqueia o ciclo celular das células endoteliais em Gy,
inibindo a sua proliferacéo [35,36].

O primeiro composto anti-angiogénico aprovado foi o anticorpo monoclonal
bevacizumab (Avastin®, Genentech), que inibe seletivamente o0 VEGF e que tem como
indicagéo o tratamento do cancro do colon metastatico, cancro de pulmé&o de células ndo
pequenas avancado (em combinacdo com carboplatina e paclitaxel) e do cancro renal
metastatico (em combinacdo com interferdo alfa). Diversos ensaios clinicos tém sido
efetuados para verificar a aplicabilidade terapéutica deste farmaco noutros tipos de

tumores cujo crescimento é dependente dos niveis de expressdo de VEGF [37-39].

A maior parte dos compostos desenvolvidos com capacidade anti-angiogénica
encontram-se atualmente em ensaios clinicos. No quadro 3.3 estdo representados alguns

exemplos destes farmacos.

Quadro 3.3- Exemplos de farmacos com atividade anti-angiogenica.

FARMACO MECANISMO DE ACAO REFERENCIA
Anticorpo monoclonal que inibe seletivamente [38]
Vitaxin uma classe de integrinas expressas na superficie
das células endoteliais
Recetor solvel que contém zonas idénticas aos [41]
recetores VEGFR-1 e VEGFR-2. Liga-se ao
VEGF-trap VEGF e inibe a cascata de transducdo de sinal
mediada por este fator
Inibe a atividade tirosina cinase dos recetores do [42]
SU5416 VEGE.
ZD6474 Bloqueia 0 VEGFR-2 e 0 EGFR [43]
. Inibidor das metaloproteases envolvidas na [43]
Marimastat - .
degradacé@o da matriz celular
Combretastatina  Indugdo da apoptose das células endoteliais [43]
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O mecanismo de acdo mais comum destes agentes terapéuticos é a inibicdo
seletiva de moléculas envolvidas nas vias de transducdo de sinal que ativam o0 processo
angiogénico como, por exemplo, o complexo VEGF-recetor, o0 bFGF, as endoglinas, as
integrinas ou metaloproteinases. A inibicdo da angiogénese pode ser conseguida através
das mais diversas formulacGes, como por exemplo anticorpos monoclonais, fatores de
crescimento dominantes (interagem com 0 mesmo recetor mas sem efeito angiogénico),

terapia genética ou administracdo de moléculas com atividade anti-angiogénica [40].

O conhecimento dos fatores envolvidos no processo angiogénico € essencial
para definir alvos terapéuticos, mas outros fatores deverdo ser considerados de modo a
aumentar a eficacia e seguranca da terapéutica. Para isso, € necessario ndo sO a
descoberta de compostos com propriedades anti-angiogénicas, mas também o
desenvolvimento de sistemas que permitam aumentar a seletividade da terapéutica para

as celulas endoteliais proximas do tumor.
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4. A vasculatura do tumor como alvo
terap€utico preferencial

A vetorizacdo de farmacos para as células tumorais € dificultada pelas condi¢des
fisiolégicas anormais do microambiente do tumor. A proliferacdo excessiva de células
tumorais leva a uma compresséo dos vasos que rodeiam o tumor, afetando o transporte
vascular do farmaco, bem como o seu extravasamento dos vasos para a regido tumoral.
Também a existéncia de uma rede vascular tortuosa e hiperpermeavel afeta a eficécia
terapéutica, devido a diminuicdo da irrigacdo sanguinea, provocada por uma resisténcia
fisica aumentada, e a elevada presséo de liquido intersticial que diminui o transporte do
farmaco dos vasos para as células tumorais. Por ultimo, as condi¢des de hipdxia alteram
0 pH em diversas zonas do tumor, tornando-se mais acidico, o que pode alterar a

estabilidade e o efeito terapéutico dos farmacos utilizados [44].

As células endoteliais dos neovasos tumorais s80 muito mais acessiveis do que
as celulas tumorais e igualmente suscetiveis aos agentes terapéuticos. Estima-se que a
eliminacdo de apenas algumas células endoteliais proximas do tumor pode causar a
destruicdo de milhares de células tumorais, devido a quebra do aporte de nutrientes e
oxigénio necessarios para a sobrevivéncia destas. Por outro lado, as células endoteliais
gue constituem 0s neovasos tumorais ndo sao malignas e muito raramente adquirem
resisténcias ao tratamento, ao contrario das células tumorais, onde este problema é uma
barreira muito comum a eficacia terapéutica. No quadro 4.1, compararam-se algumas
caracteristicas entre os processos de vetorizacdo de farmacos para as células tumorais e

para as células endoteliais [45].

A eficécia deste tipo de terapéutica varia consoante o grau de dependéncia do
tumor em relacdo a necessidade de formacdo de novos vasos para assegurar a

sobrevivéncia das células tumorais que o constituem [46].

Como referenciado anteriormente, a angiogénese € também um processo
fisioldgico importante, por exemplo, na cura de feridas ou na inflamacédo cronica. Assim
sendo, a terapia anti-angiogénica devera ser seletiva para as células endoteliais que

constituem os neovasos formados por estimulos tumorais. Esta seletividade é possivel
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através da elaboracdo de sistemas de transporte de farmacos que permitam explorar as

diferencas entre os vasos normais e 0s vasos tumorais [10,47].

Quadro 4.1- Comparacdo entre a vetorizagcdo de farmacos para as células

tumorais e a vetorizagdo de farmacos para as células endoteliais dos neovasos

tumorais[45].

VETORIZAGCAO DE FARMACOS

CARACTERISTICA

Modelo
farmacocinético

Celula-alvo
Recetor-alvo
Expressao do recetor
Tipos de terapia
Estabilidade genética

da célula-alvo

Desenvolvimento de

CELULAS TUMORAIS

Modelo
multicompartimental

Células malignas do tumor

Antigénio tumoral

Heterogenea entre diferentes
tumores e entre as células
malignas do mesmo tumor

Farmacos citotoxicos

Instavel, facilmente
adquirem mutacoes

Sim

CELULAS ENDOTELIAIS

Modelo
monocompartimental

Células endoteliais nédo-
malignas

Marcadores angiogénicos

Né&o foram evidenciados
casos de heterogeneicidade

Farmacos citotoxicos e
inibidores da angiogénese

Células dipldides e
geneticamente estaveis

Ainda ndo foram reportados

resisténcias casos de resisténcia

As diferentes junc@es intercelulares entre as células endoteliais classificam os
vasos formados em trés diferentes tipos: continuo, descontinuo e fenestrado. Por outro
lado, as células endoteliais que constituem os diferentes tipos de vasos também diferem
ao nivel da morfologia, dos fatores que libertam e nos tipos de glicoproteinas que

apresentam na sua superficie celular [48].

Os vasos continuos apresentam uma baixa permeabilidade devido a existéncia de
um grande numero de “unides intimas” ao nivel das membranas das células endoteliais.
Constituem ndo apenas 0s grandes vasos mas também alguns tipos de tecidos, sendo
responsaveis, por exemplo, pela baixa permeabilidade dos capilares que constituem a
barreira hematoencefalica. Sdo responsaveis apenas pela troca de ides e pequenos

solutos com os tecidos circundantes [48].
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Os vasos descontinuos apresentam uma elevada permeabilidade devido ao
didmetro dos poros membranares das células endoteliais que podem ter tamanhos entre
100-1000 nm. S&o responsaveis, por exemplo, pela troca de particulas com o figado ou
pela hematopoiese na medula dssea. Apesar da sua presenca em certos tumores, a
vetorizacdo de farmacos para este tipo de vasos ndo € vantajosa pois devido ao elevado
didmetro dos poros membranares, é provavel que esta estratégia terapéutica também

afete este tipo de células endoteliais em tecidos saudaveis [48].

FENOTIPO

Continuo Descontinuo Fenestrado

bm

Figura 4.1- Classificacdo dos diferentes tipos de células endoteliais, de acordo com o

seu fenotipo [48]. Legenda: bm-membrana basal; tj-“unides intimas”; f- fenestracdes

A vasculatura fenestrada apresenta poros membranares com diametros de 50-
60nm, sendo mais permeaveis para pequenas moléculas hidrofilicas e agua. Estdo
presentes em tecidos caracterizados por uma elevada taxa de processos de secrecao,

absorcao ou filtracao [48,49].

Teoricamente, o tipo fenestrado é o predominante na neovasculatura tumoral
formada através do processo de angiogénese. Num estudo publicado por Roberts e
Palade em que se estudou a interacdo dos diferentes tipos de vasculatura com o VEGF
(o principal fator de inducdo da angiogénese), verificou-se que este fator estimula a

formacdo de uma vasculatura fenestrada [50].
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Para além disso, a vasculatura fenestrada é a mais vantajosa para o crescimento
do tumor, j& que a elevada formacdo de ramificacdes por este tipo de vasos facilita o

aporte de nutrientes e oxigénio a um maior nimero de células malignas [51] .

Muitos dos fatores indutores da angiogénese descritos neste capitulo estdo
sobreexpressos nas células endoteliais proximas do tumor e presentes em pouca
quantidade nos tecidos normais. No entanto, num estudo publicado por Rettig foi
identificado o composto endosialina, um fator ausente nos vasos normais e no vasos
principais proximos do tumor mas presente nos pequenos capilares que derivam destes
altimos. O desenvolvimento de sistemas que permitam reconhecer este fator podera ser
uma estratégia eficaz no aumento da seletividade da terapéutica anti-angiogénica
[30,52].

Outra caracteristica importante da vasculatura proxima do tumor é a exposicéo
aumentada de compostos com carga negativa na superficie celular das células
endoteliais como, por exemplo, diversos tipos de fosfolipidos ou proteoglicanos,
favorecendo assim a interacdo com substancias cationicas. Uma das estratégias muito
estudadas é a aplicacdo de lipossomas cationicos na vetorizagcdo de farmacos ou de

material genético para a vasculatura tumoral [53,54].
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5. Lipossomas catidonicos

Os lipossomas podem ser definidos como compostos esféricos constituidos por
uma bicamada fosfolipidica e um nucleo aquoso interior. Sdo altamente biocompativeis
pois 0s seus constituintes basicos (por exemplo, fosfolipidos, triglicéridos e colesterol)
sdo equivalentes aos presentes nas membranas biol6gicas. Formam-se espontaneamente

quando ocorre a hidratagdo da mistura dos constituintes do lipossoma [55].

A sua classificacdo € feita com base em diversas caracteristicas como o nimero
de camadas, o didmetro ou a carga ionica superficial. De acordo com o numero de
camadas e diametro, podem ser classificados em: vesiculas multilamelares (MLVS),
com didmetro superior a 200 nm; vesiculas unilamelares grandes, com diametros
compreendidos entre 100-400 nm; ou vesiculas unilamelares pequenas, com didmetros
inferiores a 100 nm. De acordo com a carga ionica superficial podem ser classificados

em lipossomas catidnicos, neutros ou anionicos [55].

Nos ultimos anos, surgiu um grande interesse pela potencialidade dos
lipossomas catidnicos em reconhecer seletivamente a vasculatura tumoral, surgindo dai
a hipoOtese de vetorizacdo de farmacos ou outros compostos com atividade anti-

angiogénica para este tipo de vasos [56].

A aplicacdo mais estudada da utilizacdo dos lipossomas catidnicos na inibicao da
angiogénese € a sua capacidade de transfecdo de material genético nas ceélulas
eucarioticas, de modo a inibir a expressdo de certos genes regulatorios das vias de

tranducdo de sinal envolvidas no processo angiogénico [55,57].

A capacidade de transfecdo de material genético a partir de lipossomas foi pela
primeira vez reportada por Felgner, em 1987. Antes disso, eram utilizados vetores virais
que, apesar da maior eficacia na transfecdo de genes, tinham problemas de seguranca,
imunogenicidade, um alto custo de producdo e limitacbes ao nivel do tamanho do

material genético incorporado [58].

Através da selecdo da composicdo lipidica e das proteinas presentes na

superficie, os lipossomas formados podem possuir propriedades Unicas como, por
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exemplo, especificidade para um determinado tipo de células, alteracdo do tempo de
circulacdo sistémica ou sensibilidade para diversos fatores como a temperatura ou o pH
[55].

5.1-COMPOSICAO DOS LIPOSSOMAS CATIONICOS

Existe uma enorme variedade de lipidos que podem ser utilizados na sintese de
lipossomas cationicos que reconhecem seletivamente a vasculatura tumoral. A
composi¢do lipidica é um dos fatores essenciais, bem como outros compostos de
possivel insercdo na superficie do lipossoma com o objetivo de reconhecer as células-

alvo ou garantir a estabilidade do complexo lipossoma/agente terapéutico [56].

Os lipidos cationicos utilizados na formulagédo séo divididos por trés zonas: uma

cauda hidrofébica, um “linker” e uma cabeca hidrofilica [59].

Em relagdo a cauda hidrofobica, a preferéncia recai para a utilizacdo de uma
dupla cadeia de hidrocarbonetos, ja que os lipossomas compostos por cadeias lipidicas
simples demonstraram problemas ao nivel de toxicidade. Em relacdo ao tamanho das
cadeias, os mais utilizados sé@o o tetradecano (C14), o hexadecano (C16), o octadecano
(C18) ou derivados destes, sendo que derivados do colesterol (Chol) também sdo muitas

vezes incluidos na formulagéo [60].

O “linker” ¢ definido como a por¢ao que separa a cauda hidrofobica da cabeca
hidrofilica. A escolha do “linker” ¢ importante para garantir uma boa interagdo entre a

cabeca hidrofilica catidnica e as cargas anionicas dos compostos a integrar [59,60].

De acordo com o numero de cargas positivas presentes na porcdo da cabeca
hidrofilica, podemos classificar os lipidos catiénicos de monovalentes ou multivalentes.
A cabeca hidrofilica dos lipidos catiénicos monovalentes geralmente é composta por
aminas terciarias ou quaternarias. Os lipidos multivalentes sdo geralmente compostos
por poliaminas e sdo mais eficientes na transfecdo de material genético se as duas

cadeias hidrocarbonadas que constituem a cauda hidrofébica forem idénticas [60,61].

Existe uma grande diversidade de lipidos que podem constituir os lipossomas

cationicos. Os lipidos catidénicos mais utilizados sdo o 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-
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propano (DOTAP) e 0 derivado do colesterol 3B-(N-(N’,N’-
dimetilaminoetano)carbamoil)colesterol (DC-Chol). Também s&o geralmente utilizados
lipidos neutros como o dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), que aumenta a eficacia de
transfecdo. Este aumento de eficacia é devido a uma transicdo da estrutura de interagdo

com o material genético de lamelar para uma estrutura hexagonal invertida [62,63].
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Figura 5.1- Exemplos de substéncias lipidicas utilizadas na formulacdo de
lipossomas cationicos. Legenda: DOTAP- 1,2-dioleil-3-trimetilamdnio-propano;
DOTMA- N-(2,3-dioleoiloxipropil)-N,N,N-trimetilaménio; DC-Chol- 3p-(N-(N’,N’-
dimetilaminoetano)carbamoil)colesterol; DMRIE- N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2,3-

bis(tetradeciloxi-1-propano); DOPE- dioleoilfosfatidiletanolamina.

Existem muitos fatores que influenciam a eficacia de vetorizacdo do agente
terapéutico por parte dos lipossomas catidénicos, como o tamanho do lipossoma, a
composicao lipidica, a carga cationica, a quantidade do lipido neutro utilizada ou o réacio
lipidos/DNA. Assim, todos estes fatores devem ser ajustados para o tipo ou

propriedades das células-alvo [64].

5.2- TOXICIDADE ASSOCIADA AOS LIPOSSOMAS CATIONICOS

Um problema associado a utilizagdo in vivo de lipossomas catidnicos é a sua
toxicidade, que depende primariamente da composicdo lipidica e dos outros fatores

acima mencionados. Estudos revelam que os lipossomas cationicos tendem a agregar-se

22|Pagina



Inibicdo da angiogénese em tumores solidos: aplicacdo dos lipossomas catiénicos

com células sanguineas ou proteinas séricas, sendo que também podem estabelecer
interacOes eletrostaticas com as células endoteliais da vasculatura normal. Ocorre assim
o risco de diminuicdo de eficicia terapéutica devido a rapida eliminacdo do organismo
ou a incidéncia de embolismos resultante da aderéncia entre eles e com 0s compostos

presentes em circulagéo [56,65].

Num estudo publicado por Eichhorn et al. em ratinhos com melanoma
amelandtico, verificou-se ndo sé a melhoria do perfil farmacocinético mas também da
seletividade para os vasos angiogénicos dos lipossomas cationicos com uma pré-
administracdo de protamina na corrente sanguinea. A protamina é uma proteina
policatidnica que, ao ser administrada previamente aos lipossomas cationicos, interage
com as cargas negativas presentes nas células sanguineas, proteinas sericas e células
endoteliais dos tecidos normais, diminuindo a toxicidade associada aos lipossomas

cationicos e permitindo a sua acumulag&o na vasculatura tumoral [66].

Para além disto, também podem provocar respostas inflamatérias ou
imunologicas devido a inducdo da producdo de citoquinas ou da ativacdo do sistema

complemento [56].

5.3- A IMPORTANCIA DA UTILIZACAO DO POLIETILENOGLICOL (PEG) NOS

LIPOSSOMAS CATIONICOS

Os mecanismos de toxicidade acima referidos podem ser diminuidos através da

incluséo de polietilenoglicol (PEG) nos lipossomas catiénicos [56].

O PEG ¢ um polimero de peso molecular variavel que pode ser incorporado na
superficie dos lipossomas cationicos. A incorporacdo deste polimero protege o
lipossoma da interacdo com as células sanguineas e proteinas séricas, através da
formacdo de uma barreira fisica hidrofilica na superficie deste. Para além disso, protege
o lipossoma cationico do reconhecimento pelo sistema reticulo-endotelial. Uma das
grandes vantagens na inclusdo do PEG é a possibilidade de formulacdo de lipossomas
cationicos com um elevado tempo de circulacdo sistémica, aumentando a capacidade de

interacdo deste com as células-alvo [45].
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Figura 5.2- Estrutura quimica do polimero polietilenoglicol (PEG) [67].

Legenda: a letra m representa o nimero de moléculas de oxietileno.

A incorporacdo de PEG nos lipossomas cationicos pode ser efetuada atraves da
inclusdo deste no fosfolipido 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DSPE),
sendo adicionado na mistura lipossdmica juntamente com o0s restantes constituintes.

Este composto (DSPE-PEG) esta comercialmente disponivel [68,69].

Outro método, por exemplo, resulta na carboxilagio do metiléter
polietilenoglicol (MPEG), através de uma reacdo quimica com adicdo de acetona e
reagente de Jones (CrOs3). Posteriormente, 0 PEG carboxilado € adicionado na mistura

lipossdmica, sendo conjugado com os diversos constituintes fosfolipidicos [70].

Num artigo publicado por Levchenko et al., estudou-se o efeito de diferentes
quantidades de PEG nos lipossomas. Concluiu-se que quantidades iguais ou superiores
a 6 mol% resultam na protecdo dos lipossomas, mas que gquantidades superiores a 15
mol% afetam a estrutura da bicamada lipidica lipossémica. Deste modo, a generalidade
dos lipossomas catidnicos peguilados sdo formulados com quantidades de PEG entre 5 e
10 mol% [71].

A melhoria das propriedades farmacocinéticas induzidas pela incorporacdo de
PEG na superficie dos lipossomas catiénicos aumenta a acumulacdo destes na
neovasculatura dos tumores solidos, principalmente devido ao aumento do tempo de
circulacdo dos lipossomas. Em certos casos, a eficicia terapéutica com alguns
citotoxicos, cuja atividade é especifica para uma determinada etapa do ciclo celular, é
aumentada com a utilizacdo de lipossomas cationicos peguilados que mantém a dose
minima terapéutica em circulacdo durante muito mais tempo ao contrario das

formulacbes sem a inclusdo de PEG, que permitem uma elevada dose disponivel logo
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apos a administracdo, mas que apresentam um periodo de semi-vida plasméatica muito
curta [13,71].

A peguilacdo permite a reducdo do tamanho dos lipossomas e a distribuicdo da
carga positiva (proveniente da utilizagdo dos lipidos catiénicos) por toda a superficie do
lipossoma. No entanto, foi demonstrado que esta distribuigéo da carga positiva ndo afeta
a interacdo dos liposssomas cationicos com as cargas negativas na superficie das
células-alvo [56].

A formulagdo de lipossomas cationicos peguilados também permite uma maior
retencdo de farmacos a pH fisioldgico, podendo também ser contruidos de forma a
libertar 0 agente terapéutico apenas num microambiente de baixo pH, como € o caso das

zonas hipoxicas dos tumores [45].

Num estudo publicado por Meyer et al., compararam-se 0s lipossomas
cationicos peguilados e sem PEG em termos de capacidade de incorporacdo de
oligodeoxiribonucledtidos (ODN), de estabilidade dos complexos lipossoma/ODN e de
especificidade para células de cancro mamario que sobreexpressam o fator HER2.
Verificou-se que a capacidade de inclusdo de ODN néo se altera significativamente nos
lipossomas peguilados, 0 que vem provar a teoria de que a inclusdo de PEG nos
lipossomas catidnicos ndo afeta a interacdo com superficies ou compostos anionicos.
Por outro lado, com a utilizacio de PEG ocorre um aumento significativo da
estabilidade dos complexos lipossoma/ODN e na capacidade de extravasamento dos
vasos, devido ndo s6 a manutencdo da estrutura e do tamanho reduzido dos lipossomas,
mas também da inibicdo de processos de agregacdo e precipitacdo destes. Por dltimo, a
incorporagdo do fragmento F(ab’) do anticorpo anti-HERZ2, na porg¢éo distal do PEG,
aumentou significativamente a seletividade para as células de cancro mamario que
sobreexpressam o fator HER2. A incluséo, nos lipossomas cationicos peguilados, de
compostos que permitam identificar fatores especificos presentes nas células-alvo pode

entdo revelar-se uma enorme vantagem em termos de seletividade. [72]
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5.4- A INFLUENCIA DA COMPOSICAO DOS LIPOSSOMAS NO TAMANHO, NA

CARGA CATIONICA E NA INTERACAO COM AS CELULAS-ALVO

A composi¢do dos lipossomas é um fator essencial no desenvolvimento de
sistemas de transporte de agentes terapéuticos na inibicdo da angiogénese. Existe um
nimero muito elevado de formulagdes ja testadas, que diferem nos lipidos ou outros
compostos utilizados e também no racio molar entre eles. A composicao lipidica afeta
parametros como, por exemplo, o tamanho e a carga ionica do lipossoma, o tempo de
circulacdo sanguinea, a capacidade de incorporacdo do agente terapéutico, a seletividade
para as células-alvo e a toxicidade. Assim sendo, a formulacdo de lipossomas deve ser
cuidadosamente ajustada para a sua finalidade [45,56,63].

A primeira formulacdo de lipossomas cationicos a ser utilizada foi a mistura
DOTMAJ/DOPE (Lipofectin), que revolucionou o conceito de transfecdo ndo-viral. Esta
formulacdo € normalmente indicada quando se pretende transfectar células endoteliais,

sendo particularmente Util na inibicdo da angiogénese [58].

Num estudo publicado por Dabbas et al. compararam-se as caracteristicas fisico-
quimicas e a capacidade de interacdo, com diversas linhas de células endoteliais
primarias e transformadas, de diferentes formulacdes de lipossomas catidnicos
peguilados diferindo apenas no tipo e quantidade de lipidos cationicos utilizados. Os
autores concluiram que néo existe uma correlagéo entre a quantidade de lipido catiénico
e o tamanho do lipossoma, ao contrario do efeito sobre o potencial zeta, onde se
verificou um aumento com a maior quantidade de lipido cationico utilizado. Verificou-
se também que a interacdo com as linhas celulares utilizadas é tanto maior quanto maior
for o potencial zeta do lipossoma, devido ao aumento das interac6es eletrostaticas com
as cargas negativas presentes nas células-alvo. No mesmo estudo verificou-se a
capacidade de incorporacdo dos farmacos citotdxicos etoposido e doxorubicina pelas
diversas formulacGes estudadas. Nesta vertente, os autores concluiram que a medida que
se aumenta a quantidade de lipidos catidnicos nas formulacGes, até um maximo de 50
mol%, verifica-se um aumento da capacidade de incorporacdo destes farmacos pelos

lipossomas [73].

Varios estudos concluem que o DOTAP é, entre os lipidos catidnicos estudados,

0 que confere melhores resultados aos lipossomas formulados, ao nivel das
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caracteristicas fisico-quimicas e da interacdo com células endoteliais da vasculatura
tumoral [73-75].

Uma estratégia muito utilizada para melhorar a seletividade dos lipossomas
cationicos para 0s vasos tumorais é a inclusdo de anticorpos ou moléculas que
reconhegam determinados compostos sobreexpressos na superficie das células-alvo. Um
composto muito utilizado nos lipossomas cationicos é o tripéptido Arginina-Glicina-
Aspartato (RGD), capaz de se ligar seletivamente a uma classe de integrinas
sobreexpressas nas células endoteliais do tumor. Existem muitos outros compostos
sobreexpressos neste tipo de células, sendo a generalidade deste conjunto fatores
indutores do processo angiogénico referenciados anteriormente, como por exemplo o

VEGF/VEGFR, as metaloproteinases, 0 bFGF, as endoglinas e a endosialina [76].

Devido a grande variedade de combinacdes lipidicas possiveis na formulacéo
dos lipossomas, bem como a sua influéncia nas propriedades destes, é necessario que o
desenvolvimento deste tipo de sistemas seja adequado para as caracteristicas das

células-alvo, de modo a obter-se os melhores resultados experimentais possiveis.
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6. Interacdo dos lipossomas catidonicos
com as c¢lulas endoteliais

Como referido anteriormente, a acumulacdo dos lipossomas catidnicos na
vasculatura tumoral deve-se principalmente a interacdo das cargas positivas presentes na
superficie lipossomal com as cargas negativas da superficie exterior da membrana
plasmética das células endoteliais dos vasos angiogénicos, derivado da presenca de
compostos anidnicos, como os proteoglicanos sulfatados [53,54].

Existem varios mecanismos que regulam a internalizacdo dos lipossomas pelas
células, sendo a fusdo das membranas lipidicas do lipossoma e da membrana plasmatica
0 mecanismo mais vantajoso. No entanto, no caso dos lipossomas catidnicos, a

internalizag@o € mediada por endocitose [77].

Entre os véarios mecanismos de endocitose existentes, o predominante na
internalizacdo dos lipossomas cationicos é a endocitose mediada pela clatrina por
adsorcdo, devido a interacdo de cargas entre a superficie do lipossoma e o0s
proteoglicanos na membrana plasmatica. No entanto, caso o lipossoma possua na sua
constituicdo compostos que visam aumentar a seletividade celular e que sejam
reconhecidos por recetores presentes na membrana plasmatica, o mecanismo de

endocitose dependente da clatrina é mediado por recetores [61,77].

A clatrina € uma proteina fibrosa, que antes da internalizacdo dos lipossomas, se
concentra na zona interna da membrana plasmatica, sendo responsavel pela formacao de
uma depressao desta na zona onde a vesicula endossomica se ira formar. Esta proteina
também confere a estabilidade do endossoma no interior da célula, pois permite manter

a sua conformacéo [78].

Apos a internalizacdo, é necessario que 0 agente terapéutico seja libertado para o
citoplasma o mais rapidamente possivel, de modo a escapar a digestdo pelos lisossomas,
0 que causaria a degradacdo do lipossoma e do agente terapéutico. O mecanismo de
libertacdo do endossoma ainda ndo esta completamente elucidado, mas existem diversas
hipdteses [77].
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A principal hip6tese, no caso dos lipossomas catidnicos, envolve a
destabilizacdo da membrana endossdémica através da interacéo entre as cargas positivas
do lipossoma e as cargas negativas presentes na superficie externa do endossoma que,
por um mecanismo de flip-flop, causa a rutura do endossoma e a consequente libertacao

do agente terapéutico no citoplasma [61].
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Figura 6.1- Mecanismo de libertacdo do complexo DNA/lipossoma, do interior

da vesicula endossémica [61].

Apls libertagdo do endossoma, algumas classes de agentes terapéuticos
necessitam de chegar ao nucleo, onde sdo ativos. No caso, por exemplo, de terapia por
RNA interferéncia (iRNA), este ndo necessita de entrar no nucleo celular, ja que é no

citoplasma que exerce o seu efeito [61].

O nucleo apresenta um dupla membrana, também denominada por envelope
nuclear, e o fluxo de substancias é mediado por grandes proteinas transmembranares

que constituem o complexo de poros nucleares. Este complexo apenas permite a troca

29|Pagina



Inibicdo da angiogénese em tumores solidos: aplicacdo dos lipossomas catiénicos

de particulas muito pequenas entre o citoplasma e o ndcleo, como por exemplo cadeias

de DNA ou RNA com um nimero reduzido de nucleétidos [78].

No entanto, observou-se que nas células em divisdo ocorre a perda do envelope
nuclear, aumentando a eficacia de transfecdo de terapia genética ou de farmacos
citotoxicos cujo mecanismo envolve a interacdo com o DNA, presente no nicleo
celular. Este facto é util porque, neste caso, pretende-se verificar o efeito de agentes
terapéuticos com atividade anti-angiogénica nas células endoteliais da vasculatura

tumoral, cuja proliferacdo esta aumentada [61].

A interacdo dos lipossomas cationicos com as células da vasculatura tumoral
depende ndo s6 da composicdo lipidica e da presenca de outros constituintes na
formulacdo lipossémica, mas também das caracteristicas da célula-alvo, que podem

variar consoante o local do tumor e o tipo de vasos tumorais [61,77].
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7. Aplicacao dos lipossomas cationicos
na inibicao da angiogenese

Nos ultimos anos, muitos estudos tém sido publicados acerca da utilizacdo dos
lipossomas cationicos como sistemas de transporte de agentes terapéuticos com

atividade anti-angiogénica.

Como anteriormente referenciado, a terapia anti-angiogénica inclui varias
classes de agentes terapéuticos, com diferentes abordagens. A grande parte dos estudos
envolvendo formulagcbes de lipossomas cationicos é relativa a sua capacidade de
incorporacdo e vetorizagdo de material genético para as celulas endoteliais da
neovasculatura tumoral. As formulagbes de lipossomas também permitem a
incorporagdo de diversos farmacos citotoxicos como a oxaliplatina, a doxorubicina, o

paclitaxel ou o etoposido [40,55,56].

A inclusdo destes agentes terapéuticos em lipossomas cationicos visa melhorar a
eficAicia e a seguranca da terapéutica, através da diminuicdo da toxicidade, da
diminuicdo de resisténcias adquiridas e no aumento da concentracdo do farmaco nas
células-alvo, devido a interacdo aumentada dos lipossomas cationicos com as cargas

negativa expostas na superficie das células endoteliais dos vasos tumorais [55].

Ainda ndo existe nenhuma formulacdo de lipossomas cationicos aprovada para
uso em humanos, mas algumas ja se encontram em ensaios clinicos. Deste modo, a

grande parte dos estudos apresentados neste capitulo sdo estudos pré-clinicos.

A generalidade dos agentes terapéuticos inibe o processo angiogénico através do
blogueio de substancias ativadoras e consequentemente das vias de transducdo de sinal
envolvidas na regulacdo da angiogénese. A destruicdo das células endoteliais que
constituem o0s neovasos e a administracdo ou inducdo da expressdo de moléculas
enddgenas, com conhecida atividade anti-angiogénica, sdo outras abordagens estudadas.
O desenvolvimento de uma abordagem terapéutica Unica eficaz na inibicdo da
angiogénese em varios tipos de tumores sélidos é, neste momento, uma tarefa quase
impossivel devido a variagdo das caracteristicas dos vasos angiogénicos consoante o

tipo de tumor associado. No entanto, a estratégia de inibir a formacéo da vasculatura
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associada ao tumor pode futuramente revelar-se um grande passo na terapéutica contra o
cancro, ndo apenas na inibicdo da progressdo dos tumores mas também no aumento das
taxas de cura [13,40].

7.1-TERAPIA GENETICA

A vetorizacdo de terapia genética para 0s vasos angiogénicos, por parte de
sistemas de lipossomas cationicos, é uma &area muito estudada na atualidade. As
abordagens terapéuticas mais utilizadas nesta area sdo o uso de oligonucleétidos
“antisense” (OAS), de pequenos fragmentos de RNA de interferéncia (SIRNA) ou a
transfecdo de genes com atividade anti-angiogénica.

7.1.1- OLIGONUCLEOTIDOS “ANTISENSE ”

A terapia com oligonucle6dtidos “antisense” € uma area muito promissora, ndo
SO na terapia contra o cancro como também contra outras doencas. A utilizacdo de OAS
na inibicdo da angiogénese ¢é devida a capacidade de inibicdo da traducdo dos mRNA

que codificam proteinas envolvidas na ativacdo da angiogénese [79].

Os OAS sdo formados por pequenas cadeias simples de DNA (ssDNA), com
tamanho a rondar o 20 nucleotidos. A atividade dos OAS resulta da interagdo com um
MRNA especifico, por complementaridade de bases, formando uma dupla cadeia
hibrida mMRNA/DNA. Diversos mecanismos foram propostos para a inibicdo da
traducdo proteica pelos OAS. O mecanismo mais aceite pela comunidade cientifica
envolve a degradacdo da cadeia de mRNA pela RNase-H, uma enzima endonuclease
cuja atividade resulta na degradacdo das cadeias de RNA presente em duplas-cadeias

hibridas RNA/DNA. Este tipo de mecanismo esta ilustrado na figura 7.1 [80].
RNase-H

‘\ !
mRNA

L

OAS complementar

Figura 7.1- Mecanismo de clivagem da porcdo de mRNA complementar ao
OAS [80].
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Outro mecanismo proposto € a inibicdo do processo de splicing do mRNA,
essencial para a producdo da proteina correta. Neste mecanismo, a hibridizacdo do OAS
com 0 mRNA inibe a excisdo dos intrées e, mesmo que a traducdo continue, ocorre a

producdo de uma proteina anormal, teoricamente sem atividade [80].

A inibicdo da traducéo também pode ser efetuada nas cadeias de mMRNA que ja
estdo ligadas aos ribossomas. Neste caso, a interacdo do OAS com a porgédo
complementar do mRNA inibe estericamente as etapas de iniciagdo e de elongacéo da
traducdo, prevenindo a producdo da proteina-alvo. Este mecanismo esta ilustrado na
figura 7.2 [79].

Ribossoma

mRNA

> LT

Oligonucleétido
antisentido complementar

Figura 7.2- Mecanismo de bloqueio da traducdo proteica pelos OAS. A
producdo da proteina-alvo pelos ribossomas € estericamente inibida pela interacdo

especifica do OAS com a cadeia

A generalidade dos estudos que envolvem esta estratégia sdo referentes a
inibicdo do fator VEGF, o principal fator envolvido na inducdo do processo
angiogénico. No entanto, ainda existem poucos estudos referentes a vetorizacdo de OAS

encapsulados em lipossomas catiénicos.

Num estudo publicado por Li et al., verificou-se o efeito anti-angiogénico, numa
linha celular de cancro do pulmao, mediado pela utilizacdo de OAS complementar ao
MRNA do VEGF, encapsulado em lipossomas cationicos. Os resultados comprovam
uma diminuicdo significativa da expressdo de VEGF com a utilizacdo de OAS,
comparado com o controlo. Esta diminuicdo da expressao de VEGF deve-se aos
mecanismos de acdo dos OAS explicados anteriormente. Consequentemente, verificou-

se a diminuigdo do nlmero de vasos proximos das celulas tumorais, bem como uma
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diminuicdo da proliferacdo destas, derivado da diminui¢do dos niveis de VEGF, um

fator com uma forte atividade pro-angiogénica [81].

Stuart et al. desenvolveram um lipossoma cationico (DOTAP:Colesterol:PEG-
DSPE) de modo a vetorizar OAS complementares a0 mRNA do gene da p-
glicoproteina, uma proteina de efluxo conhecida por ser responsavel pela maior parte
das resisténcias ao tratamento com farmacos, numa linha celular de linfoma-B. Para
obter uma maior seletividade para esta linha celular, os autores incorporaram um
anticorpo monoclonal anti-CD19, pois sabe-se que o antigénio CD19 esté sobrexpresso
neste tipo de células. Para além de concluirem que a inclusdo de PEG permite um maior
tempo de circulacdo sistémica do lipossoma, pelos mecanismos referenciados
anteriormente, verificou-se também uma diminuicdo significativa da atividade da p-
glicoproteina. Esta diminui¢do da atividade deve-se ao mecanismo de agdo dos OAS,
que inibem a traducdo do mRNA em proteina. Esta estratégia pode vir a ser util em co-
administragdo com farmacos citotoxicos, de modo a contornar as resisténcias a

terapéutica e consequentemente melhorar a eficacia do tratamento [82].
7.1.2- siRNA

A RNA interferéncia € um processo endogeno de silenciamento genético pés-
transcricdo muito importante na resposta imunitaria a virus ou a presenca de material
genético exdgeno. O seu efeito final é similar ao dos oligonucledtidos “antisense”, ou
seja, ocorre a degradacdo do mRNA complementar, mas através de um mecanismo de

acdo diferente [83].

A nivel endogeno, os siRNA sdo formados a partir de duplas cadeias de RNA
processadas pela enzima nuclease Dicer, originando fragmentos de SiRNA com
tamanhos entre 21 e 23 nucledtidos. Na generalidade dos estudos, estes sdo
quimicamente formulados para reconhecer a sequéncia do mRNA alvo. Quando
presentes no citoplasma da célula, os siRNA sdo incorporados por um complexo
proteico denominado RISC (do inglés, RNA-induced silencing complex), e nesse
momento a cadeia modelo, que possui uma sequéncia similar ao do mRNA alvo, é
degradada. Apds hibridizacdo com o mRNA complementar, a presenca do complexo

SIRNA/RISC inibe estericamente a traducgdo proteica e, simultaneamente, degrada a
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cauda poliadenilada da extremidade 3’ do mRNA, induzindo a degradacdo deste por
RNases. Este mecanismo estd ilustrado na figura 7.3 [80,83].

siRNA

l 1. Conjugacio com o
complexo proteico RISC

RISC
2. Hibridizacao com a 3. Degradacio especifica
sequéncia complementar do mRNA por RNases

do mRNA alvo

mRNA
TTTTTTITTTTTIT e

LR
RISC

Figura 7.3- Mecanismo de acdo do siRNA. Apos conjugacdo com o complexo
proteico RISC, a hibridizacdo com a sequéncia complementar do mRNA alvo inibe a
traducdo pelos ribossomas e simultaneamente, induz a degradacdo do mRNA pelas
RNases [80].

A vetorizacdo de siRNA através de lipossomas cationicos €, atualmente, uma das
vertentes mais estudadas, com um enorme potencial ao nivel do silenciamento de
oncogenes na terapia contra o cancro. A conjugacdo dos siRNA nos lipossomas
cationicos é efetuada devido as interacOes eletrostaticas estabelecidas entre a carga
anidnica dos grupos fosfatos dos nucledtidos que constituem o SiRNA, e as cargas
cationicas presentes nas cabecas hidrofilicas dos lipidos cationicos. As solucdes de
SiRNA sdo adicionadas a solucdo lipossomica em quantidades que permitam um
potencial zeta positivo do complexo siRNA/lipossoma, de modo a ndo afetar o

mecanismo de interacdo dos lipossomas cationicos com as células-alvo [84,85].
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A peguilagdo dos complexos siRNA/lipossoma cationico permite aumentar o
tempo de circulacdo destes, embora possa causar a dissociacdo parcial do SIRNA
conjugado ao lipossoma. Num estudo publicado por Asai et al. comparou-se, através de
métodos eletroforéticos, a presenca de SiRNA livre pré- e pos-peguilacéo de lipossomas
cationicos  constituidos pelo lipido cationico multivalente diacetilfosfato-
tetraetilenopentamina (DCP-TEPA). Verificou-se que, ap0s a inclusdo de PEG, ocorreu
uma dissociacdo parcial de siRNA presente nos lipossomas, talvez porque o PEG
utilizado pelos autores possuia um elevado peso molecular, diminuindo
significativamente o potencial zeta dos complexos siRNA/lipossoma, afetando as
interacOes eletrostaticas entre o siRNA e a cabeca hidrofilica do lipido cationico. Os
autores conseguiram contornar esta adversidade através da modificagdo do siRNA, com
a inclusdo de uma molécula de colesterol na extremidade 3’ da cadeia que ¢ degradada

apos conjugacao com o complexo RISC, ndo afetando a atividade do siRNA[86].

Esta abordagem pode revelar-se um grande avanco na terapia contra o cancro,
sendo que ja existem alguns estudos que demonstraram uma eficacia significativa ao
nivel da degradacdo do mRNA de certos genes envolvidos no processo angiogénico. No
quadro 7.1 estdo presentes alguns destes estudos que envolvem a vetorizacdo de siRNA

atraves de lipossomas cationicos.

Quadro 7.1- Exemplos de estudos de aplicacdo dos lipossomas cationicos na

vetorizacdo de siRNA com atividade anti-angiogénica.

MRNA- COMPOSICAO DO LIPOSSOMA LINHA EFEITO
ALVO CELULAR
VEGF e DOTAP/Chol/DSPE- B16F10 Diminuicéo da progressao
outros PEG,q00/Protamina/siRNA do tumor [87]
oncogenes
VEGF e DCP- B16F10 Inibicdo do crescimento
outros TEPA/DOPE/DPPC/Chol/RGD- das metastases [88]
oncogenes DSPE-PEGsgp/SIRNA-Chol
VEGFR-2 DOTAP/Chol/Protamina/RGD- H5V Reducéo do crescimento
DSPE-PEG tumoral, por diminuicédo da
atividade do VEGFR-2
[89]
Argonaute2  DC-6-14/POPC/Chol/DOPE/DSPE- EOMA, Destruicdo dos vasos
(indutor da MPEG 2000 B16BL6, angiogénicos e reducdo do
apoptose) LLC crescimento tumoral [85]
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7.1.3- TRANSFECAO DE GENES COM ATIVIDADE ANTI-ANGIOGENICA

Como anteriormente explicado, a transfe¢cdo de genes conjugados com lipossomas
cationicos apresenta muitas vantagens em relacdo aos vetores virais, como 0 custo
econdmico, a toxicidade reduzida e uma maior seletividade para as células endoteliais

que constituem os vasos angiogénicos [58].

A administracdo clinica de compostos enddgenos com atividade anti-
angiogénica, como a angiostatina e a endostatina, ndo é vantajosa devido a necessidade
de doses muitos elevadas e a dificuldade de producdo destas. No entanto, a transfecéo
dos genes que codificam estes fatores pode ser uma estratégia eficaz na inibicdo do
crescimento tumoral, devido ao aumento dos niveis destes compostos, subexpressos

durante o processo angiogénico [90].

Num estudo in vivo (em ratos) publicado por Dutour et al., verificou-se a
atividade anti-angiogénica e o seu efeito numa linha celular de osteosarcoma resultante
da transfecdo do gene da endostatina, incorporado em lipossomas catidnicos
(DOTAP:Chol, 1:1). A formulacdo lipossomica permite uma maior acumulacdo do
plasmideo nas células endoteliais proximas do tumor, devido a interagdes eletrostaticas
entre 0 lipossoma cationico e as cargas negativas presentes em maior quantidade nos
vasos angiogénicos. A administracdo desta formulacdo, comparado com o controlo,
diminuiu o crescimento tumoral em cerca de 66% e o0 numero de metastases
pulmonares. Esta diminuicdo deve-se apenas ao seu efeito sobre as células endoteliais
gue constituem os vasos angiogénicos, pois in vitro, esta formulacdo ndo demonstrou

qualquer atividade na proliferacdo das células tumorais [91].

Apesar das reconhecidas vantagens da utilizacdo de lipossomas cationicos na
transfecdo de genes, ndo existem muitos estudos relativamente a esta estratégia na

inibicdo da angiogénese.
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7/.2-FARMACOS CITOTOXICOS

A encapsulacdo de farmacos citotoxicos em lipossomas cationicos, tem-se

revelado uma grande inovagao na terapia contra o cancro.

Este tipo de formulacbes permite uma maior acumulacdo do farmaco citotoxico
na vasculatura proxima do tumor, devido as interacGes eletrostaticas explicadas
anteriormente. Estima-se que a destruicdo de uma célula endotelial da vasculatura
tumoral pode levar a eliminacdo de aproximadamente 100 células tumorais. Para além
disso, as vantagens na vetorizacdo de farmacos para as células endoteliais em
comparacdo com as células tumorais, enumeradas no capitulo 4, faz com que este tipo

de estratégia seja mais uma possibilidade na diminuicdo da progressdo tumoral [56].

Em termos de seguranca, a maior acumulacdo deste tipo de formulagdes nas
células endoteliais que constituem os vasos tumorais, reduz a atividade dos farmacos
citotoxicos nas células saudaveis. Este facto permite reduzir a incidéncia dos efeitos

adversos, muitas das vezes graves, associados a quimioterapia [56].

Outra possibilidade neste tipo de formulagdes € a inclusdo de PEG na superficie
dos lipossomas. A inclusdo deste polimero permite um maior tempo de circulacdo
sistémica dos lipossomas catidnicos, devido a reducdo das interacdes eletrostaticas
destes com outros constituintes em circulacéo, por exemplo, proteinas plasmaticas. Este
facto permite que seja administrada uma menor dose em intervalos de tempo maiores,
mais vantajoso que a administracdo de uma elevada dose do farmaco citotoxico em

formulagdes cuja eliminacédo é mais rapida [92].

Existem, na atualidade, poucas formula¢des de lipossomas catidnicos em ensaios
clinicos para a administracdo de farmacos citotdxicos. Recentemente, uma formulacéo
de paclitaxel encapsulado em lipossomas cationicos constituidos pelo lipido catidnico
DOTAP e pelo lipido neutro 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), denominada
EndoTAG®-1, passou hum ensaio clinico de fase I/11, revelando um perfil de seguranca
melhorado e a diminui¢do da progressao tumoral em pacientes com cancro na cabeca e

no pescoco [93].

Bode et al. publicaram um estudo em 2009, cujo objetivo era comparar o efeito
do farmaco paclitaxel livre e encapsulado em lipossomas catiénicos (EndoTAG®-1)

numa linha celular de adenocarcinoma prostatico implantado em ratos. Concluiu-se que
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0 crescimento tumoral diminui significativamente com a utilizagdo da formulacdo
EndoTAG®-1, em comparagdo com o paclitaxel livre. O paclitaxel é um alcaldide
estabilizador dos microtubulos, que possui uma atividade reconhecida na inibicdo da
proliferacdo das células tumorais. Neste estudo, verificou-se que este farmaco também
exerce 0 seu efeito terapéutico nas células endoteliais préximas do tumor, cuja

proliferacdo estd aumentada, inibindo a progressdo tumoral [94].

Num estudo publicado por Abu-Lila et al., verificou-se o efeito do farmaco
citotoxico oxaliplatina encapsulado em lipossomas cationicos numa linha de celular de
carcinoma pulmonar de Lewis, em ratinhos. Os lipossomas catidnicos, neste estudo, sdo
constituidos por fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPE), DSPE-mPEG, colesterol e
0,0-ditetradecanoil-N-(alfa-trimetilamdniaacetil) dietanolamina (DC-6-14). Verificou-se
um aumento de mais de 150% no tempo de sobrevivéncia dos ratinhos e também a
diminuicdo da progressdo tumoral, em comparacdo com o grupo controlo. Os autores
também concluiram que a formulacdo de oxaliplatina encapsulada em lipossomas
cationicos peguilados é mais vantajosa que a oxaliplatina livre e encapsulada em
lipossomas neutros peguilados, tanto em termos de acumulagdo nas células-alvo, como

em termos de eficacia terapéutica [95].

Outro farmaco que pode ser encapsulado em lipossomas catiénicos € a
camptotecina, um inibidor da DNA topoisomerase | que inibe a replicacdo do DNA e
assim, a divisdo celular. Um estudo publicado por Eichhorn et al., utilizou uma
formulacdo lipossémica constituida pelo lipido cationico DOTAP, para encapsular a
forma anidnica hidrofilica do farmaco camptotecina. Os autores verificaram que o
farmaco se acumulava preferencialmente no tecido tumoral, devido a interacdo seletiva
entre os lipossomas cationicos e a vasculatura tumoral. Para além disso, verificaram
uma diminuicdo da densidade dos microvasos tumorais, uma prova de que o farmaco
possui também uma atividade inibitoria na proliferacdo das células endoteliais dos vasos
tumorais, e a diminuicdo significativa da progressdo tumoral em compara¢do com o

grupo controlo e a camptotecina livre [96].

Uma estratégia recentemente abordada é a vetorizacdo combinada de SiRNA e
um farmaco citotoxico através de lipossomas cationicos, de modo a obter-se uma

supressao da progressdo tumoral ainda mais eficaz.
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Num estudo publicado por Chen et al., verificou-se o efeito de uma formulagéo
de lipossomas cationicos na vetorizagdo de siRNA complementar ao mMRNA do VEGF e
doxorubicina, em células de cancro do ovério resistentes & quimioterapia. Na
constituicdo do lipossoma, estava presente o lipido cationico N,N-diestearil-N-metil-N-
2-(N’-arginil) aminoetilamina (DSAA). Neste estudo, verificou-se que o lipido DSAA
inibe a atividade da p-glicoproteina, um transportador de efluxo responsavel pelas
resisténcias a terapéutica nas células cancerigenas. Esta inibicdo deve-se a presenga do
catido guanidinio na cabeca hidrofilica do DSAA, induzindo a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que inibem a expressdo de p-glicoproteina. A presenca deste
lipido na constituicdo lipossdmica permitiu uma maior acumulagcdo do SiRNA e da
doxorrubicina no interior das células-alvo, cuja atividade resultou numa maior inibigdo
da progressao tumoral, em comparac¢do com o grupo controlo e a formulagdo que apenas
continha o sSiRNA [97].
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8. Conclusao

Nesta monografia pretendeu-se demonstrar a aplicabilidade dos lipossomas
cationicos na inibicdo da angiogénese, um processo essencial para a progressao tumoral.
A angiogénese é estritamente regulada por multiplas vias de transducdo de sinal, que

envolvem muitos fatores enddgenos, sendo o mais importante o VEGF.

Os lipossomas cationicos permitem uma maior acumulacdo dos agentes
terapéuticos na vasculatura tumoral, devido a interacdo eletrostéatica entre as cargas
positivas do lipossoma e as cargas negativas sobreexpressas na superficie das células

endoteliais dos vasos tumorais.

N&o existe uma formulacdo lipossémica unica capaz de vetorizar eficazmente
todos os tipos de agentes terapéuticos, para todos o0s tipos de tumores solidos. Logo, a
constituicdo do lipossoma deverd ser ajustada de acordo com o tipo de agente
terapéutico, com o tipo de célula-alvo e com as propriedades desejadas. Por exemplo, a
alteracdo da composicdo lipidica tem influéncia no tamanho e no potencial zeta do
lipossoma, enquanto a inclusdo de PEG é importante para aumentar o tempo de

circulacdo sistémica e diminuir a toxicidade associada a este tipo de formulacdes.

A formulacdo de lipossomas cationicos para a vetorizacdo de agentes
terapéuticos com atividade anti-angiogénica pode, no futuro, ser uma estratégia muito
importante no controlo da doenca cancerigena. Os estudos pré-clinicos apresentados
nesta monografia, em que se utilizaram diversas formula¢fes de lipossomas cationicos
bem como diversos agentes terapéuticos, evidenciaram uma diminuicdo significativa na
proliferacdo de diversas linhas celulares, tanto in vitro e in vivo. No entanto, sdo

necessarios estudos em humanos para comprovar a utilidade destas formulacdes.

E importante realcar que as formulacBes e estratégias apresentadas neste
trabalho visam apenas diminuir a taxa de proliferacdo do tumor. A terapia com um
farmaco anti-angiogénico encapsulado em lipossomas catidnicos, em combinacdo com
radioterapia ou farmacos que atuem nas células tumorais, pode revelar-se uma estratégia

inovadora no aumento da sobrevivéncia ou das taxas de cura dos doentes oncoldgicos.
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