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RESUMO

O cancro é uma importante causa de morte e um grave problema de satde publica
a nivel mundial. Apesar de todos os esforcos para desenvolver novos tratamentos e
farmacos antitumorais, em 2012 as doencas oncoldgicas provocaram cerca de 8,2
milhdes de mortes em todo 0 mundo.

Para além de uma grande incidéncia, o cancro do pulmao apresenta geralmente uma
evolucdo particularmente rapida e uma elevada letalidade, representando a segunda
causa de morte por cancro em Portugal e a primeira a nivel mundial.

A maioria dos cancros do pulméo sdo carcinomas. Esta patologia pode dividir-se
principalmente em cancro do pulmao de pequenas células e cancro do pulmao de néo-
pequenas células. Este Gltimo apresenta maior incidéncia, sendo o tipo de cancro do
pulmdo mais frequente e o que serd abordado na presente monografia. Este subdivide-
se em adenocarcinoma, carcinoma de grandes células e carcinoma de células
escamosas.

Na monografia serd inicialmente abordada a patologia do cancro do pulméo,
particularmente do cancro do pulmdo de ndo-pequenas células, contemplando os
principais topicos relacionados com a doenca, como a sua epidemiologia, fisiopatologia
e respetiva terapéutica convencional aplicada.

Tendo em conta as particularidades desta patologia, torna-se ainda mais urgente a
sua detecdo precoce e uma intervencdo rapida e eficaz, recorrendo a terapéuticas cada
vez mais eficazes e seguras. Nesse sentido, o desenvolvimento de novas formulacfes
de anticancerigenos recorrendo a encapsulagdo em nanossistemas apresenta grande
potencial. Estes permitem aumentar a eficacia dos farmacos e reduzir a sua toxicidade
e consequentes efeitos secundarios severos, com vista a aumentar a sobrevivéncia e
qualidade de vida dos doentes.

Serdo abordados de forma genérica os principais tipos de nanossistemas propostos
na terapéutica anticancerigena do cancro do pulmao de ndo-pequenas células. Por fim,
sera apresentada uma revisdo das propostas terapéuticas mais recentes com aplicagdo

nesta neoplasia, com particular incidéncia nas nanoparticulas poliméricas.

Palavras-chave: cancro do pulmdo de ndo-pequenas celulas; encapsulacdo de

farmacos; nanoparticulas poliméricas; quimioterapia; transporte de farmacos.

xi
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ABSTRACT

Cancer is an important cause of death and a serious problem of public health
worldwide. Despite all efforts made to develop new treatments and anti-tumoral drugs,
in 2012 oncologic diseases resulted in about 8,2 million deaths worldwide.

Apart from the high incidence, lung cancer usually presents a particularly fast
evolution and a big letality, representing the second cause of death due to cancer in
Portugal, and the first in the world.

The majority of cases of lung cancer are carcinomas. This pathology can be mainly
divided in small-cells lung cancer and non-small cells lung cancer. The latter group
presents higher incidence, being the most frequent type of lung cancer and the one that
will be addressed in this dissertation. It can be subdivided essentially in
adenocarcinoma, big cells carcinoma and squamous carcinoma.

Initially, this work will address the lung cancer disease, particularly non-small cells
lung cancer, including the main topics related to the disease, as its epidemiology,
physiopathology and the respective conventional therapy.

Considering the particularities of the pathology, it is essential to ensure early
detention, as well as a fast and efficient intervention, with effective and safe
therapeutics. In this sense, the development of new anti-tumoral medicines, using drug
encapsulation through nanossystems presents great potential. These are expected to
improve drug efficacy and reduce its toxicity and consequent side effects, thus
increasing patients survival and life quality.

The main types of nanocarriers with application in anti-tumoral therapy of non-
small cells lung cancer will be addressed. Finally, it is intended to approach the most
recent and innovative therapies presented in the ambit of this tumor type, with a

particular focus on polymeric nanoparticles.

Key-words: chemotherapy; drug delivery; drug encapsulation; lung cancer; polymeric

nanoparticles.

Xii
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1. INTRODUCAO

As doencas oncoldgicas englobam um vasto conjunto de cancros, entre 0s quais se
destacam o cancro da mama, da préstata, coloretal, do estbmago e do pulmdo como
neoplasias com maior incidéncia na populagdo mundial.l? Para além de muito frequentes,
representam também uma das mais importantes causas de morte em todo o mundo, tendo-
se verificado cerca de 8,2 milhdes de mortes relacionadas com o cancro, em 2012.3 As
neoplasias ou tumores caraterizam-se pela proliferacdo rapida e descontrolada de células
anormais e podem ser classificados como benignos ou malignos. Quando a neoplasia é
benigna, as células anormais permanecem no local onde surgiram, crescendo apenas até
aos limites do tecido ou 6rgdo. Porém, no cancro, também designado por neoplasia
maligna ou tumor maligno, as células neoplasicas continuam a multiplicar-se
descontroladamente, podendo invadir os tecidos e 6rgaos circundantes e/ou disseminar
para outras partes do organismo, formando metéstases distantes.?*>

Para além de ser um dos mais incidentes, o cancro do pulmao apresenta uma elevada
letalidade, sendo a primeira causa de morte por cancro a nivel mundial. Naturalmente, o
tabagismo surge como principal fator etioldgico responsavel pelo seu aparecimento. Tal
como todas as neoplasias, o0 cancro do pulméo é uma neoplasia bastante temida pela
populacdo em geral, sobretudo devido a sua elevada letalidade e a progressao
particularmente rapida. Esta progressdo depende de varios fatores como a sua localizacéo,
0 estado da doenca quando diagnosticada e a existéncia de metastases. Porém, o
prognoéstico ndo é animador na maior parte dos casos. Para tal também contribui bastante
a auséncia de farmacos realmente eficazes, capazes de eliminar as células cancerigenas
de forma seletiva e definitiva, sem afetar as células saudaveis. E, por isso, essencial 0
desenvolvimento de formulagdes seguras e eficazes, capazes de eliminar efetivamente
esta neoplasia e de proporcionar progndsticos mais animadores aos doentes que padecem
da mesma, nomeadamente aumentando a sua qualidade de vida e sobrevivéncia.®®

Nesse sentido, a nanomedicina, que consiste na aplicacdo da nanotecnologia a
medicina, apresenta-se como uma ciéncia emergente e com grande potencial para o
desenvolvimento de farmacos para este tipo de doencas. Através da aplicacdo de
nanotecnologia aos farmacos anticancerigenos, nomeadamente encapsulando-os em
nanossistemas, é possivel aumentar a eficacia terapéutica, bem como reduzir a sua

toxicidade e consequentes efeitos adversos, quase sempre severos. Este efeito de melhoria

1
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da eficécia terapéutica deve-se ao facto dos nanossistemas permitirem, sob determinadas
condicGes, aumentar a seletividade dos farmacos anticancerigenos, pelo que estes vao
atingir sobretudo as células tumorais. As células tumorais apresentam carateristicas
particulares, o que permite dirigir 0s nanossistemas para as mesmas. Pode entdo dizer-se
que 0s nanossistemas vao funcionar como transportadores, dirigindo os farmacos
especificamente para o alvo terapéutico. Devido ao seu tamanho reduzido, na ordem dos
nanometros, estes sdo capazes de interagir diretamente com as células e biomoléculas. Os
nanossistemas permitem ainda ultrapassar um importante mecanismo de resisténcia das
células cancerigenas aos farmacos antitumorais, designado por resisténcia multifarmaco
(MDR), no qual as células expulsam o farmaco para 0 meio exterior através de bombas
de efluxo da membrana celular, o que contribui para a ineficcia terapéutica.>%1°

Nos ultimos anos, tém-se verificado progressos no desenvolvimento de farmacos
anticancerigenos para o tratamento do cancro do pulmao recorrendo ao uso de sistemas
nanoestruturados, tais como o0s lipossomas, as nanoparticulas inorganicas, 0s
dendrimeros, as micelas e as nanoparticulas poliméricas. Apesar de grande parte ainda se
encontrar em fase de investigacdo, em ensaios pré-clinicos ou ensaios clinicos, muitos
destes apresentam resultados promissores, nomeadamente ao nivel do aumento de
concentracdo do farmaco no interior das células tumorais e, consequentemente, da sua
eficacia e reducéo da toxicidade associada.!%!

A presente monografia tem como principais objetivos proporcionar, inicialmente, uma
visdo geral e introdutéria sobre o cancro do pulmdo de ndo-pequenas células,
contextualizando esta patologia quanto ao estado da arte, principal sintomatologia,
fisiopatologia e uma sintese dos principais tratamentos convencionais aplicados.
Posteriormente, o foco da monografia recai totalmente nos aspetos relacionados com a
aplicacdo de nanossistemas na terapéutica anticancerigena desta neoplasia, como
alternativa para contornar as limitacfes apresentadas pela terapéutica convencional. Dos
varios nanossistemas com aplicacdo no cancro do pulmédo de ndo-pequenas células sera
particularmente abordada a aplicacdo de nanoparticulas poliméricas na neoplasia em
estudo, tendo em conta o consideravel volume de informacéo.

Assim, sera realizada uma revisao das abordagens mais recentes descritas na literatura
sobre a encapsulacdo de farmacos e genes e aplicacdo dos mesmos na terapéutica do
cancro do pulmdo de ndo-pequenas células, recorrendo ao uso de nanoparticulas
poliméricas, constituidas por polimeros como o quitosano, o acido polilatico-co-glicélico
(PLGA), o acido polilatico (PLA), entre outros.
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2. METODOLOGIA

Para a realizacéo da presente monografia, de acordo com os objetivos indicados foram
consultadas diversas fontes bibliogréaficas.

Inicialmente procedeu-se a recolha de informacdo cientifica relevante através de
pesquisa bibliografica, tendo sido utilizadas para tal as bases de dados PubMed e Google
Scholar. A pesquisa foi efetuada utilizando os termos “lung cancer”, “lung cancer and
nanoparticles”, “lung cancer and nanocarriers” ¢ “drug delivery in lung cancer”. Esta
pesquisa bibliogréfica permitiu o acesso a diversos artigos cientificos originais, de revisao
e monografias sobre o tema. Foram ainda incluidas referéncias adicionais dos artigos
consultados. Dos artigos obtidos na pesquisa foram considerados para estudo os artigos
gue se encontravam na lingua portuguesa e inglesa, publicados desde 2010 até Dezembro
de 2015.

Foram também consultadas algumas péginas da internet de instituicdes/organizactes
consideradas de reconhecido mérito para a recolha de informacéo sobre a patologia, tais
como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Direcdo Geral de Saude (DGS) e a
Sociedade Portuguesa de Pneumologia (SPP).

Posteriormente, foram ainda consultados alguns livros, tendo sido realizadas
pesquisas na Biblioteca Central de Gambelas e na Biblioteca do Campus da Penha,
pertencentes a Universidade do Algarve, e nas Bibliotecas dos Hospitais CUF Infante
Santo e CUF Descobertas.

De toda a informacgdo recolhida foi selecionada para constar na monografia a
informacdo cientifica mais atual e/ou relevante sobre o tema, estando devidamente

referenciada.
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3. CANCRO DO PULMAO

Os pulmdes, inseridos no sistema respiratorio, sdo 0s principais responsaveis pela
respiracdo, uma funcdo carateristica da vida.*> O cancro do pulméo é um termo que se
refere aos tumores com origem nas células do epitélio das vias aéreas respiratorias. Este
surge quando ocorre uma desregulacdo celular numa célula epitelial da traqueia,
brénquios ou pulmdes, que comeca a multiplicar-se de forma descontrolada, originando
uma massa de células anormais ou tumor. O tumor original é designado por tumor
primario e se as células tumorais atingirem a circulagdo sanguinea ou linfatica podem
disseminar-se para outros 6rgaos, originando novos tumores, designados por metastases.
No cancro do pulméo as metastases surgem mais frequentemente no figado, nos 0ssos,
no cérebro e na glandula adrenal 1213

A grande maioria dos cancros do pulmao sdo carcinomas (cerca de 90 a 95% de todos
os cancros do pulméo) que se dividem em dois grandes grupos: carcinoma do pulméo de
pequenas células (CPPC) e carcinoma do pulmédo de ndo-pequenas células (CPNPC).
Estes diferem sobretudo ao nivel da sua localizacdo e evolucdo, portanto a abordagem
terapéutica é também diferente e adequada a cada uma das situagdes.'**°

O CPPC representa cerca de 15% dos carcinomas do pulmao, e possui uma forte
relacdo com o tabagismo. Trata-se de um tumor muito indiferenciado, muito agressivo e
que se multiplica muito rapidamente, metastizando muito cedo para outros érgdos. Este
apresenta relativa radio- e quimiossensibilidade, sendo assim suscetivel aos tratamentos
por radioterapia (RT) e quimioterapia (QT). Ainda assim, a longa sobrevivéncia e a cura
dos doentes sdo raras neste subtipo de cancro do pulmao, sobretudo devido a sua
agressividade, rapida progresséo e as recidivas da doenca.*

O CPNPC representa cerca de 85% dos carcinomas do pulméo, sendo o mais
frequente. De acordo com uma classificacdo histoldgica, este divide-se essencialmente
em adenocarcinoma, carcinoma epidermoéide ou de células escamosas e carcinoma de
grandes células, apesar de também existirem carcinomas mistos e indiferenciados, que
sdo mais raros. Estes trés tipos principais de CPNPC também apresentam algumas
diferencas a nivel de localizacdo, taxa de crescimento, metastizacéo e relacdo com o

tabagismo, sendo atualmente o adenocarcinoma o subtipo mais frequente.>®

3.1. Epidemiologia — incidéncia e mortalidade

O cancro do pulméo é a segunda neoplasia mais frequente e a primeira causa de morte
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por cancro a nivel mundial, tendo provocado cerca de 1,59 milhdes de mortes em 2012.
Estima-se que a sua incidéncia aumenta cerca de 0,5% todos os anos.}’~1® Em 2015 sio
estimados cerca de 221200 novos casos de cancro do pulmdo, 0 que representa
aproximadamente 13% de todos os diagndsticos de cancro.?

Em Portugal o cancro do pulméo é a quarta neoplasia com maior incidéncia, seguindo-
se ao cancro da prostata, da mama e do colon, sendo mesmo a segunda neoplasia com

maior mortalidade, a seguir ao cancro do célon (quadro 3.1.).17%

Tabela 3.1 Taxa de incidéncia e mortalidade dos tumores malignos por patologia em
Portugal (2009)

Tumores malignos Incidéncia Tumores malignos Mortalidade
Prostata 108,81 Prostata 34,1
Mama 57,94 Traqueia, bronquios e pulméao 32,2
Célon 47,94 Mama (feminina) 29,4
Traqueia, bronquios e pulmao 33,6 Colon 24,8
Estémago 28,22 Estdmago 22,9
Reto 23,73 Reto 8,7
Corpo do utero 18,08 Bexiga 7,9
Bexiga 17,57 Linfoma ndo-Hodgkin 6,0
Glandula tiroideia 16,63 Corpo do utero 34

Linfoma n&o-Hodgkin 16,46

Taxa de incidéncia: por 100 000 habitantes. [Adaptado de (21)].

Esta neoplasia apresenta maior incidéncia nos homens do que nas mulheres, sendo a
primeira causa de morte no sexo masculino e a quarta causa de morte no sexo feminino
em Portugal (quadro 3.2.).?! Tal facto esté relacionado com o maior consumo de tabaco
por parte do sexo masculino e com o padrdo historico de habitos tabagicos. Portugal
encontra-se atualmente no terceiro estadio da epidemia tabagica, no qual a mortalidade
por cancro do pulmé&o j& se encontra a diminuir no sexo masculino, devido a tendéncia de
diminuigéo do tabagismo. O mesmo ainda néo se verifica no sexo feminino, uma vez que
0 pico de prevaléncia do tabagismo ocorreu cerca de duas décadas mais tarde, face ao
sexo masculino e as variagdes nos habitos tabagicos so se refletem na incidéncia da
doenca cerca de duas décadas depois e apds trés a quatro anos na mortalidade.*?2
Acompanhando esta tendéncia de alteracdo na mortalidade por cancro do pulmao,
verifica-se uma tendéncia de mudanca no tipo histolégico de cancro do pulm&o mais
frequente. O adenocarcinoma é, atualmente, o subtipo mais frequente e que apresenta

menor associa¢do com o tabagismo, sendo mais frequente em mulheres, ex-fumadores e
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ndo fumadores. Anteriormente o subtipo mais frequente era o carcinoma de células

escamosas, que possui maior relagdo com o tabagismo, tal como o CPPC 1423

Tabela 3.2 Indicadores de mortalidade do tumor maligno da traqueia, bronquios e pulméo
em Portugal continental (2008 a 2012)

Tumor maligno da traqueia, brénquios e pulméo

Ambos 0s sexos

N° de 6ébitos 3130 3241 3443 3514 3446
Taxa de mortalidade 31,1 32,2 34,2 35,0 34,5
Sexo masculino (&)

N° de 6bitos 2469 2543 2727 2730 2672
Taxa de mortalidade 51,2 52,8 56,7 56,9 56,1
Sexo feminino (%)

N° de ébitos 661 698 716 784 774
Taxa de mortalidade 12,6 13,3 13,6 14,9 14,8

Taxa de mortalidade: por 100 000 habitantes. [Adaptado de (21)].

3.2. Sintomas

A doenca pode permanecer assintomatica, sobretudo nos estadios iniciais. Quando
sintomaética, sobretudo nas fases mais avancadas da doenca, os principais sintomas sao
tosse persistente, hemoptise (expetoracdo de sangue com origem no trato respiratorio
acompanhada de tosse), dor no térax, dispneia, rouquidao, alteracbes na voz, disfagia,
anorexia ou perda de peso, pneumonias ou bronquites recorrentes e derrame pleural. A
tosse € o sintoma mais frequente, mas esta é muitas vezes desvalorizada, quer por ser um
sintoma associado a muitas outras patologias, quer porque os fumadores (85% dos
doentes de cancro do pulméo) ja apresentam geralmente tosse associada ao tabagismo.
Contrariamente, a hemoptise é o sintoma que mais preocupa os doentes, levando-os a
consultar o médico. Podem ainda manifestar-se dores de cabeca e dores dsseas, devido ao
crescimento local do tumor ou a invasdo de outros 6rgdos. Por exemplo, as dores 6sseas

podem indicar a presenca de metéastases distantes no sistema esquelético.'42%23.24

3.3. Fisiopatologia — etiologia do cancro do pulméo

A semelhanca das restantes neoplasias, o cancro do pulm&o apresenta uma etiologia
multifatorial. Este pode surgir devido a agdo de agentes ambientais, como a exposicéo a
carcinogéneos (quimicos, fisicos ou bioldgicos), ou de fatores enddgenos, como a
predisposicdo genética (mutacdes na linhagem germinal).?® As causas de cancro do

pulmdo s&o maioritariamente ambientais. Os carcinogéneos ambientais aumentam a
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possibilidade de ocorréncia de mutacBes ou provocam diretamente lesbes no &cido
desoxirribonucleico (ADN). No entanto, existe uma certa variagao na suscetibilidade aos
carcinogeneos, pelo que o risco de cancro do pulmédo depende da interacdo entre a
exposicao aos carcinogéneos e a suscetibilidade individual para 0s mesmos. Quando um
individuo geneticamente suscetivel sofre exposi¢do prolongada aos carcinogéneos, estes
provocam lesdes celulares, que podem desencadear a carcinogénese.?5-28

Para alem dos habituais fatores de risco para o cancro, como a idade e a dieta,
contribuem particularmente para o risco de cancro do pulmdo o ndmero de cigarros
consumidos, o grau de inalagéo, o contetido em nicotina do tabaco e a duracdo dos habitos
tabagicos, sendo maior o risco quanto mais precoce for a idade de inicio.}**’

Algumas doencas pulmonares ndao malignas também aumentam a predisposi¢édo para
a doenca, tais como a doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), o enfisema pulmonar

e as patologias que provocam lesdes fibréticas, como a tuberculose.”?®

3.3.1. Fatores ambientais
3.3.1.1.  Agentes quimicos

Existem diversas substancias quimicas carcinogénicas capazes de originar cancro do
pulmdo, mediante exposicao prolongada aos mesmos. A carcinogénese quimica divide-
se em duas etapas: iniciacdo e promocado. A fase de iniciacdo consiste na exposi¢do a um
carcinogeneo quimico em dose suficiente para provocar uma lesdo genética irreversivel,
que é necessaria, mas ndo suficiente, para desenvolver carcinogénese. Posteriormente, na
fase da promocdo atuam agentes promotores, que estimulam, de forma reversivel, a
proliferacdo de células previamente danificadas.?’

Os carcinogéneos quimicos apresentam uma elevada reatividade quimica e na fase de
iniciacdo atuam de forma direta ou através dos seus metabolitos reativos, (por ativacao
metabdlica através de reacBes enzimaticas de fase I, como a hidroxilacdo e a epoxidacao),
produzindo radicais livres de oxigénio (ROS). Geralmente, estes apresentam como
carateristica comum o facto de serem compostos eletrofilicos, logo, podem reagir com os
locais nucleofilicos da célula, provocando lesGes nos seus alvos: o ADN, o acido
ribonucleico (ARN) e proteinas celulares.?” Assim, o principal mecanismo de inducio da
carcinogenese é a formacdo de adutos com o ADN (figura 3.1). O desenvolvimento ou
ndo do tumor vai depender da capacidade do organismo destoxificar o carcinogéneo
quimico ao qual foi exposto, ou seja, do balanco entre a ativacdo e a dextoxificacdo

metabdlica e dos mecanismos de reparagdo do ADN.?>?7
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Destoxificagio

CARCINOGENEOQ

Ativagio
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Intermediarios
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Ligagio ao ADN: ﬂ..
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l I Morte
celular
Lesic permanente do ADN:
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Proliferagio celular:
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NEOPLASIA MALIGNA

Figura 3.1 Esquema geral da carcinogénese quimica. [Adaptado de (25)].

Sdo exemplos de carcinogéneos quimicos o0 amianto, a silica, os metais pesados como
0 arsénio, o cromio e o niquel, sendo a exposicdo ocupacional aos mesmos responsavel
por cerca de 9 a 15% dos casos de cancro do pulm&o.?62®

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH), de que €é exemplo o
benzo(a)pireno, também constituem um importante carcinogéneo no desenvolvimento de
cancro do pulméo. Estes estdo presentes nos gases resultantes da combustdo de
combustiveis fésseis, que contribuem para a polui¢cdo ambiental, responsavel por cerca
de 1 a 2% dos cancros do pulmé&o. Para além disso, os PAH estdo ainda presentes no fumo
produzido pela combustdo do tabaco. O tabagismo é responsavel por cerca de 85% e 90%
dos casos de cancro do pulmdo em Portugal e nos Estados Unidos da Ameérica,
respetivamente, tal como noutros paises onde o tabagismo também é muito comum,?52628
Para além dos PAH, o fumo do tabaco € constituido por cerca de 4000 compostos
quimicos, dos quais mais de 400 s&o tdxicos e cerca de 43 sdo carcinogénicos. Estes
compostos provocam stress oxidativo nas células, através de radicais livres de oxigénio e
da inducdo de resposta inflamatdria. Estes compostos sdo ainda responsaveis pela
peroxidagdo lipidica das membranas celulares, desordens lipometabolicas e lesdes

oxidativas em moléculas como o ADN, promovendo efeitos mutagénicos.?6:28
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3.3.1.2.  Agentes fisicos

Os agentes carcinogéneos fisicos compreendem varios tipos de radiacdo, tais como a
radiacdo ultravioleta e a radiacdo ionizante, sendo esta Ultima a mais significativa na
etiologia do cancro do pulméo. A radiacdo ionizante inclui a radiacdo eletromagnética
(raios X e raios y) e a radiagdo de particulas (particulas o, B, protdes e neutrdes). A
radiacdo ionizante é capaz de provocar mutacOes genéticas, através do efeito direto da
radiacdo no material genético, pois a energia absorvida pelo ADN leva a rotura das
cadeias de nucleotidos, afetando toda a sua estrutura ou devido a producéo de ROS que
vao reagir com o mesmo, provocando inflamagc&o, lesdo e morte celular.?>?’

A exposicdo a radiacdo é responsavel por cerca de 10% dos casos de cancro do
pulmé&o, podendo verificar-se exposi¢cdo ocupacional no caso dos mineiros expostos a

uranio radioativo em minas de uranio e nos trabalhadores de centrais nucleares.?6-2

3.3.1.3.  Agentes bioldgicos

As infecGes por agentes bioldgicos como virus, bactérias e fungos, podem ter um
importante papel na inducdo da carcinogénese. Apesar de ainda ndo ter sido comprovado,
a infecdo por virus como o virus do papiloma humano (HPV) e o virus Epstein-Barr
(EBV) pode estar envolvida na carcinogénese de alguns casos de cancro do pulméo.
Pensa-se que estes podem induzir carcinogénese transmitindo oncogenes viricos, ao
integrar 0 seu genoma no do hospedeiro, que podem levar a conversdao de proto-
oncogenes em oncogenes, ou através da sobre expressdo das proteinas virais E6 e E7.
Estas proteinas sdo capazes de inibir os produtos dos genes supressores de tumor, p53 e
Rb, 0 que permite a ativagio da replicacéo celular.t”?®

Atualmente também se encontra em estudo a hipdtese de uma possivel associacao
entre a bactéria Helicobacter pylori (Hp) e o cancro do pulm&0.%° Ja em 1863, Virchow
tinha proposto que o cancro se desenvolve em locais de inflamagdo cronica, o que é
demonstrado pelo risco aumentado de cancro em pacientes afetados por varias
inflamacdes crénicas do trato gastrointestinal (TGI), como a gastrite por Hp. O
mecanismo preciso que liga a inflamagdo ao desenvolvimento do cancro ainda ndo foi
estabelecido, no entanto, as rea¢des de inflamacdo cronica podem resultar da producéo
de citocinas, que estimulam o crescimento de células transformadas. A inflamagéo
cronica também pode promover diretamente instabilidade gendmica nas celulas através
da producgdo de ROS, que predispdem para a transformagdo maligna.?> Segundo uma

meta-analise, foram realizados 5 casos-controlo entre 2000 e 2010 que reportaram uma
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associacédo entre a infecdo por Hp e o cancro do pulméo, dos quais trés apresentaram
significado estatistico (OR significante). Segundo citado por Deng, Zhuo e 0s seus
colaboradores notaram que o risco de cancro do pulméo em individuos com infecéo por
Hp era 3,24 vezes superior a dos individuos ndo infetados pela bactéria (controlos). No
entanto, estes estudos apresentam vérias limitacGes, tais como a utilizacdo de amostras
pequenas e o facto de n&o ter sido considerado o tabagismo como fator de risco para a

doenca, pelo que sdo necessarios mais estudos para comprovar esta associagéo.

3.3.2. Fatores genéticos

O cancro é considerado cada vez mais uma doenga genética, pois a ocorréncia de
mutacdes que provocam lesdes genéticas estd na base do processo de carcinogénese. No
entanto, tal ndo implica que o cancro seja considerado hereditario, pois tal verifica-se
numa pequena percentagem dos casos.?’ A interagdo entre os fatores genéticos e ndo
genéticos € particularmente complexa quando o desenvolvimento do tumor depende de
multiplos genes envolvidos no processo. Mesmo nos tumores com uma componente
hereditaria bem definida, o risco de desenvolver esse tumor depende bastante da
influéncia de fatores ndo genéticos.® A hereditariedade intervém na carcinogénese
quando as células germinais dos progenitores possuem mutacGes que predispdem para o
desenvolvimento do cancro, conferindo uma maior suscetibilidade genética para o cancro.
Ainda assim, é necessario que ocorram mutacGes posteriores nas células somaticas, para
que se desenvolva um tumor. Para além disso, podem herdar-se mutacGes ao nivel dos
genes supressores de tumor e dos genes reparadores do ADN, mas ndo nos proto-
oncogenes, pois se uma célula germinal fosse portadora de uma muta¢do num proto-
oncogene, o feto ndo seria viavel, uma vez que tal iria afetar o crescimento celular.?’

O gendtipo pode influenciar significativamente a probabilidade de desenvolver
cancros de origem ambiental. Varia¢@es hereditarias podem alterar a atividade de enzimas
que metabolizam prd-carcinogéneos na sua forma ativa, alterando a capacidade do
organismo destoxificar esses carcinogéneos, tornando-o mais suscetivel aos mesmos. A
presenca de polimorfismos nos genes que codificam proteinas da familia de enzimas
citocromo P450 confere maior suscetibilidade para o desenvolvimento de cancro do
pulméo em fumadores. Isto porque a ativacdo metabdlica de compostos carcinogénicos
do fumo do tabaco (e.g. PAH) nos seus intermediarios ativos é realizada através de
reagcOes metabolizadas por enzimas de fase | do citocromo P450. Posteriormente estes

intermediarios ativos vao formar adutos com o ADN causando leses genéticas.?>28
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3.4. Carcinogenese

No tecido normal os mecanismos de controlo e regulacdo celular sdo responsaveis por
assegurar o equilibrio entre a divisdo e a morte celular, permitindo a renovacéo celular,
mas evitando um crescimento celular desmedido.®! No entanto, ao longo da nossa vida
ocorrem diariamente mutacOes genéticas, na replicacdo do ADN, espontaneamente e/ou
devido a exposicdo a carcinogeneos. A maioria destas mutacdes ndo afeta o normal
funcionamento da célula ou sdo corrigidas pelos mecanismos de corre¢cdo do ADN.
Contudo, as mutagdes que escapam a repara¢do podem provocar danos permanentes no
material genético. A acumulacdo de mutagBes nos genes responsaveis pela regulagdo
celular numa célula pode levar a sua transformacdo maligna, dando inicio a
carcinogénese. Este processo envolve mdltiplas etapas e geralmente prolonga-se por
varios anos, sendo um dos motivos pelo qual a incidéncia de cancro aumenta com a
idade.?® Os principais genes reguladores alvo de danos genéticos sio 0s genes que
regulam o crescimento celular, os genes que regulam a apoptose, 0s genes supressores de
tumores e os genes reparadores do ADN.?’

Os proto-oncogenes séo genes reguladores do crescimento celular, pois estes induzem
fisiologicamente o crescimento e a diferenciacdo celular, codificando fatores de
crescimento celular e respetivos recetores, fatores de transcricéo e fatores reguladores do
ciclo celular. Quando mutados estes designam-se oncogenes. Os oncogenes Sdo
considerados dominantes na carcinogénese, uma vez que a lesdo de um dos alelos do gene
correspondente é suficiente para que a producdo excessiva da oncoproteina promova e
acelere continuamente o crescimento celular de células transformadas. Estes oncogenes
promovem o crescimento celular desregulado, independente dos fatores de crescimento e
de sinais externos, ainda que o outro alelo do gene codifique a proteina normal.?’” Entre
0S Vvarios proto-oncogenes que participam na carcinogenese, os genes da familia RAS sdo
0s mais frequentes em tumores humanos, estando presentes em cerca de 30% dos
adenocarcinomas do pulméo, sendo mais frequentes as mutacdes do gene K-ras. Este
desempenha um papel fundamental no controlo da via de transducéo de sinal, que regula
a proliferacdo, diferenciacio e sobrevivéncia celular. 232 Também é muito comum no
cancro do pulmé&o a presenca de mutacdes no gene que codifica o recetor do fator do
crescimento epidérmico (EGFR) e, com menor frequéncia, no gene que codifica o recetor
epidérmico humano do tipo 2 (HER 2 ou ErbB2). Ambos sdo recetores da tirosina cinase,
que intervém na via de transducdo de sinal, implicada na regulagdo da proliferacéo e

diferenciacdo celulares. Em contexto de neoplasia, 0 EGFR participa ainda na
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neovascularizagdo e metastizacdo do tumor. Em alguns casos de cancro do pulmao
verificam-se ainda rearranjos na cinase do linfoma anaplastico (ALK), estando a sua
ativacdo relacionada com a proliferacdo celular e a inibicdo da apoptose, mediada
nomeadamente pela via de sinalizagdo do K-ras.®

As mutacOes nos genes reguladores da apoptose, como o gene Bax, que favorece a
apoptose e 0 gene Bcl-2, que é um gene antiapoptético, também permitem prolongar a
vida das células tumorais. Nestas células observar-se a sobre expresséo do gene Bcl-2 em
detrimento do gene Bax, evitando assim a apoptose.?’

Os genes supressores de tumores codificam proteinas que inibem a proliferagdo
celular, como as proteinas Rb e p53. Assim, ao sofrerem mutacGes que levam a perda das
suas fungdes, ou quando hd um défice na transcri¢do destas proteinas, verifica-se perda
do controlo na proliferacdo celular, permitindo a multiplicacdo descontrolada das células
cancerigenas. Estes consideram-se recessivos na carcinogénese, pois se apenas um dos
alelos for afetado, o outro continua a codificar a proteina normal.?>%’

Os genes que expressam proteinas reparadoras do ADN influenciam a capacidade do
organismo reparar danos genéticos ocorridos na replicacdo do ADN de genes como 0s
proto-oncogenes, 0s genes que regulam a apoptose e 0s genes supressores de tumores.
Quando a correcdo desses erros ndo € possivel verifica-se instabilidade genética, e
portanto, uma maior predisposi¢do para a ocorréncia de mutagdes no genoma.?>?"33 Tal
como nos genes supressores de tumores, ambos os alelos do gene tém que sofrer mutagéo
para as proteinas expressas ndo serem funcionais.?’

Nas células humanas normais existe ainda outro mecanismo, relacionado com os
telomeros, que determina a capacidade limitada de divisdo celular. Os telémeros
consistem em repeti¢des da sequéncia 5’-TTAGGG-3’ na extremidade dos cromossomas
que vao encurtando com as divises celulares. A sua auséncia ativa 0s mecanismos
celulares responsaveis pela apoptose. No entanto, nos tumores humanos foram detetados
diversos mecanismos que evitam o encurtamento dos telémeros, levando assim a
imortalidade celular das células cancerigenas. O mais frequente é a sobre expressao da
enzima telomerase, que se traduz no aumento da sua atividade.?”34

O conhecimento das alteracdes biomoleculares especificas que ocorrem no processo
de carcinogénese da doenca, como as descritas acima, & fundamental, para o

desenvolvimento de farmacos seletivos para as células malignas.*®
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3.5. Crescimento tumoral

No decorrer da transformacdo neoplasica a célula adquire malignidade, que se
manifesta atraves de varias carateristicas tipicas das células cancerigenas, tais como a
capacidade de proliferacdo continua e desregulada, a resisténcia a apoptose, a capacidade
de desenvolver-se induzindo angiogénese e a capacidade de invadir e metastizar outros
tecidos e 6rgdos.??"3 Como ja mencionado, as células tumorais sdo capazes de ativar
mutacdes ou a sobre expressdo de genes, nomeadamente genes que codificam proteinas
essenciais a replicacdo, como os fatores de crescimento celular. Assim, a célula que sofreu
transformacdo maligna devido a acumulacdo de mutagBes apresenta uma taxa de
replicacdo muito elevada, multiplicando-se com grande rapidez face as células normais
circundantes, verificando-se proliferacdo clonal. Forma-se entdo uma pequena massa
tumoral de células cancerigenas. Dado a sua rapida multiplicacdo e a morte das células
normais, as células tumorais vao substituindo o tecido saudavel, permitindo o crescimento
do tumor. Verifica-se ainda a desregulacéo de diversos processos fisioldgicos, uma vez
que a substituicdo das células normais por células cancerigenas afeta o funcionamento do
6rgdo, afetando consequentemente a respiracdo, no caso do cancro do pulméo.?>?

As novas células cancerigenas necessitam ser abastecidas com oxigénio e nutrientes,
fornecidos através do sangue, para subsistirem e para se continuarem a multiplicar.
Assim, o tumor cresce junto dos vasos sanguineos, uma vez que a difusdo do oxigénio
pelos tecidos (que acontece por difusdo passiva em tumores até 1-2 mm?) s6 tem lugar
até uma distancia maxima de 180um, até este ser completamente metabolizado. Por este
motivo, se a distancia entre as células e 0 vaso sanguineo ultrapassar este valor, as células
entram em necrose. Quando o tumor atinge os 2mm?, comeca a verificar-se hipoxia nas
células centrais do tumor, pois o aporte nutricional e de oxigénio ja ndo é suficiente para
satisfazer as necessidades de todas as células tumorais. Assim, estas podem entrar em
necrose, permanecendo o tumor num estado estatico, em que se mantém com as mesmas
dimensdes, ou podem induzir a angiogénese, formando novos vasos sanguineos, sendo

este um passo fundamental para o crescimento do tumor.3%%

3.6. Angiogénese e metastizacao

A formacdo de novos vasos sanguineos tem inicio com a segregacdo de fatores
angiogeénicos, pelas células cancerigenas e outras (e.g. macréfagos e células da matriz
extracelular). Geralmente verifica-se um balango entre fatores angiogénicos e fatores

anti-angiogenicos. No entanto, a angiogénese pode ser induzida, nomeadamente em
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estados de stress celular, como hipoxia. Assim, nas células cancerigenas verifica-se um
switch angiogénico, que se traduz numa maior expressdo de fatores angiogénicos, como
o fator de crescimento endotelial (VEGF) e cinases libertadas por células endoteliais
ativadas, em detrimento dos fatores anti-angiogénicos, como a angioestatina.?®?’ Depois
de induzido, o processo de angiogénese compreende varias etapas (figura 3.2).
Inicialmente ocorre a degradacdo da membrana extracelular (MEC) de um vaso
sanguineo preexistente, através de processos proteoliticos catalisados por
metaloproteinas, permitindo a migracao das células endoteliais para o espaco intersticial,
através de moléculas de adesdo das células tumorais. Estas células endoteliais vao
multiplicar-se, formando novos vasos na dire¢cdo do tumor, que vao suprir as suas
necessidades, verificando-se a reorganizacdo da MEC.?"*" Estes novos vasos sanguineos
apresentam algumas particularidades face aos normais, uma vez que ndo sao lineares,
apresentando uma curvatura e possuem uma elevada permeabilidade, podendo verificar-
se malformac@es na rede vascular decorrentes da neovascularizagdo tumoral.®3®

A angiogénese permite ndo s6 o crescimento do tumor, como também a sua invasao
e metastizacdo. Isto porque a formacdo de novos vasos sanguineos permite as células
cancerigenas penetrar nestes mais facilmente, quer pela sua proximidade, quer pelas suas
carateristicas ja descritas acima, o que possibilita o transporte destas células para outros

6rgdos, formando metastases distantes. 638

Figura 3.2 Desenvolvimento de um tumor além do tamanho
maximo limitado por difusdo. (A) Desenvolvimento tumoral
até atingir o tamanho maximo de acordo com o limite de

difusdo. (B) Ocorréncia do switch angiogénico criando

alteracdo no balan¢o dos reguladores positivos face aos

negativos, causando proliferacdo e migracdo das células

endoteliais. Estas células endoteliais formam um novo vaso

que se estende até ao tumor, fornecendo 0s nutrientes para
suster a proliferacdo celular. (C) Tumor vascularizado. (D) O
tumor vascularizado continua a multiplicar-se, apresentando
potencial metastatico devido a sua proximidade com a corrente
sanguinea. [Adaptado de (37)].
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3.7. Diagnostico e estadiamento

O diagndstico da doenca pode ser realizado através de diferentes técnicas diagnosticas
e complementado com um cuidadoso exame fisico, a avaliacao dos antecedentes pessoais,
eventuais comorbilidades e ainda um estudo analitico e imagiol6gico.t17:3°

Como ja mencionado, os doentes com cancro do pulmdo apresentam um mau
prognostico, que se deve principalmente a rdpida progressdo e elevada incidéncia e
mortalidade desta neoplasia, mas também ao diagnostico tardio da doenca, que leva
muitas vezes a falha do tratamento.® Muitas vezes o tumor s6 manifesta evidéncias
clinicas quando invade os 6rgaos e os nodulos linfaticos mais proximos, o que dificulta o
diagnéstico. Como tal, cerca de 85% dos casos de CPNPC séo diagnosticados nos estadios
I11 e IV da doenca.” Torna-se assim necessario o diagnostico precoce da doenga, numa
fase inicial, permitindo maior hipotese de cura e um melhor prognostico.”4°

Apos o diagnoéstico do tumor, com confirmacdo anatomopatoldgica, é importante
determinar com rigor o estadiamento da lesdo maligna, nomeadamente para determinar o
prognostico da doenca e tomar decisdes sobre o tratamento mais indicado.**4!

O estadiamento divide-se em anatémico e fisiologico. O estadiamento fisioldgico
consiste na avaliacdo da capacidade do doente tolerar as diferentes opgdes terapéuticas,
como a cirurgia, através de provas de determinagdo da funcdo pulmonar e cardiaca.
Devem ainda ser avaliadas as comorbilidades e tratados eventuais problemas de salde, a
fim de melhorar a condicdo do doente.?®35 O estadiamento anatémico consiste em avaliar
e classificar os tumores em diferentes estadios, de acordo com a sua localizacéo e o seu
grau de extensao. Para tal, a American Joint Committe on Cancer desenvolveu um sistema
internacional de classificacdo que permite determinar o estado atual da lesdo maligna e
acompanhar a sua progressdo, designado por Classificacdo Tumor-Node-Metastasis
(TMN). Esta classificacdo refere-se aos tumores primarios ndo tratados por “T”, a sua
disseminacéo regional para os nddulos linfaticos mais proximos por “N” e as metastases
distantes por “M”. Sdo atribuidos niimeros a estes trés componentes, que indicam a
extensdo do tumor, podendo agrupar-se em grupos de estadios, de acordo com as regras
do sistema.!®%4 O sistema TMN deve ser utilizado como sistema padrdo, sendo
adequado para a maioria dos cancros, podendo ser necessario recorrer a outros sistemas

em alguns tumores, como o sistema de estadiamento histopatoldgico.®

3.8. Tratamento convencional

As principais opg0es terapéuticas no cancro do pulmao séo a cirurgia, a radioterapia,
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a quimioterapia e as terapéuticas dirigidas, podendo realizar-se associa¢des destas, como
acirurgia com radioterapia ou quimioterapia adjuvante. Existem ainda outras terapéuticas
anticancerigenas, tais como a hormonoterapia, no entanto, a sua aplicacdo limita-se a
cancros hormonodependentes.*3*’

Os oncologistas, inseridos numa equipa oncoldgica multidisciplinar, devem
considerar as varias opgoes terapéuticas, pesar o risco-beneficio e selecionar a op¢do mais
adequada para o doente, atendendo a fatores como a idade, condicéo fisica do doente as

comorbilidades existentes e as carateristicas do tumor.342

3.8.1. Cirurgia

A cirurgia consiste em remover cirurgicamente a porc¢éo pulmonar afetada pelo tumor.
Como desvantagem, juntamente com a massa tumoral pode também ser removida uma
porcao de tecido saudavel, o que pode levar a alteragdes no normal funcionamento dos
pulmdes. Por outro lado, esta é a Unica opcao terapéutica que permite estudar o tumor em
relacdo a sua anatomo-patologia. A cirurgia pode ser complementada com RT adjuvante
ou com QT adjuvante, se necessario. Tal é particularmente vantajoso nos casos em que
ha forte possibilidade de recidivas, a fim de eliminar eventuais células cancerigenas
dispersas que possam ter permanecido. Em alguns casos pode ainda administrar-se QT
neoadjuvante, previamente a cirurgia, de modo a reduzir as dimensdes do tumor,
convertendo um tumor ndo operavel em operavel, permitindo a sua remocao cirargica. A
cirurgia é o tratamento de escolha, com possibilidade de cura, para doentes com CPNPC
localizado, nos estadios | e Il. Esta apenas se encontra indicada para tumores localizados,
pois permite remover a massa tumoral e ndo as células cancerigenas isoladamente. No
entanto, a maioria dos casos é detetada quando o tumor ja se encontra disseminado, o que

impossibilita esta opcéo terapéutica, 3173541

3.8.2. Radioterapia
A radioterapia consiste na irradiagdo do tumor com raios X ou raios gama (y), em que
a energia ionizante provoca lesdes nas células cancerigenas, nomeadamente ao nivel do
ADN, forgando-as a entrar em apoptose, levando a sua destruicdo, erradicando o tumor.
No entanto, a resposta do tumor a radiacdo depende de varios fatores, tais como 0 niUmero
de células clorogénicas a erradicar, ou seja, a dimensdo do tumor, a sua taxa de
reproducéo celular e, portanto, a velocidade do seu crescimento e ainda a sensibilidade

das células a radiacdo ionizante. A RT encontra-se indicada para tumores pequenos e
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confinados, podendo ser utilizada nos casos com invasdo local ndo operaveis, porém, ndo
esta indicada na presenca de metastases.® A radiacdo também permite o controlo da
doenca quando aplicada como adjuvante da QT, utilizando a QT para erradicacao das
micrometastases distantes e a RT para controlar localmente o tumor primario. 34

Tal como na cirurgia, a radioterapia também pode afetar o tecido saudavel
circundante, pelo que a radiacdo ao nivel dos pulmdes deve ser aplicada com precaucao
e com as devidas protecdes, evitando toxicidade pulmonar, que pode causar pneumonite
por radiacdo e pode afetar também outros érgdos. A quantidade de radiacéo e a duracao
do tratamento devem ser cuidadosamente ponderadas, devido aos efeitos adversos e a
toxicidade a longo prazo, pelo que deve ser pesado o risco-beneficio para o doente.*

3.8.3. Quimioterapia

A quimioterapia € utilizada como primeira linha no tratamento de algumas neoplasias,
encontrando-se indicada sobretudo nos estadios mais avancados do CPNPC, segundo as
Guidelines da National Comprehensive Cancer Network.*® Esta pode ser administrada
isoladamente ou em associacao com a cirurgia ou com a RT, como terapia adjuvante para
diminuir a taxa de recidivas e melhorar o intervalo livre da doenca, ou ainda usada como
terapia paliativa, para prolongar a sobrevivéncia de doentes com tumores incuraveis.**

Atualmente, ja existem diversos farmacos citotoxicos com aplicacdo na terapéutica
antitumoral, sendo estes selecionados de acordo com varios fatores como o tipo de cancro
e o0 estadio. Também o esquema de tratamento é selecionado e personalizado tendo em
conta estes e outros fatores, nomeadamente ajustes de dose, se necessario. Estes farmacos
apresentam diversos mecanismos de acdo, que no geral, inibem a replicacdo celular,
conduzindo a morte das células tumorais. No CPNPC, sobretudo na doenca metastizada,
sdo geralmente administrados dois farmacos em associacdo, um derivado da platina
(cisplatina ou carboplatina), juntamente com gencitabina, paclitaxel, docetaxel, etoposido
ou derivados da vinca (vinorrelbina, vinblastina), entre outros. Mais recentemente
comecou a ser utilizado, também em associacdo com um derivado da platina, o
pemetrexedo, na histologia ndo escamosa. Dependendo do tipo histolégico e do estadio
do tumor, podem ainda administrar-se isoladamente outros farmacos.3173%42

Devido a falta de seletividade dos farmacos citotoxicos utilizados a QT afeta ndo sé o
tecido tumoral, como também o tecido saudavel. As células normais mais afetadas séo as
que apresentam renovagdo celular mais acelerada, tais como as células dos epitélios

gastrointestinal e cutaneo, as células hematopoiéticas da medula 6ssea e os foliculos
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pilosos. Como consequéncia, observam-se os graves efeitos adversos frequentemente
apresentados pelos doentes que se submetem a estes tratamentos, nomeadamente
leucopénias, que podem ser bastante acentuadas, nauseas, vomitos, alopécia, entre outros.
Estes efeitos adversos sdo um dos principais motivos que leva os doentes a abandonar o
tratamento, diminuindo as suas hipoteses de sobrevivéncia. Assim, torna-se essencial
encontrar alternativas aos farmacos citotoxicos disponiveis, que sejam igualmente ou até
mais eficazes na erradicacdo do tumor, mas que ndo provoguem o0s graves efeitos

adversos e toxicidade da quimioterapia.**

3.8.4. Terapéuticas bioldgicas dirigidas

As terapéuticas bioldgicas dirigidas foram desenvolvidas através do conhecimento das
carateristicas moleculares especificas dos tumores e baseiam-se na administracdo de
anticorpos monoclonais e farmacos contra alvos especificos, como os inibidores tirosina
cinase. Estas terapéuticas biologicas sdo particularmente Uteis quando se utilizam
marcadores bioldgicos para procurar mutacdes em determinados genes. Deste modo, estas
terapéuticas vao atuar especificamente na ou nas mutagfes que deram origem a doenca.
Sdo exemplo destas o Bevacizumab, que tem como alvo terapéutico o VEGF e o
Crizotinib e mais recentemente o Ceritinib, que tém ambos como alvo o0 ALK. Quanto ao
EGFR existem duas abordagens possiveis. Por um lado, pode administrar-se Cetuximab,
que é um anticorpo monoclonal dirigido ao dominio extracelular do EGFR, que promove
a degradacdo do recetor. Por outro lado, o Erlotinib e o Genfitinib, inibidores da
angiogenese, que atuam como inibidores do EGFR. O Erlotinib é o Unico farmaco
aprovado, sem restri¢des, como 32 linha de tratamento em doentes com CPNPC 33545

Para além das terapéuticas ja desenvolvidas para 0 CPNPC, existem atualmente
inimeros estudos a decorrer que exploram a aplicacdo de nanossistemas no tratamento da
doencga. Os nanossistemas permitem o transporte direcionado de agentes terapéuticos para
o0 tumor, apresentando vantagens face as terapéuticas convencionais, pelo que estes serdo

abordados em detalhe no préximo capitulo.
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4. NANOSSISTEMAS

Segundo a US National Nanotech Initiative a nanotecnologia consiste na compreensao
e controlo da matéria em dimens@es aproximadamente entre 1 e 100 nanémetros (nm).
Nestas dimensGes observam-se fendmenos Unicos, que permitem explorar novas
aplicacdes da matéria. A mesma entidade define a nanomedicina como a aplicacdo da
nanotecnologia a medicina. A European Technology Platform on Nanomedicine
acrescenta a esta definicdo que a nanomedicina explora a melhoria e as novas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos materiais a escala nanométrica.*®
Trabalhar nesta escala permite explorar propriedades da matéria que diferem das
observadas a microescala, tais como a maior condutividade, as propriedades Oticas, a
maior razdo area/volume e a interagdo bioldgica com biomoléculas.*®4

As diferentes propriedades apresentadas pela matéria a nanoescala podem ou néo ser
favoraveis para aplicacfes médicas. Entre estas propriedades destacam-se a maior razao
area/volume das nanoparticulas, que possuem uma grande superficie para interacdes
bioguimicas com as biomoléculas, o que também diminui o tempo de reag&o.*°

A nanotecnologia pode ser aplicada nas mais diversas areas como as engenharias,
biotecnologia, cosmética e medicina, entre muitas outras. A nanotecnologia na medicina
ou nanomedicina pode ser aplicada no diagndstico médico e imagiologia, na elaboragédo
de implantes e sensores, no transporte e vetorizacdo de farmacos para o tratamento de
doencas e na medicina regenerativa. A nanotecnologia pode ainda ser aplicada no
teranéstico, uma vertente emergente que combina o diagnéstico com o tratamento,
utilizando os mesmos sistemas multifuncionais para desempenhar ambas as funcgdes.
Assim, estes sdo utilizados para diagnosticar a doenca, proporcionando melhorias na
imagiologia, geralmente associadas a presenca de agentes de imagem, como sondas 6ticas
ou agentes de contraste conjugados com farmacos, que sdo associados aos sistemas e
depois libertados pelos mesmos no local, através de um estimulo externo. Deste modo, a
nanotecnologia possui um grande potencial para revolucionar e melhorar todo o processo
de cuidados de saude, desde o diagnostico ao tratamento, passando também pela
monitorizago e seguimento do doente, %4648

S&o VArios os sistemas nanométricos em uso e a sua aplicagdo na medicina ndo é
propriamente uma area nova, pois 0s lipossomas, por exemplo, comegaram a ser
desenvolvidos na década de 60. Por outro lado, sdo ja bastantes as formulagdes

disponiveis no mercado que recorrem a nanotecnologia, entre as quais se encontram 0s
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lipossomas e as nanoparticulas. No entanto, atraves da modificacdo e manipulagdo das
carateristicas dos sistemas, como a sua composicdo, tamanho, forma, carga, superficie e
funcionalizacdo, tém-se desenvolvido nanossistemas com estruturas cada vez mais
complexas e eficazes. Estes podem ser dirigidos para tecidos especificos, libertar os
farmacos de forma controlada e escapar a uma rapida eliminagcdo do organismo,
permanecendo no local de agio por mais tempo, o que se traduz numa maior eficacia.®
Assim, o objetivo do uso de nanossistemas na medicina consiste em desenvolver
novos materiais e métodos ou melhorar os ja existentes, para detetar e tratar doencas,
atuando no local-alvo, de forma precisa, efetiva e prolongada, a fim de tornar as préaticas

médicas mais seguras, mais eficazes, menos invasivas e mais personalizadas.*®

4.1. Tipos de nanossistemas

O termo nanossistemas é genérico e inclui um grande grupo de sistemas, a escala
nano, com uma grande variedade de formas, tamanhos e composic&o.*°

Apesar da definicdo de nanotecnologia inicialmente mencionada considerar o
intervalo entre 1 nm e 100 nm, na nanomedicina o termo nanossistema e mais flexivel e
inclui nanossistemas na ordem das centenas de nandmetros, até aos 1000 nm, 104950

Os avancos da nanotecnologia tém permitido explorar novos nanomateriais e
desenvolver nanossistemas mais complexos, como se pode observar na figura 4.1.
Atualmente existe uma grande variedade de nanossistemas, que se podem classificar, de
acordo com a natureza da sua composi¢&o, como inorganicos, lipidicos ou poliméricos.°
Na monografia séo referidos os principais nanossistemas, com particular foco nas

nanoparticulas poliméricas, que sdo amplamente utilizadas no CPNPC.

Lipossomas Lipossomas vetorizados e Abraxane CALAA-01 BIND-014
PEGmlados
w7 1978 1994 1996 oy 21
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\ ~ ‘hfi‘
Sistemas
poliméricos  Dendrimeros  Nanoparticulas Feruméxido Genexol-PM SEL-068
de libertagdo de PLGA-PEG

controlada

Figura 4.1 Evolucao dos nanossistemas ao longo do tempo. [Adaptado de (51)].
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Os nanossistemas inorganicos (figura 4.2) incluem as nanoparticulas de ouro, de prata
e de outros metais, as nanoparticulas de silica mesoporosa, as hanoparticulas magnéticas,
0s nanotubos de carbono e os quantum dots. Geralmente estes tém entre 5 e 40 nm e sdo
rigidos, atendendo a sua composicdo. Os materiais com propriedades magnéticas podem
ser utilizados na imagiologia, para diagnostico de tumores, por serem visiveis atraves da
ressonancia magnética. Existem diversos estudos da utilizagdo destes nanossistemas no
CPNPC. Num estudo, Nazir e seus colaboradores demonstraram que as nanoparticulas de
prata possuem propriedades antitumorais eficazes contra a linha celular H157, de cancro

do pulméo de células escamosas, um subtipo de CPNPC.>23

Nanoparticulas de ouro  Nanoparticulas magnéticas Quantum dots

Figura 4.2 Tipos de nanossistemas inorganicos. [Adaptado de (54)].

Existem diversos nanossistemas lipidicos, tais como os lipossomas, as nanoemulsoes,
as nanoparticulas lipidicas solidas, bem como outros nanolipocomplexos e sistemas
lipidicos nanoestruturados, representados na figura 4.3. Os lipossomas foram os primeiros
nanossistemas a ser desenvolvidos. Estes sdo constituidos por vesiculas de bicamadas de
fosfolipidos, naturais ou sintéticos, orientados de forma concéntrica, em torno de um
compartimento aquoso. O seu tamanho pode variar entre os 80 aos 300 nm. Estes
permitem o transporte de farmacos hidrofilicos, no compartimento aquoso e hidrofdbicos,
incorporados nas camadas de fosfolipidos. J& foram aprovados Vvarios sistemas
lipossomais para varias doencas, como o Doxil®, o Caelix®, o DaunoXome® e o
Myocet® 114955 Existem varios estudos sobre a aplicacéo de lipossomas no CPNPC. Um
exemplo é a Lipoplatina™ (cisplatina lipossomal), que apesar de demonstrar eficicia
idéntica a cisplatina livre, apresentou menor toxicidade e efeitos adversos nos ensaios

clinicos de fase I, Il e 111 em varios tumores, nomeadamente no CPNPC.%¢

"bﬁ,w i :
Lipossomas Nanoparticulas lipidicas salidas Micelas fosfolipidicas

Figura 4.3 Tipos de nanossistemas lipidicos. [Adaptado de (54)].
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Os nanossistemas poliméricos, ilustrados na figura 4.4, incluem os dendrimeros, as
micelas, os conjugados farmaco-polimero e as nanoparticulas poliméricas. Estes tém em
comum o facto de serem compostos por polimeros, de origem natural ou sintética, com
dimensGes entre os 10 e os 100 nm. Porém, apresentam formas e estruturas bastante
variaveis. Estes sdo o grupo de nanossistemas mais utilizado no CPNPC atualmente, do
qual se podem destacar as nanoparticulas poliméricas. Estas possuem propriedades
favoraveis a encapsulacdo de farmacos e genes para o tratamento do CPNPC, sendo
objeto de inimeros estudos.*® A monografia foca-se na sua aplicagdo no tratamento do

CPNPC, pelo que estas serdo abordadas em maior detalhe no proximo capitulo.

Nanoesferas Nanocapsulas
Nanoparticulas poliméricas Micelas poliméricas Dendrimeros

Figura 4.4 Tipos de nanossistemas poliméricos. [Adaptado de (54)].

4.2. Vetorizacao de agentes terapéuticos

Fruto da grande investigacdo na area da nanotecnologia aplicada a vetorizacdo de
farmacos, material genético (ADN, ARN) e proteinas, tém vindo a fazer-se grandes
avancos, que se traduzem também no aumento de complexidade dos nanossistemas
obtidos. Assim, os vetores podem dividir-se em trés geragoes:

e Vetores de primeira geracdo: nanoesferas e nanocapsulas;

e Vetores de segunda geragdo: nanossistemas cobertos com polimeros

hidrofilicos, como polietilenoglicol (PEG, neste caso chamados peguilados);

e Vetores de terceira geracao: nanossistemas com nucleo biodegradavel coberto

com um polimero (ex: PEG) e com ligandos de reconhecimento membranar.

Atualmente, os mais recentes projetos de pesquisa de nanossistemas para transporte e
vetorizagao de farmacos estdo focados nos vetores de terceira geragio.*®
A vetorizacao de nanossistemas pode classificar-se como passiva ou ativa, sendo que

ambas permitem aumentar a seletividade e eficacia da terapéutica antitumoral .8

4.2.1. Vetorizacao passiva

A vetorizagdo passiva pode realizar-se através do fenomeno de “permeabilidade e
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retengdo aumentada” (EPR). Devido ao seu reduzido tamanho e a sua elevada superficie,
0S nanossistemas conseguem, em certas condicOes, atravessar as paredes dos vasos
sanguineos para os tecidos. No desenvolvimento dos tumores ocorre angiogénese tumoral
rapida e pouco regulada, que leva a formagdo de vasos sanguineos imaturos, mais
permeaveis, com uma arquitetura vascular aberrante. A camada endotelial destes vasos
possui uma estrutura desorganizada, que permitem a entrada de material com dimensoes
inferiores a 200 nm, por extravasamento, para o tecido tumoral. Nos tumores a drenagem
linfatica também é disfuncional e insuficiente, pelo que o0s nanossistemas que entram para
o0 tecido tumoral vado-se acumulando, ndo sendo praticamente eliminados. Estes fatores
descrevem o referido EPR, no qual tem lugar a acumulagdo preferencial, de forma
passiva, de nanossistemas no tecido tumoral. Desta forma, o farmaco citotoxico
concentra-se no tecido tumoral, onde deve atuar, protegendo-se o tecido saudavel.
Adicionalmente, a acumulacdo de nanossistemas no tecido normal é reduzida, devido a
sua estreita vasculatura, bem como a sua funcional drenagem linfatica. Assim os efeitos
adversos dos farmacos citotoxicos sdo largamente reduzidos.!14®57 Esta estratégia é
particularmente vantajosa nos tumores sélidos com vascularizacéo elevada a moderada.
Nos tumores pouco vascularizados esta acumulacdo pode ndo ser suficiente para gerar
um efeito terapéutico, o que néo se verifica no caso do CPNPC, pois ao nivel pulmonar

existe uma boa vascularizagio.®

4.2.2. Vetorizacao ativa

A vetorizacdo ativa de nanossistemas permite direcionar o transporte de farmacos e
outras moléculas para as células cancerigenas. Para tal, incorporam-se a superficie das
nanoparticulas ou outros sistemas ligandos especificos, como anticorpos e péptidos que
vao ligar-se aos seus recetores correspondentes. As moléculas utilizadas na vetorizacao
ativa de tumores possuem elevada afinidade e especificidade com os recetores sobre
expressos pelas células tumorais, devido ao seu metabolismo, que difere das células
normais. Estes ligandos permitem direcionar os nanossistemas de forma seletiva para as
células tumorais e ainda internalizéa-los para o interior da célula tumoral, por endocitose
mediada por recetores, através de endossomas. Uma vez libertados dos endossomas no
citosol os nanossistemas libertam o farmaco, que exercera o seu efeito.1:%4®

Na vetorizacdo ativa de nanossistemas para os tumores podem utilizar-se fragmentos
de fator de crescimento epidérmico (EGF), de transferrina, cido félico, bem como outros

ligandos indicados no quadro do anexo I, pois 0s seus recetores sao sobre expressos pelas
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células tumorais, em muitos casos.»®%” Num estudo desenvolveram-se nanoparticulas
cobertas com péptidos do EGFR, para a vetorizacao ativa de tumores que sobre expressam
EGFR. Estas revelaram-se mais eficazes do que as ndo vetorizadas, demonstrando
beneficios da vetorizacio ativa de nanoparticulas na terapia antitumoral .’

Na figura 4.5 estdo representados os mecanismos de vetorizacao ativa e passiva.

Farmaco livre B. Vetorizag&o passiva
(nanoparticulas carreaadas com farmaco)
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Figura 4.5 Representacdo dos mecanismos de vetorizacao passiva e ativa. (A.) O farmaco
antitumoral livre, com reduzida seletividade e retencdo, entra para o tecido saudavel e
para o tecido tumoral, mas volta para a corrente sanguinea. (B.) As nanoparticulas
carregadas com farmaco antitumoral acumulam-se de forma passiva no tecido tumoral,
devido ao efeito EPR, mas também entram para o tecido saudavel. (B.) As nanoparticulas
com ligandos especificos a superficie ligam-se seletivamente aos recetores das células
tumorais. [Adaptado de (58)].

4.3. Vias de administracao de terapéuticas que utilizam nanossistemas

Os farmacos e nanossistemas podem ser administrados por varias vias, como a via
oral, subcutanea, intravenosa, intramuscular, retal, ocular, nasal, inalatéria, tdpica e
subcutanea, entre outras.®® No CPNPC as terapéuticas sdo administradas
maioritariamente por via oral, inalatéria ou intravenosa, sendo esta Ultima a mais
utilizada.1®%” Nesse sentido e atendendo ao elevado volume de informag&o, a monografia
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foca-se nas terapéuticas para 0 CPNPC administradas por via intravenosa, embora todas

sejam brevemente referidas.

4.3.1. Via de administracéo oral

A via oral é a via de administracdo mais utilizada e a mais conveniente para o doente.
Esta via ndo é invasiva, permite auto-administracdo, € indolor e é uma das mais seguras.
No entanto, ha vérios fatores que influenciam a absorc¢éo, distribuicdo, metabolizacdo e
eliminacdo e a biodisponibilidade dos farmacos, incluindo as suas propriedades fisico-
quimicas. A absorg¢do pode ser afetada por outros farmacos e alimentos. Existem farmacos
que sdo degradados pelo pH géstrico ou pelas enzimas digestivas. Por outro lado, alguns
farmacos provocam danos e irritagcio na mucosa gastrica e intestinal.>>*° A via oral utiliza
0 TGl e aabsorcéo para a circulacdo sanguinea da-se principalmente no intestino delgado.
Porém, antes de chegar a circulacdo dita sistémica, o farmaco passa pelo figado, onde
chega através da veia porta e onde sofre metabolizacdo, 0 que se designa por efeito de
primeira passagem. A metabolizacdo hepética altera o farmaco, tornando-o mais
hidrofilico e facil de eliminar pelos rins, permanecendo menos tempo em circulagéo.
Consequentemente, o farmaco pode nédo atingir uma dose necessaria para gerar efeito
terapéutico. Tal ndo se verifica nos pré-farmacos, que sdo administrados na forma inativa,
sendo ativados apds metaboliza¢&o no organismo.*?°

Os métodos de administracdo de farmacos convencionais por via oral tém-se mostrado
incapazes de proporcionar um tratamento eficaz para o CPNPC. Tal deve-se a dificil
solubilizacdo dos farmacos por esta via e a incapacidade dos farmacos em alcangar 0s
pulmdes em concentracBes suficientemente elevadas para proporcionar um efeito
terapéutico.!* Nesse sentido, 0s nanossistemas apresentam um grande potencial para
transportar os farmacos por via oral. Através da encapsulacdo por nanoparticulas ou
outros nanossistemas € possivel administrar oralmente farmacos hidrofébicos, que
isoladamente seriam dificeis de solubilizar, e evitar que estes sejam degradados antes de

atingir o local de acdo.®

Atualmente existem varios estudos de nanoparticulas
desenvolvidas para administracdo oral, como os trés polimeros desenvolvidos por Jiang
e colaboradores, compostos por policaprolactona (PCL) e cobertos com quitosano, para

administragdo oral de fArmacos para o tratamento do cancro do pulméo.

4.3.2. Via de administracdo inalatéria

Os pulmdes constituem um alvo particularmente interessante para a nanomedicina.
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Estes possuem uma elevada superficie de absorcdo para farmacos e a administragdo
pulmonar é bastante atrativa, comoda, ndo invasiva, permite auto-administracao e evita o
efeito de primeira passagem. Através desta via é possivel obter um efeito local para tratar
doencas respiratorias ou um efeito sistémico, permitindo tratar outras doengas.1%-%:6

A deposic¢do nos pulmdes depende sobretudo da combinacdo entre o tamanho e a
densidade das particulas, para além de outros fatores. O resultado dessa combinagao
traduz-se num parametro chamado diametro aerodindmico, que pode ser determinado
experimentalmente. A deposicdo na parte mais distal do pulméo (alvéolos) ocorre
essencialmente para particulas com didmetro aerodindmico < 5 pum, sendo o didmetro
aerodinadmico 6timo assumido como sendo entre 1 e 3 pm.%*% As particulas maiores
depositam-se nas zonas mais anteriores das vias aéreas por impacto inercial (> 5 um) ou
sedimentagdo (> 1 um e <5 pum), enquanto as particulas mais pequenas se depositam por
difusdo (< 1 pm).52%* Existem diversos farmacos para administragdo por inalagéo, no
entanto a sua formulacdo a nanoescala poderia trazer beneficios face as particulas a
microescala atualmente utilizadas. Embora esteja reportado que nanoparticulas muito
pequenas (a volta de 10 nm) poderdo penetrar profundamente na arvore respiratoria,
entrando para a regido alveolar, as nanoparticulas de maiores dimensdes tém dificuldades
de deposicdo, dado a sua massa ser muito reduzida para se depositarem por acdo da
gravidade durante o tempo de uma inalacdo. Para poderem depositar-se em tempo util,
tém de ser formuladas em transportadores que assegurem o seu transporte para a regido
em questdo.’%6183 Adicionalmente, devido ao seu reduzido tamanho as nanoparticulas
podem escapar a fagocitose pelos macr6fagos e também penetrar mais facilmente a
barreira epitelial dos pulmdes, obtendo uma maior internalizacdo para as células.'%6!
Estas observacdes devem ser consideradas na futura formulacao de farmacos inalatérios,
pois a maioria das nanoparticulas atualmente propostas para terapéutica ndo contemplam
estes requisitos.°

Na maioria dos casos, as nanomedicinas podem ser administradas por via pulmonar
por inalacdo de dispersdes coloidais ou na forma solida, utilizando dispositivos como os
inaladores pressurizados com valvula doseadora (MDI) ou os inaladores de p6 seco (DPI).
Para além destes existem ainda os nebulizadores. A administragdo pulmonar de
nanomedicinas é limitada, pois como foi referido, os nanotransportadores ndo se
depositam eficazmente quando administrados individualmente, devido a sua reduzida
inércia, pela sua massa e tamanho excessivamente reduzidos, pelo que a maior parte da

dose inalada é exalada. Para ultrapassar esta limitacdo podem desenhar-se
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microtransportadores que contém as nanoparticulas ou ainda aglomerados de
nanoparticulas, os quais terdo assim as propriedades aerodinamicas adequadas para
alcancar as regides desejadas.>%61.63

Nos pulmdes, apos a deposicdo, as nanoparticulas enfrentam ainda as varias barreiras
e mecanismos de defesa, até libertarem o farmaco. Tal deve-se a exposicao dos pulmdes
ao ambiente exterior, pois é necessario eliminar rapidamente as particulas estranhas
inaladas. A primeira barreira para aceder ao epitélio consiste numa fina camada de muco,
que cobre a arvore respiratoria. No entanto, certas doencas como a fibrose cistica e a
DPOC caraterizam-se por um aumento e espessamento do muco, pelo que a existéncia
destas doencas compromete a eficicia dos farmacos inalados. Ao depositar-se sobre a
camada de muco, as nanoparticulas podem ser retidas pelas forcas eletrostaticas. Por este
motivo, as particulas com cargas positivas ou negativas apresentam maior dificuldade em
atravessar estas barreiras. Os cilios a superficie das células epiteliais dos brénquios
também retém as particulas, que sdo rapidamente eliminadas por via mucociliar.106

Na periferia dos pulmdes existem células epiteliais responsaveis pela sintese e
libertacdo de surfactante, essencial para diminuir a tensdo superficial dos alvéolos, bem
como macrofagos alveolares, muito eficientes na fagocitose de particulas, sobretudo entre
1 e 3 um. Em condig¢des normais, as nanoparticulas mais pequenas (< 100 nm) escapariam
a fagocitose. No entanto, estas podem adsorver o surfactante e aglomerar-se, formando
aglomerados de maiores dimensdes que sdo detetados mais facilmente pelos macréfagos.
Para além disso, as proteinas A e D do surfactante podem opsonizar as particulas inaladas,

marcando-as para a fagocitose.*%>%%

4.3.3. Via de administracdo intravenosa

A via de administracdo intravenosa (IV) € a mais utilizada na administracdo da
quimioterapia convencional, permitindo uma biodisponibilidade de 100%. Assim o efeito
é imediato e sistémico e ndo ocorre efeito de primeira passagem. Esta é a via mais rapida
e precisa, e onde existe um maior controlo da dose administrada, quer em bolus 1V, quer
em perfusdo continua, podendo ajustar-se a dose a resposta terapéutica. Para além disso
esta via permite a administracdo de grandes volumes. No entanto, trata-se de uma via
invasiva, que requer a perfuracdo de uma veia, que é um procedimento doloroso e implica
riscos de inflamagé&o, infecdo, flebite ou trombose. Assim sendo, esta administracdo
requer profissionais e material especializado, o que se traduz num maior custo

operacional. As solucfes a administrar tém de ser aquosas e diluidas e tém de apresentar

27



Aplicacdo de nanossistemas na terapéutica do cancro do pulmao

apirogenia, esterilidade, isotonia e neutralidade.®®* Esta via apresenta requisitos
especificos no que se refere ao tamanho das particulas administradas, que no maximo
pode ser de 5 um, ja que tamanhos superiores podem causar embolia pulmonar.>® Os
nanossistemas para o transporte de farmacos para tumores solidos devem apresentar
dimensdes inferiores a 200 nm, uma forma esférica e uma superficie lisa, a fim de serem

facilmente transportados pela vasculatura tumoral para as células cancerigenas.!

4.4. Desenho de nanossistemas para o transporte de farmacos

Existem diversos requisitos a ter em conta no desenho e preparacdo de nanossistemas
para o transporte de farmacos. O tamanho e a distribui¢cdo do tamanho dos sistemas séo
criticos na sua formulacéo, pois afetam e, em alguns casos, determinam a sua distribuicdo
in vivo, toxicidade, eliminacdo, estabilidade e podem ainda influenciar o carregamento e
libertagdo do farmaco.®® Devido as suas reduzidas dimensdes muitos nanossistemas sdo
capazes de atravessar as barreiras bioldgicas, mas para tal existem determinados limites
que devem ser respeitados.!* Na circulacio sanguinea as particulas superiores a 100 nm
sdo opsonizadas por proteinas que as sinalizam como particulas, sendo posteriormente
eliminadas pelos macrofagos do sistema reticuloendotelial (RES), através da fagocitose.
Tém sido desenvolvidas vérias estratégias para que 0S nanossistemas escapem a
opsonizacao. Uma das mais utilizadas nas nanoparticulas consiste em revestir as mesmas
com polietilenoglicol (PEG). Trata-se de um polimero hidrofilico, biodegradavel e nédo
toxico, que ao apresentar uma superficie neutra encobre e dissimula as regides
hidrofébicas e as cargas a superficie das nanoparticulas, evitando ou reduzindo a ligagdo
ndo especifica a componentes do sangue, bem como a opsonizacdo e consequente
eliminacdo das nanoparticulas. Desta forma, prolonga-se o tempo de semivida das
nanoparticulas em circulacdo, aumentando consequentemente a sua distribuicao, o que se
traduz numa maior acumulacdo de nanoparticulas no local-alvo. Obtém-se assim uma
maior eficacia, com recurso a menores doses de farmaco, reduzindo paralelamente a
toxicidade.14%® Quanto as particulas menores (< 100 nm), estas sofrem naturalmente
menor eliminacg&o, alcancando os tumores com maior eficicia. No entanto, os sistemas
devem superar os 10 nm para evitar a sua filtragdo renal e consecutiva excrec¢ao urinaria,
bem como o extravasamento para outros tecidos. As particulas mais pequenas apresentam
maior tendéncia de aglomeracdo, sendo um desafio formular sistemas estaveis com
dimensdes bastante reduzidas.®® Assim, os nanossistemas devem estar compreendidos no

intervalo entre os 10 nm, para que ndo sofram filtracdo renal, e os 100 nm, para que nao
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sejam eliminados pelo RES. Idealmente devem ainda apresentar uma forma esférica e
uma superficie lisa.14°

A seguranca dos nanossistemas para aplicacfes médicas também € de extrema
importancia, sendo fundamental garantir a auséncia de toxicidade para 0 organismo
humano. Para tal devem levar-se a cabo, para cada nova nanoformulacgdo, estudos
toxicolégicos adequados e rigorosos, in vitro e in vivo.l%' Adicionalmente, os
nanossistemas desenvolvidos para o transporte de mdltiplos agentes terapéuticos
apresentam um nivel superior de complexidade, que deve ser devidamente testado. No
sentido de evitar a toxicidade relacionada com nanossistemas e o estimulo de resposta
imunologica pelo sistema imunitario devem ser selecionados materiais biocompativeis.
Por outro lado, as estratégias de libertacdo controlada dos farmacos através dos
nanossistemas, bem como o facto destes escaparem a eliminacéo por via renal e pelo RES,
permitem a sua permanéncia no organismo por longos periodos de tempo. Desta forma
estes sistemas acumulam-se no organismo, o que pode conduzir a efeitos indesejados e
ainda consideravelmente desconhecidos a longo prazo.''#® Estudos de nanotoxicologia
revelaram que algumas nanoparticulas podem permanecer no organismo por mais de nove
meses.®® A este cenario acrescenta-se o facto da elevada superficie dos nanossistemas e
das suas dimensdes reduzidas permitirem que 0S mesmos atravessem as barreiras
bioldgicas. O seu tamanho reduzido torna-os muito reativos, podendo interagir com as
moléculas bioldgicas, dando origem a radicais livres e interferindo com 0s processos
fisiologicos. Para evitar que tal aconteca, devem utilizar-se materiais biodegradaveis, que
sdo hidrolisados apos libertagdo do farmaco que transportam, nas células tumorais.*®

A quimica superficial dos nanossistemas influencia a sua capacidade de ultrapassar as
barreiras bioldgicas. O potencial zeta (§) mede o potencial elétrico na interface das
particulas com um liquido, sendo geralmente utilizado para determinar a carga superficial
dos nanossistemas. Este é influenciado pela sua composicdo e o pelo meio em que estdo
dispersos. Os nanossistemas com potencial zeta acima dos +/- 30 milivolts (mV) sdo mais
estaveis, pois a carga superficial evita a sua aglomeracio.®

As propriedades fisico-quimicas dos nanossistemas devem proporcionar um bom
perfil farmacoldgico e toxicoldgico, bem como farmacocinética (PK) e farmacodinamica
(PD) adequadas a via de administracdo selecionada, ao tipo de acao (local ou sistémica)
e as carateristicas do tumor. Deve ainda garantir-se a reprodutibilidade do processo de
sintese, e devem ser realizados testes clinicos que demonstrem a eficacia e segurancga dos

nanossistemas, para permitir a sua aprovacao pelas entidades reguladoras.!!
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Os principais requisitos e propriedades fisico-quimicas dos nanossistemas para
aplicacdes médicas encontram-se ilustrados e sintetizados na figura 4.6.
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Figura 4.6 Esquema demonstrativo das propriedades fisico-quimicas e requisitos dos
nanossistemas, in vitro e in vivo, para aplica¢cdes medicas. [Adaptado de (67)].

4.5. Aplicacédo de nanossistemas no tratamento do cancro

A quimioterapia convencional para o tratamento do cancro utiliza farmacos
citotoxicos, capazes de eliminar as células cancerigenas. No entanto, estes ndo possuem
seletividade para estas células, pelo que afetam também as células do tecido normal.
Existem assim muitos efeitos secundarios graves, que incluem nauseas, queda de cabelo,
fadiga, neuropatia e um comprometimento do sistema imunitério, entre outros efeitos ja
anteriormente mencionados. Adicionalmente, a administracdo destes farmacos por via IV,
para além de ser geralmente dolorosa, pode também implicar a ocorréncia de efeitos
adversos a nivel sistémico. Por estes motivos, a indUstria farmacéutica, os profissionais
de salde e os doentes anseiam por melhorias na terapéutica anticancerigena e na sua
administracdo. Nesse sentido, 0s nanossistemas podem transportar os farmacos
quimioterapicos de forma dirigida e seletiva para o local de acdo, evitando ou reduzindo
os efeitos adversos sistémicos. Nos ultimos anos a aplicagdo de nanofarmacos
antitumorais tem-se destacado e o numero de trabalhos de investigacdo associados
cresceu exponencialmente. Em 2009 o mercado global da nanomedicina foi avaliado em
cerca de 53 bilides de dolares, dos quais cerca de 20 bilides de ddlares correspondiam a

nanomedicina no cancro, com um investimento de aproximadamente 3,8 bilides de
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ddlares em investigagdo e desenvolvimento da industria farmacéutica nesta area.®4648
Os avangos na nanomedicina permitem o desenvolvimento de novos farmacos, mas
também a reformulacdo e melhoria de farmacos ja existentes. Com a utilizacdo de
nanossistemas é possivel modificar as propriedades das formulacbes, podendo até
acrescentar-se ou retirar-se certas carateristicas. A nanomedicina permitiu a reformulacéo
de vérios farmacos, previamente afastados por questdes de solubilidade, seguranca e
toxicidade. A encapsulacdo de farmacos anticancerigenos utilizando nanomateriais
permite uma maior e mais seletiva acumulacdo dos nanossistemas no tecido
cancerigeno.’®® Os nanotransportadores apresentam assim diversas vantagens em
relacdo a quimioterapia convencional, algumas das quais dependem especificamente da
Sua arquitetura e composicao:
e Protegem os farmacos da degradacdo no organismo antes de atingir o local-alvo;
e Possuem grande habilidade para ultrapassar as barreiras bioldgicas e, dependendo
dos seus constituintes, podem ser biocompativeis e biodegradaveis;
e Aumentam a solubilidade e dissolucéo dos farmacos;
e Transportam eficazmente farmacos hidrofébicos, hidrofilicos e outras moléculas,
podendo transportar varios agentes conjugados, controlando a sua libertacdo espacial
e temporal através dos constituintes da matriz e da superficie do nanossistema;
e Permitem a libertacdo controlada e seletiva do farmaco, no local do tumor, sob
determinadas condicdes de pH e na presenca de certas enzimas;
e Permitem a vetorizacdo passiva ou ativa de agentes terapéuticos para o tumor;
e Previnem a interacdo dos farmacos com as células normais, evitando assim a

toxicidade n&o seletiva e os consequentes efeitos adversos. 114650

A reformulagdo de terapias e farmacos convencionais a nanoescala permite ainda
ultrapassar a resisténcia multifarmaco (MDR) dos tumores, que continua a ser um dos
grandes desafios da terapéutica antitumoral. Alguns tumores tém a capacidade de se
tornar resistentes aos agentes de quimioterapia, atraves da sobre regulacdo de mecanismos
celulares. S&o exemplo destes mecanismos o0s processos de reparacdo do ADN, que
permitem as células tumorais reparar os danos causados pelos farmacos citotoxicos;
alteracbes no metabolismo e destoxificacdo de farmacos; amplificagdo ou mutagdes
genéticas de proteinas tumorais alvo dos farmacos antitumorais; alteragdes nas vias de

sobrevivéncia e apoptose e a sobre expressdo dos transportadores de efluxo de farmacos,
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responsaveis por expulsar os farmacos do citosol.®>° A glicoproteina P (gpP) é um dos
principais transportadores de efluxo de farmacos, responsavel pela resisténcia dos
tumores aos farmacos antitumorais. Esta é codificada pelo gene MDR1 e a sua sobre
expressao verifica-se em varios casos de MDR no CPNPC, sendo um dos principais alvos
para tratar estes tumores resistentes.® Nesse sentido, 0s nanossistemas permitem
ultrapassar esta probleméatica. Uma das estratégias consiste no aumento da concentracéo
de farmaco nas células resistentes, mantendo as bombas de efluxo saturadas. Como
alternativa, ao encapsular os farmacos em nanossistemas, estes acumulam-se no tumor
devido ao efeito EPR e sdo internalizados por via de endocitose, especifica ou nao
especifica, escapando ao transporte através das bombas de efluxo. Pode ainda aplicar-se
um conceito de terapia combinada, para aumentar a eficacia da terapéutica antitumoral.
Para tal, desenvolvem-se nanossistemas dirigidos as células tumorais, dotados de
farmacos citotoxicos e de quimiosensibilizadores, como a curcumina ou o verapamilo.
Estes atuam como inibidores da gpP, que vao bloguear o efluxo dos farmacos citotdxicos,
permitindo o aumento da sua concentracdo no meio intracelular, obtendo assim um
melhor efeito terapéutico. Outra estratégia consiste na utilizacdo de nanossistemas
carregados com small interfering RNA (siRNA) habilitado para silenciar o gene MDR1,
reduzindo assim a expressao de gpP, o que se traduz numa maior eficacia antitumoral dos
farmacos.*® Os nanossistemas representam assim uma mais-valia para revolucionar as
terapéuticas antitumorais. Atualmente existem diversos estudos da aplicacdo de
nanossistemas no tratamento do CPNPC. Muitos destes recorrem as nanoparticulas
poliméricas para o transporte e vetorizagdo de farmacos antitumorais e outras
macromoléculas. O capitulo seguinte centra-se nas nanoparticulas poliméricas,
abordando a sua composicao, principais carateristicas e propriedades e a sua aplicacdo no

cancro, sobretudo no CPNPC.
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5. NANOPARTICULAS ~ POLIMERICAS E  SUA
APLICACAO NA TERAPEUTICA DO CANCRO DO
PULMAO DE NAO-PEQUENAS CELULAS

As nanoparticulas poliméricas sdo um dos tipos de nanossistemas, cuja composi¢do
se baseia em polimeros, podendo ser produzidas a partir de polimeros naturais ou
sintéticos.!!

As nanoparticulas desenhadas para aplicacdo anticancerigena apresentam geralmente
dimensGes entre os 10 nm e os 100 nm, podendo existir nanoparticulas poliméricas de
maiores dimensdes. Estas dimensdes sdo adequadas para absorcdo e distribuicdo no
organismo, bem como na vasculatura tumoral, permitindo a sua acumulacdo nas células
tumorais atraves do efeito EPR. Estas dimensdes permitem ainda evitar a sua excrecao
renal e a eliminagao pelos macréfagos do RES.*°

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais sélidos muito utilizados no
transporte de agentes terapéuticos. Estes agentes podem ser conjugados ou adsorvidos a
superficie das nanoparticulas ou dissolvidos, retidos ou encapsulados no interior do
nacleo ou matriz polimérica, que Ihes confere protecdo. Dependendo do processo de
sintese das nanoparticulas poliméricas podem obter-se nanoesferas ou nanocépsulas
(figura 5.1). As nanoesferas consistem em sistemas matriciais onde o fArmaco se encontra
disperso ou fisicamente aprisionado na matriz polimérica. As nanocapsulas sdo sistemas
do tipo reservatorio onde o farmaco estd confinado a uma cavidade hidrofilica ou
hidrofébica, rodeada por uma membrana polimérica. Os farmacos antitumorais podem
ainda ser conjugados na superficie ou no ndcleo das particulas. No caso dos farmacos
insollveis € possivel promover uma interacdo hidrofdbica entre o farmaco e o nicleo da

nanoparticula, a fim de aumentar a solubilidade.®85°
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Figura 5.1 Esquema representativo de uma nanoesfera e de uma nanocapsula. [Adaptado
de (70)].
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As nanoparticulas poliméricas séo definidas pela sua morfologia e pela composi¢éo
do seu nucleo e periferia, ou seja, da matriz polimérica e do polimero de revestimento,
podendo para tal ser utilizados diversos materiais polimeéricos. Para constituir a matriz
polimérica os polimeros sintéticos mais utilizados sdo o cido polilatico (PLA), o acido
polilatico-co-glicélico (PLGA), a policaprolactona (PCL) e os polialquilcianoacrilatos.
Estes podem ser facilmente produzidos e degradados, permitem a libertacdo controlada
de farmacos e possuem uma elevada versatilidade quimica.8”°

Podem utilizar-se também polimeros naturais como constituintes de matriz, sendo 0s
mais utilizados o quitosano, a albumina, a gelatina, o alginato, o &cido hialurénico, o
colagénio, os aminoacidos e alguns polissacaridos. Ao serem de origem natural, estes
polimeros apresentam uma elevada biocompatibilidade e proporcionam uma maior
seguranca bioldgica dos nanossistemas obtidos, face aos polimeros sintéticos.%169
Adicionalmente, ndo sdo toxicos, sdo relativamente abundantes na natureza, acessiveis e
facilmente degradados. No entanto, os polimeros naturais geralmente apresentam perfis
de libertacdo relativamente rapidos e ndo sdo naturalmente puros e homogéneos, pelo que
requerem um passo de purificagdo antes de serem utilizados.®

As nanoparticulas poliméricas sdo um dos nanotransportadores mais eficazes para o
transporte controlado e prolongado de farmacos antitumorais.®® Estas atuam como
depdsitos de farmacos, geralmente caraterizados pela libertagdo controlada dos mesmos.
O controlo da libertacdo do farmaco é conseguido através da manipulagdo dos polimeros
que constituem as nanoparticulas. Entre os varios polimeros utilizados, 0o PLGA tem sido
um dos mais estudados devido a sua elevada biocompatibilidade e libertacdo controlada,
através da hidrolise das ligacdes éster. Nas nanoparticulas de PLGA, através da variacdo
da composicéao do polimero (razdo acido latico/acido glicélico) é possivel variar a taxa de
libertagdo do farmaco de dias até meses.*

Por outro lado, podem alterar-se algumas propriedades das nanoparticulas
modificando a sua superficie. As nanoparticulas podem ser revestidas por polimeros que
conferem propriedades como a capacidade de escapar ao RES, prolongando a sua
circulacdo na corrente sanguinea, que podem ser designadas como nanoparticulas stealth.
O polimero mais utilizado para o efeito € o PEG, como ja foi descrito anteriormente, mas
tém sido explorados para 0 mesmo efeito a poliacrilamida, a poli-(N-vinilpirrolidona) e o
alcool polivinilico. Além de minimizarem a opsonizacao durante a circula¢do sanguinea,

estes contribuem para a biocompatibilidade e reduzida imunogenicidade das

34



Aplicacdo de nanossistemas na terapéutica do cancro do pulmao

nanoparticulas que revestem e, sendo hidrofilicos, permitem maior solubilizacdo e

estabilidade das nanoparticulas poliméricas em soluc@es aquosas.>®

5.1. Interacdo com as células

ApoOs serem internalizadas pelas células cancerigenas, por endocitose, as
nanoparticulas poliméricas libertam os agentes terapéuticos transportados, pela difusdo
dos ativos através do polimero ou pela erosdo e degradacdo do polimero, sob
determinadas condigbes.%®’ Esta libertacdo pode ainda acontecer em resposta a
estimulos. Este conceito surgiu em 1970, associado aos lipossomas, uma vez que foram
entdo desenvolvidos lipossomas termossensiveis, que libertavam o farmaco através de
hipertermia. Atualmente ja foram desenvolvidos polimeros capazes de responder a
alteracdes especificas nas condig¢bes quimicas e fisicas das células-alvo. Estes polimeros
permitem otimizar a terapia antitumoral, proporcionando a libertacdo programavel, em
que o agente antitumoral é libertado através de um estimulo adequado, de pH, temperatura
ou glucose, entre outros estimulos. Através do conhecimento e exploracdo das diferentes
condicdes entre o tecido cancerigeno e o tecido saudavel, é possivel concretizar uma
libertagdo de farmaco mais especifica e seletiva.®®5°

Neste contexto, podem desenvolver-se nanoparticulas poliméricas sensiveis ao pH.
Recorrendo aos constituintes adequados para a sua formulacdo, estas nanoparticulas
mantém-se estaveis no pH fisiolégico do sangue (pH = 7,4), libertando o agente
terapéutico apenas perante uma alteracdo significativa do pH, como € o caso das células
cancerigenas e do seu microambiente envolvente. Nestas células e em alguns dos seus
organelos, o pH pode variar, geralmente, entre 5 e 6,8. Tal deve-se a hipdxia que se
verifica no tecido tumoral, em que a vasculatura tumoral ndo é suficiente para suprir as
necessidades de oxigénio das células, sobretudo no centro do tumor. O estado de hipoxia
promove a glicdlise, em condicOes aerdbias e anaerdbias, gerando lactato e protdes (H").
O quitosano tem sido bastante utilizado em nanotransportadores sensiveis ao pH. Devido
ao seu pKa de 6,3, os grupos amina do quitosano encontram-se protonados num intervalo
de pH ligeiramente acidico. Tendo em conta o pH ligeiramente acido dos tumores, e do
seu ambiente envolvente, os grupos amina do quitosano encontram-se protonados
proximo do tumor. Assim, a repulséo que se faz sentir entre 0s grupos amina protonados
do quitosano e os protdes do meio &cido do tumor leva a libertacdo do agente terapéutico
no local do tumor, promovendo uma absor¢io mais seletiva.>® Na figura 5.2 sio ilustradas

as interac6es num nanotransportador de quitosano sensivel ao pH.
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Nanoparticula

de quitosano
Farmaco

hidrofébico

pH=7.4 (Sangue) 5=pH=6.8 (Célula cancerigena de tumor com
pH inferior ao do tecido saudavel)

Figura 5.2 InteracBes num nanotransportador de quitosano sensivel ao pH. (a) Forma
agregada do nanotransportador no sangue e nos tecidos saudaveis. (b) Forma expandida
no local do tumor. A repulsdo entre os grupos amina protonados do quitosano e os protdes
do meio &cido levam a libertacdo dos farmacos antitumorais. [Adaptado de (58)].

As propriedades das nanoparticulas utilizadas, como o tamanho, estrutura,
morfologia, carga superficial, potencial zeta, revestimento (quimica a superficie),
estabilidade, hidrofobicidade, porosidade e densidade e peso molecular (PM) do
polimero, entre outros fatores genericamente enumerados no capitulo anterior,
determinam o seu comportamento in vitro e in vivo. Estas propriedades dependem dos
constituintes que compdem a nanoparticula, bem como da sua sintese.%%

Como mencionado anteriormente, a peguilacdo das nanoparticulas poliméricas é a
estratégia mais utilizada para reduzir as interagdes hidrofébicas com proteinas do sangue,
bem como a sua opsonizacéo, evitando a eliminacéo pelo RES e aumentando o tempo de
circulagdo.%® Porém, ja existem alternativas ao PEG, como os polimeros zwiterionicos.

Os polimeros zwiterionicos podem apresentar cargas positivas e cargas negativas.
Estudos demonstram que estes resistem melhor as interagdes com proteinas nao
especificas, o0 que se deve a hidratacdo induzida electrostaticamente. A modificacdo da
superficie das nanoparticulas com polimeros zwiteridnicos com unidades que respondem
ao pH permite a alteracdo da sua carga superficial e o seu reconhecimento pelas células
tumorais, atraves das diferencas entre o tecido saudavel e o microambiente tumoral. Tal
proporciona uma maior absorcao das nanoparticulas pelas células cancerigenas, face ao
revestimento com PEG de elevada hidrofilicidade.”? Apesar das vantagens que estes
polimeros proporcionam as nanoparticulas que revestem, o maior tempo de circulagdo

alcangado por particulas sintéticas em ensaios clinicos foi inferior a 300 horas, enquanto
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0s eritrdcitos circulam no organismo por 100 a 120 dias. Tal deve-se essencialmente a
proteina CD47, que atua como “marcador’” nas membranas celulares de humanos, ratos e
outros mamiferos, sinalizando o recetor de fagocitos CD172a, prevenindo estas células
de serem fagocitadas. Nesse sentido, foram desenvolvidos estudos para aplicar este
conceito as nanoparticulas poliméricas.”> Num estudo desenvolveram-se nanoparticulas
poliméricas de PLGA, que foram cobertas com as membranas dos eritrocitos de rato, que
incorpora 0s seus proprios lipidos e proteinas (figura 5.3). Os ensaios pré-clinicos
preliminares demonstraram que estas nanoparticulas possuem um maior tempo de
circulagdo, comparando com as mesmas nanoparticulas revestidas com PEG. Nestes
ensaios, as nanoparticulas cobertas com membrana de eritrocitos exibiram uma retencéo
total no sangue de 29% apds 24 horas e de 16% ap6s 48 horas, enquanto as nanoparticulas
cobertas com PEG obtiveram uma retencdo de 11% e 2%, respetivamente. Foi ainda
estimado um tempo de semi-vida de 39,6 horas para as nanoparticulas cobertas com
membrana de eritrdcito e de 15,8 horas para as nanoparticulas cobertas com PEG, através
de um modelo usado em estudos anteriores, adequado para tratar os resultados de
circulacdo das nanoparticulas.”® Adicionalmente, estas nanoparticulas apresentam como
grande vantagem a reduzida imunogenicidade, uma vez que sdo utilizadas as proprias
células somaticas dos doentes. Apesar de serem necessarios mais estudos, o revestimento
de nanoparticulas poliméricas com polimeros zwiterionicos e membranas de eritrocitos

podem ser substitutos viaveis do revestimento com PEG."
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Figura 5.3 Nanoparticulas de PLGA cobertas com membrana de eritrocitos. Em estudos
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comparativos as nanoparticulas de PLGA cobertas com membrana de eritrocitos
obtiveram uma semi-vida de 39,6 horas, comparando com 15,8 horas de semi-vida das
nanoparticulas de PLGA cobertas com PEG. [Adaptado de (72)].

5.2. Aplicacdo de nanoparticulas poliméricas no cancro do pulmdo de néo-
pequenas células

As nanoparticulas poliméricas tém sido bastante exploradas para o desenvolvimento
de terapéuticas antitumorais, nomeadamente para o CPNPC. Estas nanoparticulas
apresentam diversas vantagens, que as tornam favoraveis como nanotransportadores,
apresentando inclusivamente vantagens face a outros nanotransportadores. Os lipossomas
sdo nanotransportadores muito utilizados, no entanto, apesar de todas as suas vantagens,
apresentam limitagdes de relevo que incluem problemas de estabilidade e um limitado
controlo de libertacdo de farmacos. Nesse sentido, as nanoparticulas poliméricas sdo mais
vantajosas, uma vez que a sua maior estabilidade in vivo proporciona maior tempo de
circulacdo do farmaco. Tal permite um efeito mais prolongado, pelo que se obtém uma
maior eficécia terapéutica com menores doses de farmaco. As nanoparticulas poliméricas
apresentam uma distribui¢do de tamanho mais homogénea. Também o controlo das suas
propriedades fisico-quimicas e a sua capacidade de carregamento e controlo da libertacédo
de farmacos é superior, face a dos lipossomas e das micelas poliméricas.5®

Tem sido descrito que as nanoparticulas poliméricas permitem aumentar a
biodisponibilidade dos farmacos que transportam, em determinadas condic¢des, sendo
também capazes de melhorar a solubilidade dos farmacos hidrofobicos. Estas permitem
o transporte de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, dependendo da sua composicéo, e
possuem a capacidade de proteger os farmacos instaveis da degradacdo no organismo,
principalmente se 0s mesmos estiverem encapsulados na matriz polimérica, que lhes
confere protecdo. Estas nanoparticulas também evitam a rdpida metabolizacdo e
eliminacdo dos farmacos, na circulacdo sanguinea, pelo RES, pelo figado e pelos rins,
prolongando a sua permanéncia no organismo. Adicionalmente, estas tém habilidade para
atravessar as barreiras bioldgicas, pois facilitam o transporte de farmacos através da
membrana epitelial, por meio de endocitose. Muitos dos polimeros utilizados como
material de matriz apresentam fortes propriedades mucoadesivas, nomeadamente o
quitosano, contribuindo também para prolongar a permanéncia do farmaco no organismo.
As nanoparticulas permitem muitas vezes controlar a libertagdo do farmaco, de acordo

com o efeito pretendido, através das propriedades dos materiais que as constituem,
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permitindo um tempo de permanéncia no organismo prolongado e consequentemente uma
maior eficacia comparando com o farmaco livre 5%

As nanoparticulas poliméricas permitem a vetorizacdo passiva de farmacos, através
do efeito EPR. As suas dimensdes permitem-lhes penetrar no tecido tumoral, atraves dos
poros da vasculatura tumoral imatura, proporcionando a sua acumulagéo passiva no local
do tumor. Por outro lado, estas nanoparticulas podem ser modificadas para conduzir a
uma vetorizacao ativa de farmacos, direcionando-os para o tumor. Para tal procede-se a
funcionalizacdo da superficie do polimero, através de ligandos especificos, cujos
recetores sdo sobre expressos pelas células tumorais. Pode ainda combinar-se a
vetorizacao passiva e ativa, a fim de reduzir as doses de fArmaco necesséarias, reduzindo
a toxicidade.*>%®8 Desta forma, a utilizacdo das nanoparticulas poliméricas para o
transporte de agentes terapéuticos reduz os efeitos adversos sistémicos causados pelos
farmacos citotoxicos, que ao ndo serem seletivos afetam quer as células tumorais, quer as
células saudaveis. Tal promove uma melhor aceitacdo por parte dos doentes, alcan¢ando-
se uma melhor adesdo a terapéutica. Para garantir a seguranca dos tratamentos com
recurso as nanoparticulas poliméricas sdo utilizados polimeros biocompativeis, que
apresentam reduzida toxicidade, de modo a evitar uma rea¢do imunoldgica do organismo
as mesmas.>®® Podem ainda utilizar-se polimeros biodegradaveis, garantindo que a
permanéncia das nanoparticulas no organismo é limitada no tempo, minimizando a
toxicidade relacionada com as nanoparticulas.®®

As nanoparticulas poliméricas permitem ainda ultrapassar a importante problematica
da MDR. Tal pode conseguir-se aumentando a concentracdo de farmaco nas células,
através de uma rapida libertacdo de farmaco, mantendo as bombas de efluxo saturadas.
Por outro lado, as nanoparticulas poliméricas podem entrar para a célula por via de
endocitose, escapando as bombas de efluxo. As nanoparticulas permitem ainda o
transporte de maltiplos ativos, podendo transportar-se, juntamente com as terapéuticas
antitumorais, quimiosensibilizadores como o verapamilo, que atuam como inibidores da
gpP ou genes siRNA, para silenciar o gene MDR1, reduzindo a expressdo de gpP.%586°

Apesar de todas estas vantagens, as nanoparticulas poliméricas apresentam algumas
desvantagens e limitacbes. Uma das maiores limitacbes destas diz respeito ao
carregamento das mesmas com farmaco. Apesar de varidvel, e dependente de varios
fatores, este tende a ser relativamente reduzido para muitos farmacos. Para além disso, a
libertacdo do farmaco das nanoparticulas também pode ser problematica, pois se for muito

rapida e elevada pode ndo chegar farmaco suficiente ao local do tumor, levando a perda
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de eficicia terapéutica.”*”™ Um dos aspetos mais preocupantes relacionado com as
nanoparticulas no geral e com os restantes nanossistemas € a sua toxicidade e o facto de
terem a capacidade de permanecer no organismo durante longos periodos de tempo. A
sua longa permanéncia no organismo é benéfica e desejavel para a eficacia terapéutica,
como ja mencionado, mas pode implicar consequéncias até agora desconhecidas, pelo seu
reduzido tamanho e elevada reatividade.'***" Por outro lado, o processo de transposicao
de escala é dificil e a producdo de nanoparticulas poliméricas para aplicacdo de
terapéuticas implica elevados custos, bem como pessoal e material especializados.’
Apesar destas desvantagens e limitacGes, as nanoparticulas poliméricas apresentam
elevado potencial, devido as propriedades anteriormente descritas, pelo que tém sido
bastante utilizadas no transporte de agentes terapéuticos, nomeadamente na area da
oncologia. Atualmente existem diversos estudos com estas nanoparticulas, em fase de
desenvolvimento e ensaios pré-clinicos e clinicos. No entanto, poucas formulacdes deste
tipo de nanoparticulas foram aprovadas para uso clinico pela FDA.%°® Em seguida s&o
revistos os estudos de terapéuticas antitumorais a base de nanoparticulas poliméricas com
aplicacdo no CPNPC, publicados nos altimos cinco anos, estudados in vitro e in vivo.

Para melhor organizag&o foi feita uma divisdo por material polimérico.

5.2.1. Acido hialurénico

O é&cido hialurénico (HA) é um mucopolissacarido linear da familia dos
glicosaminoglicanos, composto por unidades de &cido glucurénico alternadas com
unidades de N-acetilglucosamina. Trata-se de um biopolimero altamente anidnico,
solGvel em agua, presente na matriz extracelular, no humor vitreo e nos fluidos sinoviais.
Este € biodegradavel, ndo toxico, ndo imunogénico e ndo inflamatorio, sendo adequado
para o transporte sistémico de farmacos citotoxicos. Adicionalmente, é possivel a
modifica¢do quimica dos residuos de agucar da sua estrutura por processos relativamente
simples, proporcionando uma variedade de macroestruturas que podem transportar
terapéuticas até ao alvo.”®”

No cancro do pulmdo observa-se muitas vezes a aquisicdo rapida de fendtipos
multirresistentes a farmacos, pelo que a MDR constitui um desafio para a terapéutica
antitumoral da doenca. Nesse sentido, a identificacdo dos genes responsaveis pela
resisténcia e o seu silenciamento, através de siRNA constitui uma abordagem eficaz para
esta problematica, aumentando a sensibilidade do tumor aos agentes terapéuticos. Ganesh

e 0s seus colaboradores utilizaram esta abordagem em células multirresistentes a
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cisplatina (CIS). Para tal, identificaram o0s genes anti-apoptoticos sobre expressos
relacionados com a resisténcia & CIS, como sendo a survivina e o bcl-2. Foram
desenhadas sequéncias de siRNA com potencial para silenciar estes genes, tendo sido
selecionada a sequéncia com maior sinergia com a CIS em células resistentes. A
sequéncia de siRNA e a CIS foram encapsuladas em vérias nanoparticulas de acido
hialurénico e derivados, tendo sido selecionadas as nanoparticulas derivadas de HA,
modificadas com uma cadeia lipidica de 1,8-diaminooctano (ODA), designadas por HA-
1,8-diaminooctano (HA-ODA), por demonstrarem uma eficiéncia de encapsulacdo de
CIS relativamente elevada (HA-ODA/CIS). Estas nanoparticulas foram vetorizadas para
0 CD44, cujos recetores sédo sobre expressos pela maioria dos tumores CPNPC. As
nanoparticulas obtidas foram aplicadas em células A549, uma linha celular de cancro do
pulmdo humano de ndo-pequenas células, mais concretamente de adenocarcinoma do
pulméo, sensiveis (controlo) e resistentes a cisplatina. Estas nanoparticulas conseguiram
reverter a resisténcia a CIS e aumentaram significativamente a inibicdo do crescimento
das células tumorais, de 30% para 60% em celulas tumorais resistentes a CIS. Foram
ainda realizados varios ensaios in vivo. Num dos estudos trataram-se ratinhos portadores
de tumores resistentes A549 com dois siRNA (survivina + bcl-2) em combinagdo com a
CIS, a fim de investigar o efeito sinérgico dos agentes terapéuticos na eficécia
antitumoral. Como controlos foram utilizados PBS e siRNA ndo especificos, na presenca
e auséncia de CIS, para despistar atividade ndo especifica. Os ratinhos tratados com
terapias combinadas (survivina + CIS, bcl-2 + CIS, survivina + bcl-2 + CIS) apresentaram
inibicdo do crescimento do tumor significativamente superior aos restantes grupos, no
entanto, ndo se verificaram diferencas significativas entre si, pois estes inibiram o
crescimento tumoral em 52%, 58% e 62%, respetivamente. Durante o estudo ndo foram
observados efeitos adversos graves nos grupos sob tratamento. Os autores do estudo
demonstraram que a combinacdo de siRNA com farmacos citotoxicos constitui uma
abordagem sinérgica, eficaz e segura para tratar tumores multirresistentes a farmacos.’
Noutro estudo, foram desenvolvidas varias nanoparticulas a base de acido hialurénico
e seus derivados, também vetorizadas ao CD44, para o transporte direcionado de siRNA,
com vista a tratar células cancerigenas que sobre expressam recetores de CD44. As
nanoparticulas foram ainda modificadas com aminas gordas ou com poliaminas
catiénicas, como a polietilenimina (PEI) ou a L-polilisina (PLL), para facilitar a
encapsulacdo de siRNA, por este ser negativamente carregado, o que dificulta a sua

encapsulacdo devido a natureza anionica do HA. Estas foram aplicadas a varias linhas
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celulares, nomeadamente celulas A549, de CPNPC, resistentes a cisplatina. De acordo
com os resultados in vitro, as nanoparticulas de &cido hialurénico e derivados, com siRNA
encapsulado demonstraram absorcéo seletiva pelas células tumorais, mas apenas algumas
manifestaram atividade de silenciamento do gene (as HA-PLL e as HA-PEI). Os
investigadores sugerem que as nanoparticulas que ndo demonstram atividade possam
ficar presas nos endossomas, sendo degradadas quando estes se fundem com o0s
lisossomas. Verificou-se uma relacdo linear entre os niveis de expressdo de CD44 e a
atividade de silenciamento nas células in vitro. Nos ensaios in vivo usaram-se ratinhos
imunodeficientes com implantes subcutaneos de tumores humanos A549, sensiveis e
resistentes & CIS, para mimetizar a heterogeneidade e complexidade dos tumores
humanos. Estes modelos animais foram tratados com nanoparticulas de HA-PEI/HA-
PEG/siRNA, tendo-se verificado apenas uma atividade minima nos tumores A549
resistentes a C1S. Apesar dos resultados in vivo, € importante notar que as doses utilizadas
nos estudos foram baixas e que a heterogeneidade dos tumores desempenha um papel
importante na resposta terapéutica. Isto porque 0 mesmo ensaio realizado noutros tumores
com niveis elevados de CD44 e elevada vascularizacdo demonstrou uma atividade de
silenciamento razoavel, e verificaram-se diferencas de atividade nos tumores implantados
subcutaneamente face as lesbes metasticas. Ainda assim, o estudo demonstrou que as
nanoparticulas a base de &cido hialurénico constituem promissores candidatos para o

transporte de siRNA, para tratar tumores que sobre expressam recetores CD44.7

5.2.2. Aminoacidos

Os aminoacidos podem ser de origem natural ou sintética. Os aminoacidos naturais
sdo polimeros i6nicos biodegradaveis, de que sdo exemplo o &cido y-poliglutamico (y-
PGA) e a L-polilisina (PLL), constituidos principalmente por um tipo de aminoacido. O
v-PGA é uma poliamida anionica, composto por unidades de &cido D- e L-glutdmico,
conectadas por ligagdes amida, biodegradavel e solivel em agua. Varias formulaces y-
PGA modificado foram desenvolvidas para o transporte de farmacos. A L-polilisina é
conhecida pela sua atividade antitumoral, sendo considerada um potencial candidato para
0 desenvolvimento de veiculos para o transporte de farmacos. No entanto, a sua
citotoxicidade, devido as elevadas cargas positivas limita as aplicagdes deste polimero. O
acido L-poliglutamico (L-PGA) é um aminoacido sintético, composto por residuos de

acido L-glutamico, unidos por ligaces amida. Segundo estudos, este possui propriedades
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como biocompatibilidade, biodegradabilidade, minima retencdo nos tecidos, néo
apresenta imunogenicidade, e esta altamente carregado no pH fisioldgico, tornando-o um
veiculo tnico para o transporte de farmacos e genes.’’

Sdo conhecidas as vantagens das terapias combinadas, atuando de forma sinérgica no
tumor, no entanto, a terapia combinada de multiplos farmacos ainda apresenta bastantes
desafios. A fim de estudar o cotransporte de doxorrubicina (DOX) e paclitaxel (PTX) por
nanoparticulas poliméricas (co-DOX-PTX-NP), Lv e o0s seus colaboradores
desenvolveram um copolimero anfifilico, a base de polipéptidos, decorado com acido
deoxicolico (DOCA), o metoxi polietilenoglicol-co-acido-L-poli-glutdmico-co-L-
polilisina (MPEG-co-PGA-co-PLL/DOCA). Cada um dos dominios do copolimero
desempenha uma funcdo especifica: o revestimento de PEG prolonga o tempo de
circulacdo, o nucleo hidrofilico de PGA transporta a DOX, através de interacdes
eletrostaticas e o dominio hidrofébico de PLL modificado com &cido deoxicdlico destina-
se ao transporte do PTX. Nos ensaios in vitro, em linhas celulares A549 de
adenocarcinoma humano do pulmdo, um subtipo de CPNPC, as nanoparticulas
apresentaram uma maior eficacia antitumoral na reducéo do volume de células tumorais,
comparando com a combinag&o dos dois farmacos livres e com nanoparticulas carregadas
com PTX ou DOX, separadamente. A avaliacdo da eficacia antitumoral e da toxicidade
sistémica in vivo foi realizada em ratinhos xenotransplantados com tumor A549 CPNPC,
tratados com varias formulacdes. Os resultados de volume do tumor e alteracdo do peso
corporal encontram-se demonstrados na figura 5.1. As nanoparticulas carregadas com a
combinacdo de farmacos DOX e PTX apresentaram uma eficiéncia antitumoral
significativamente superior na reducdo do volume do tumor (p < 0,01), que foi quase
total, comparando com as restantes formulacdes. Durante o tratamento ndo foram
observados efeitos adversos ébvios, pois quase ndo se verificou reducao no peso corporal
nos grupos tratados com as nanoparticulas para o cotransporte dos fa&rmacos, ao contrario
dos grupos tratados com os farmacos livres, sobretudo com DOX, que sofreram
significativas reducdes de peso corporal, indicando toxicidade sistémica dos mesmos. O
estudo demonstra assim o potencial clinico dos sistemas poliméricos, a escala nano, para

o cotransporte de diferentes farmacos para a terapéutica antitumoral do CPNPC.”
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Grafico 5.1 (A) Volume do tumor e (B) alteracdo do peso corporal em ratinhos
xenotransplantados com tumor A549 do pulmdo apés tratamento com diferentes
formulacdes: (a) PBS, (b) DOX livre, (c) DOX-NP, (d) PTX, (e) PTX-NP, (f) DOX +
PTX livres, (g) (co-DOX-PTX-NP). Os dados representam valores de média + desvio-
padréo (n=6), #p < 0,01. [Adaptado de (79)].

5.2.3. Policaprolactona

A policaprolactona é um polimero sintético semi-cristalino. Trata-se de um poliéster
hidrofébico e biodegradavel. Devido as suas propriedades como biocompatibilidade,
compatibilidade com uma grande variedade de farmacos e a sua lenta degradacgdo este
tem sido investigado para o transporte e libertagdo controlada de farmacos. Este polimero
apresenta ainda uma grande versatilidade, podendo ser combinado com outros polimeros,
como o PEG ou o quitosano, por copolimerizacdo, para modificar as suas propriedades
fisico-quimicas, como a sua solubilidade e o seu padrdo de degradacdo, de acordo com 0
farmaco a transportar e o efeito pretendido.’”°

O RLW é um péptido capaz de penetrar nas células, que constitui um dos requisitos
cruciais no transporte direcionado de terapéuticas para 0os tumores. Num estudo
desenvolvido por Gao e os seus colaboradores, ligou-se o péptido RLW a nanoparticulas
de policaprolactona. Estas nanoparticulas foram utilizadas para o transporte dirigido do
RWL (RNP) para células de CPNPC (A549), tendo sido utilizado como controlo o R8
(RRRRRRRR), um péptido tradicional de penetracdo celular. Nos estudos de absorcéo
celular in vitro, as nanoparticulas com RLW (RNP) desenvolvidas apresentaram um
aumento de absorcdo especifica pelas células A549 superior ao das células endoteliais de
veia umbilical humana, enquanto o péptido R8 aumentou a absor¢édo celular de ambas as
células, de forma n&o seletiva. Tendo em conta que a maior parte dos tumores solidos séo
dificeis de penetrar, foram usados modelos tridimensionais de esferoides tumorais, a fim

de avaliar a penetracdo nos mesmos. As nanoparticulas modificadas com RLW
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apresentaram um aumento especifico da penetracdo em esferdides tumorais de células
A549 superior, face a esferdides de células de glioma humanas U87 (usado como controlo
in vivo), demonstrando a sua seletividade, para aléem da habilidade de penetracéo celular.
A distribuicdo das nanoparticulas RNP nos 6rgéos foi aproximadamente a mesma do que
as nanoparticulas ndo modificadas, enquanto as nanoparticulas modificadas de R8 foram
distribuidas praticamente por todos os tecidos, demonstrando a auséncia de seletividade.
Estes resultados demonstram que o péptido RLW proporciona um transporte dirigido para
o tumor A549. As nanoparticulas desenvolvidas foram depois carregadas com docetaxel.
Estas induziram eficazmente a apoptose das células A549 e inibiram o crescimento dos
esferdides A549 in vitro. Nos testes in vivo, em ratinhos xenotransplantados com células
tumorais A549 e células U87, o grupo tratado com as nanoparticulas modificadas com
RLW e carregadas com DCTX obteve maior efeito antitumoral, alcancando maior
reducdo do volume do tumor A549 do que os outros grupos. A modificagdo de
nanoparticulas com RLW demonstrou assim ser favoravel, através do transporte
direcionado para as células A549, da penetracdo atraves de esferdides A549 e do aumento
da citotoxicidade do DCTX nas mesmas in vitro e do aumento significativo do transporte
direcionado para transplantes A549, que levou a um maior efeito antitumoral in vivo. O
péptido RLW demonstrou seletividade celular e habilidade de penetracéo, apresentando

potencial para otimizar a terapia antitumoral.®!

5.2.4. Polisilsesquioxano

O polisilsesquioxano (PSQ) consiste num material hibrido derivado da condensagéo
de precursores organosilosados, com a formula genérica ((R’O)s-Si-R-Si-(O’R)3). Apesar
de apresentarem uma biocompatibilidade semelhante a dos materiais a base de silica,
extensamente estudados para aplicacGes médicas, sd recentemente se comecaram a
preparar nanomateriais de PSQ. Estes nanomateiais apresentam vantagens face aos
materiais a base de silica, pois permitem alterar mais facilmente as suas propriedades
fisico-quimicas, bem como um maior carregamento de farmaco.®?

Como mencionado anteriormente no tratamento do cancro e concretamente no
CPNPC podem associar-se opcdes terapéuticas, como a RT e a QT, uma modalidade de
tratamento designada por quimioradioterapia (QRT). Esta permite aumentar a eficacia
terapéutica, pois a radioterapia trata o tumor localizado, enguanto o0s agentes
quimioterapéuticos vdo eliminar as células cancerigenas disseminadas. Num estudo,

Rocca e os seus colaboradores avaliaram o uso de nanoparticulas para o transporte de
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agentes quimioterapéuticos na QRT. Para tal, desenvolveram nanoparticulas poliméricas
de PSQ para o transporte de um pré-farmaco de cisplatina, uma vez que a cisplatina (CIS)
é um dos farmacos citotoxicos mais utilizados na RT. O carregamento das nanoparticulas
desenvolvidas de PSQ com o pro-farmaco de cisplatina (CIS-PSQ) foi excecionalmente
elevado. A estas nanoparticulas foi ainda conjugado PEG, a fim de prolongar a duragao
em circulagdo. As nanoparticulas CIS-PSQ-PEG foram utilizadas na QRT de um modelo
de tumor de CPNPC, tendo sido avaliadas in vitro, em células H460, uma linha celular de
cancro do pulmédo humano de ndo-pequenas células, mais concretamente de carcinoma
de grandes células e em células A549, e in vivo. Nos testes in vitro as células A549 e
H460 de CPNPC células tratadas com as nanoparticulas CIS-PSQ-PEG e radiagdo
apresentaram menor sobrevivéncia do que as células tratadas apenas com RT. As
nanoparticulas em estudo foram aplicadas in vivo, em ratinhos xenotransplantados com
cancro do pulmao A549 e H460, tratados com CIS e RT ou com nanoparticulas de CIS-
PSQ-PEG e RT. O modelo xenotransplantado com A549 tratado com cisplatina ndo
apresentou resultados significativos (p > 0,05) superiores ao tratamento com radiagdo no
decorrer do estudo. O tratamento com as nanoparticulas CIS-PSQ-PEG demonstrou um
aumento significativo (p < 0,05) na eficécia face ao tratamento com radiacéo (no dia 8 do
tratamento), bem como uma melhoria significativa face a CIS (no dia 22 do tratamento).
No modelo xenotransplantado com H460 ndo houve significiativa radiosensibilizacdo
com CIS, mas as nanoparticulas CIS-PSQ-PEG demonstraram um aumento significativo
(p < 0,05) na inibicdo do crescimento do tumor face a radiacdo e a combinacdo de
cisplatina com radiacdo. As nanoparticulas de CIS-PSQ-PEG demonstraram assim uma
eficacia terapéutica superior a do farmaco livre, revelando potencial para melhorar 0s

tratamentos antitumorais de QRT para 0 CPNPC.%

5.2.5. Quitosano

O quitosano (CTS) é um biopolimero policatiénico, de origem natural, com
carateristicas estruturais semelhantes aos glicosaminoglicanos. Este pode ser obtido
através da desacetilacdo alcalina da quitina, que é o principal componente do
exoesqueleto dos crustaceos.2* O quitosano tem sido bastante utilizado em aplicacdes
biomédicas, nomeadamente como nanotransportador de agentes terapéuticos, devido as
suas propriedades. Este permite a libertagdo controlada de compostos ativos, apresenta
sensibilidade ao pH, elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade, hidrofilicidade,

mucoadesividade e reduzida toxicidade e imunogenicidade. Em termos quimicos o
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quitosano é uma poliamina linear, com grupos amina e grupos hidroxilo, disponiveis para
a sua funcionalizacdo, pelo que este permite modificacdo quimica. A sua natureza
catidnica permite a interacdo com anides multivalentes, como o tripolifosfato (TPP),
proporcionando um meio para a encapsulacdo de farmacos. Desta forma, também ¢é
possivel conjugar ligandos especificos as nanoparticulas de quitosano, permitindo a
vetorizacdo ativa de componentes sobre expressos pelas células tumorais. O quitosano
permite ainda evitar o uso de solventes organicos perigosos na sintese das nanoparticulas,
pois este é solivel em solucdes aquosas acidicas. O pH deve ser inferior a 6,5 para garantir
a protonacao dos grupos amina, facilitando a sua solubilizacdo devido as cargas positivas
do esqueleto do quitosano que aumentam a repulsdo entre as cadeias poliméricas.*84
Garg e os seus colaboradores desenvolveram nanoparticulas poliméricas de CTS e
PEG, carregadas com gencitabina (GEN). Nestas nanoparticulas recorreu-se a
vetorizacdo ativa, para dirigir as nanoparticulas para os pulmdes, utilizando ligandos de
anisamida (AA). Para tal, conjugou-se PEG com anisamida (PEG-AA) e em seguida
formularam-se nanoparticulas de quitosano e PEG, conjugadas com anisamida
(CTS/PEG-AA). Posteriormente encapsulou-se GEN nas nanoparticulas obtidas e
investigou-se a possibilidade de melhorar o potencial de vetorizagdo. Para tal, 0s
investigadores compararam a eficacia das nanoparticulas sintetizadas no estudo
(CTS/PEG-AA) com a das nanoparticulas de CTS/PEG e com a da GEN livre, em
ratinhos, com tumores sélidos A549 de carcinoma do pulmdo. As nanoparticulas de
CTS/PEG-AA revelaram menor toxicidade dos 6rgdos, comparada com a das outras
formulacdes, devido a sua acumulacédo preferencial nas células tumorais, que se manteve
em elevados niveis, bem como uma elevada atividade antitumoral in vitro e in vivo.
Segundo os dados obtidos in vitro, em células A549, as nanoparticulas CTS/PEG-AA
apresentaram maior citotoxicidade, demonstrando que a adi¢do dos ligandos de anisamida
as nanoparticulas de CTS/PEG aumenta significativamente a afinidade das mesmas com
as células humanas do carcinoma do pulmao, através de interacGes recetor-ligando, entre
as nanoparticulas vetorizadas e as células tumorais, aumentando a internalizacdo destas
nanoparticulas. Nos estudos in vivo, em ratinhos xenotransplantados com tumor A549, as
nanoparticulas CTS/PEG-AA carregadas com GEN demonstraram maior atividade
antitumoral do que a GEN livre, durante todo o estudo e do que as nanoparticulas
CTS/PEG, a partir do dia 12 do tratamento, o que deve acontecer devido & acumulagdo
seletiva das nanoparticulas vetorizadas no tumor. Nos estudos ex vivo verificou-se uma

maior absorcdo das nanoparticulas CTS/PEG-AA, pelas células cancerigenas, face as
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nanoparticulas CTS/PEG e ao isotiocianato de fluoresceina livre (FITC), como se pode
observar na figura 5.4. A anisamida pode assim melhorar o transporte de farmacos
antitumorais, direcionando-os para os tumores, como o CPNPC, reduzindo os efeitos
adversos no tecido saudavel. Deste modo, o estudo demonstrou o potencial das

nanoparticulas de CTS/PEG-AA como nanotransportador de farmacos.®

SHrs 10Hrs

Figura 5.4 Estudos ex vivo. As imagens de microscopia fluorescente demonstram a
absorcdo de nanoparticulas carregadas com FITC em células A549. Imagens 1,2,3: FITC
livre; Imagens 4,5,6: nanoparticulas de CTS/PEG; Imagens 7,8,9: nanoparticulas de
CTS/PEG-AA. [Adaptado de (85)].

Noutro estudo Torrecilla e os seus colaboradores desenvolveram nanocépsulas (NC)
de quitosano peguilado (CTS-PEG), conjugado com um anticorpo monoclonal (ACm), o
anti-TMEFF-2 e carregadas com docetaxel (DCTX), (NC CTS-PEG-anti-TMEFF-2
ACm), para o transporte dirigido do farmaco. Os testes de eficacia in vitro, em células
A549 CPNPC, que expressam naturalmente TMEFF-2, tratadas com DCTX livre,
nanocéapsulas néo dirigidas CTS-PEG-OMe carregadas com DCTX e nanocépsulas CTS-
PEG-anti-TMEFF-2 ACm demonstraram que estas formulacdes, a base de DCTX,
suspenderam comparavelmente o ciclo celular das células tumorais, ap6s 48 horas,
enquanto as células controlo, ndo tratadas mantiveram o seu ciclo de replicagéo celular.
No entanto, as nanoparticulas vetorizadas reduziram a proliferacdo celular, enquanto as
restantes apresentaram um efeito citoestatico, sem afetar a viabilidade das células
tumorais. Os testes de eficacia in vivo, em ratinhos xenotransplantados com Ab549

CPNPC, tratados com as mesmas formulagdes usadas no teste in vitro revelaram que as
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nanoparticulas em estudo foram téo eficazes quanto o farmaco livre. Tal pode dever-se a
dificuldade das nanocapsulas vetorizadas em aceder ao centro do tumor, devido a forte
ligacdo dos ligandos com os seus recetores nas células tumorais. No entanto, as
nanoparticulas CTS-PEG-anti-TMEFF-2 demonstraram uma acdo prolongada, ndo tendo
provocado efeitos adversos significantes, face ao DCTX livre, que levou a um efeito mais
rdpido e menor, na reducdo do volume do tumor. Os autores esperam que os resultados
in vivo ndo limitem a eficacia das nanocapsulas vetorizadas, face as nanocasulas nao
vetorizadas, considerando a adequada internalizagdo verificada nos testes in vitro.®

Uma das mutacgdes mais frequentes na maior parte dos cancros, incluindo no CPNPC,
leva a sobre expressdo de EGFR pelas células tumorais. Num estudo, Maya e 0s seus
colaboradores desenvolveram nanoparticulas de quitosano e acido y-poliglutamico,
decoradas com cetuximab, dirigidas para 0 EGFR, sobre expresso nas células do CPNPC
(A549). Os resultados demonstraram que as nanoparticulas em estudo possuem maior
especificidade para o CPNPC. Isto porque as células A549 que sobre expressam EGFR
(positivas para EGFR) obtiveram maior internalizacdo do que as células NIH3T3, que
ndo expressam EGFR (negativas para EGFR). Também a citotoxicidade foi superior nas
nanoparticulas decoradas com cetuximab, que provocaram maior atividade
antiproliferativa do que as mesmas nanoparticulas sem cetuximab, aumentando a morte
das células tumorais, obtendo melhor efeito terapéutico.®’

Também Nascimento e 0s seus colaboradores desenvolveram nanoparticulas
poliméricas de quitosano e PEG. Estas foram dirigidas ao EGFR, para silenciar o gene
Mad2, como estratégia para induzir eficazmente a morte celular nas células humanas de
CPNPC (A549) que sobre expressam EGFR. As nanoparticulas de CTS-PEG foram
carregadas com siRNA contra o gene Mad2. Os resultados do ensaio de absorg¢do, atraves
de citometria de fluxo, in vitro, em células A549 demonstraram uma maior e seletiva
internalizacdo das nanoparticulas desenvolvidas (vetorizadas), comparando com as
nanoparticulas ndo vetorizadas. Tal deve-se a internalizacdo das nanoparticulas
vetorizadas por endocitose mediada por recetores, originando maior acumulagdo das
mesmas no tumor. Nos testes in vivo em ratinhos xenotransplantados com células A549
0 sistema vetorizado demonstrou citotoxicidade acentuada, tendo provocado a deplegéo
quase total da expressdo do gene Mad2 nas células A549, ao contrario do sistema néo
vetorizado, onde a deplecdo foi parcial. Estes resultados demonstram que o sistema
desenvolvido é eficaz no transporte dirigido ao gene Mad2 de verificagdo mitoética do

ciclo celular, silenciando-o, induzido assim a apoptose das células tumorais.®®
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5.2.6. Acido polilatico-co-glicolico

O acido polilético-co-glicdlico (PLGA) é um polimero sintético aprovado pela FDA
e pela European Medicine Agency (EMA) para aplicacdo no organismo humano, sendo
um dos mais utilizados na sintese de nanoparticulas poliméricas para o transporte de
agentes terapéuticos. Este permite elevado controlo da libertacdo de farmaco, €
biocompativel, biodegradavel e a sua hidrdlise para libertar o farmaco resulta em
mondmeros de lactato e acido glicélico, apresentando reduzida toxicidade sistémica.’#8%%0

A hormona da tiroide estimula a proliferacao celular e angiogénese tumoral de alguns
cancros. A fim de inibir a atividade desta hormona, Mousa e o0s seus colaboradores
desenvolveram nanoparticulas poliméricas de PLGA, para o transporte de um derivado
da hormona T4, o 4cido tetraiodotiroacético (tetrac), que é um antagonista da hormona da
tirdide. Neste estudo os autores investigaram o efeito antiproliferativo e anti-angiogénico
destas nanoparticulas, que foram funcionalizadas com grupos amina, através da
conjugagdo com etilenodiamina. As nanoparticulas de PLGA carregadas com tetrac
(tetrac-PLGA-NP) foram aplicadas em trés modelos: cultura de células H1299 de CPNPC
in vitro, implantes de células tumorais em sistemas de membrana cério-alantoide de ovo
de galinha embrionado (CAM) e em ratinhos xenotransplantados com implantes
subcutaneos de células NCI-H1299. Os resultados demonstraram que tanto o tetrac néo
modificado como as nanoparticulas tetrac-PLGA-NP inibiram significativamente a
proliferacdo de células tumorais e a angiogénese tumoral, na cultura de células H1299 in
vitro, no sistema CAM e nos ratinhos xenotransplantados, mostrando-se eficazes na
supressao do crescimento de CPNPC humano. Apesar da eficacia de ambos, o tetrac e as
nanoparticulas de PLGA-tetrac diferem no mecanismo de acdo, pois as nanoparticulas
atuam por mecanismos ndo gendémicos, ao contrario do tetrac, apresentando mais efeitos
na expressdo de genes relevantes a sobrevivéncia das células cancerigenas, que podem
traduzir-se numa maior eficacia em alguns tumores humanos do que o tetrac.%

Noutro estudo, Dong e os seus colaboradores desenvolveram nanoparticulas de
PLGA, que foram revestidas com quitosano e utilizadas para formar complexos
(nanoplexos) com oligonucleédtidos anti-sense 2’-O-metil-ARN  (OMR). Estes
oligonuclettidos OMR estabelecem ligacdo com o componente da telomerase no ARN,
inibindo a atividade da enzima, essencial para evitar a apoptose celular induzida pela
auséncia dos telébmeros apOs sucessivas divisbes celulares. As nanoparticulas
desenvolvidas, ou nanoplexos, foram aplicadas em cortes frescos do tecido tumoral

humano isolado e em células de tumor primario de doentes com CPNPC, a fim de
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mimetizar microambiente tumoral original. Os resultados indicaram que 0s nanoplexos
de OMR conseguem penetrar no tecido tumoral, pois a absorcdo celular de OMR foi
significativamente aumentada pelos nanoplexos, com uma toxicidade relativamente
reduzida. No grafico 5.2 encontram-se os resultados de atividade relativa da telomerase
nas células de tumor primério e nos cortes frescos de tecido pulmonar tumoral apds 0s
varios tratamentos. Nas células de tumor primario foi obtida uma absor¢cdo de OMR
superior a 80%, com cerca de 45% de inibicao da atividade da enzima. Nos cortes frescos
de tecido tumoral obteve-se uma absorcdo de OMR de 50% e a atividade da telomerase
foi inibida em cerca de 40%. O estudo sugere assim que o corte de tecido tumoral constitui
uma ferramenta Util para avaliar a nanotecnologia baseada no transporte de
oligonucledtidos inibidores da telomerase num contexto in vivo. Por outro lado, o estudo
demonstra a eficacia dos oligonucleotidos OMR na inibicdo da atividade da telomerase e
0 aumento significativo do seu transporte pelas nanoparticulas de PLGA cobertas com
CTS, constituindo uma abordagem promissora para tratar o CPNPC humano.®
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Grafico 5.2 (A) Inibicdo da atividade da telomerase pelo transporte de 2°-O-metilARN
(OMR), através de nanoparticulas para as células do cancro do pulmao primario ap6s
tratamento de 72 horas com O-metil-ARN-nanoplexos (OMR+NP) ou OMR-nanoplexos
ndo compativeis (Mis+NP). A atividade da telomerase das células tratadas foi
normalizada para corresponder a células controlo ndo tratadas (controlo). Os resultados
representam a média + desvio-padrdo de 6 experiéncias (* p < 0,05). (B) Inibicdo da
atividade da telomerase pelo transporte de OMR, por nanoparticulas, para os cortes de
tecido pulmonar, 24 horas ap6s o tratamento com OMR, nanoparticulas vazias (NP) ou
O-metil-ARN-nanoplexos (OMR+NP). A atividade da telomerase dos tecidos tratados foi
normalizada para corresponder a tecidos controlo ndo tratados (controlo). Os resultados
representam a media + desvio-padrdo de tumores de 8 espécimes (## p < 0,01; # p < 0,05,
n=5 para o0 grupo tratado com NP, n=8 para os restantes grupos). [Adaptado de (92)].

Como anteriormente referido, a sobre expressdo de EGFR é comum em diversos
cancros, incluindo a maioria dos casos de CPNPC. Com a finalidade de desenvolver uma

terapia dirigida ao EGFR, Karra e os seus colaboradores sintetizaram nanoparticulas de
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PLGA. Estas nanoparticulas foram carregadas com o pro-farmaco lipofilico palmitato de
paclitaxel (pcpl) e conjugadas com o anticorpo cetuximab (PLGA-pcpl-Cet-NP). Foi
ainda utilizada oleil cisteinamida (OCA) para facilitar e proporcionar a bioconjugacéo
espontanea do cetuximab a superficie das nanoparticulas de PLGA, estabelecendo pontes
tioéter, através do grupo tiol das moléculas de OCA. Verificou-se por citometria de fluxo
a ligacdo especifica das nanoparticulas ao EGFR, em células A549 previamente
transfetadas com luciferase (A549-luc-C8). No ensaio in vitro as nanoparticulas PLGA-
pcpl-Cet proporcionaram maior inibicdo da proliferacdo celular, comparando com
concentragdes equivalentes de pcpl livre (controlo). Para testar a eficacia da terapéutica
in vivo foi utilizado um modelo de cancro do pulm&o metastico, com sobre expressao de
EGFR. As nanoparticulas PLGA-pcpl-Cet demonstraram-se mais eficazes, obtendo um
aumento significativo na inibicdo do crescimento do tumor e maior sobrevivéncia dos
modelos animais tratados em comparacdo com todos os controlos [solucdo de farmaco
ndo dirigido, nanoparticulas de PLGA carregadas de farmaco (ndo dirigidas) e
nanoparticulas conjugadas com cetuximab (sem farmaco)], durante todo o estudo.
Adicionalmente, ndo foram observados efeitos adversos sistémicos, nem de reacfes no
local da injecdo das nanoparticulas PLGA-pcpl-Cet, ap6s um breve tempo de observacéo.
As nanoparticulas também apresentaram uma melhor farmacocinética, tendo apresentado
uma rapida distribuicdo e absorcdo pelo tecido tumoral. Apesar de um maior efeito
terapéutico, dos niveis elevados e consistentes de pcpl e paclitaxel, as nanoparticulas
PLGA-pcpl-Cet ndo apresentaram uma maior acumulacdo no local do tumor, face aos
controlos. Tal facto sugere que estas as nanoparticulas atuam como um reservatorio do
farmaco, libertando-o de forma consistente, ao longo do tempo para o tecido tumoral,
servindo até 14, de protecdo do mesmo, evitando a sua eliminacdo. O estudo demonstra
assim o potencial das nanoparticulas desenvolvidas para melhorar a terapéutica
antitumoral de tumores com sobre expressio do EGFR, como o CPNPC.%

A transducéo de sinal e a ativacgdo do ativador de transcri¢do-3 (Stat3) desempenha
um papel crucial no crescimento e progressdo tumoral. Nesse sentido, Das e 0s seus
colaboradores injetaram siRNA diretamente em ratinhos, a fim de inibir a expresséo de
Stat3, porém, ndo se verificou inibicdo. Tal pode dever-se a degradacdo do siRNA pelos
lisossomas, apos a absorgdo celular, como a maioria das macromoléculas, levando a
ineficacia terapéutica. Em alternativa, 0s autores recorreram a encapsulagdo do siRNA
para o Stat3. Para tal desenvolveram e caraterizaram nanoparticulas de polietilenimina
(PEI) e PLGA, para o transporte do siRNA (NsiRNA), a fim de evitar a degradagao
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lisossomal. Para avaliar o efeito destas nanoparticulas in vitro procedeu-se ao tratamento
de células A549 com NsiRNA e siRNA (controlo). Os resultados da citometria de fluxo
demonstraram que as nanoparticulas NsiRNA estimularam a apoptose nas células A549,
tendo reduzido a viabilidade celular destas células em 23,89%, 24 horas apds a
administracdo. O mesmo ndo se verificou ap6s a administracdo de siRNA. Para o estudo
in vivo foram utilizados ratinhos Balb/c (n=36), que foram divididos em subgrupos, sob
diferentes condi¢des, sendo que a 18 destes ratinhos foram administradas doses de
benzo(a)pireno e arsenito de sodio para induzir cancro do pulmdo. Os resultados
demonstraram um aumento na apoptose celular de 1,12+0,42% nos grupos tratados com
SIRNA Stat3 para 21,68+2,87% e 32,29+5,38% nos grupos tratados com as 50pg/mL e
100pug/mL de nanoparticulas NsiRNA Stat3, respetivamente. Verificou-se ainda a
reducdo da expressao de interleucina 6 (IL-6), ciclina D1 e VEGF e 0 aumento da caspase
3 nos ratinhos tratados com as nanoparticulas NsiRNA, comparando com os controlos,
correspondendo a uma regressédo no crescimento tumoral. Verificou-se ainda que as
nanoparticulas eram capazes de atravessar a barreira hematoencefalica. O estudo
demonstrou assim que as nanoparticulas NsiRNA dirigidas para o Stat3 sdo capazes de
silenciar a expressdo do gene Stat3, in vitro, ap6s 24 horas e in vivo, ap6s um més. Tal
traduz-se num aumento de inducdo da apoptose, que 0s autores sugerem ser através de
um mecanismo dependente da via das caspases. Assim, as nanoparticulas desenvolvidas
demonstraram-se uma ferramenta eficaz para a terapia génica/genética do CPNPC.%
Noutro estudo com nanoparticulas poliméricas a base de PLGA, Guo e 0s seus
colaboradores desenvolveram um nanovetor para o transporte de agentes antitumorais,
dirigido para os recetores da transferrina, uma vez que estes sdo sobre expressos por cerca
de 90% dos tumores. Para tal os autores desenvolveram nanoparticulas com um nucleo
polimérico de PLGA, uma camada de fosfolipidos e uma cobertura externa de PEG,
obtendo nanoparticulas cobertas por lipidos (LP), e conjugaram ligandos de transferrina
(TF) a superficie das mesmas (TF-LP). As nanoparticulas foram carregadas com
doxorrubicina (DOX-TF-LP). No ensaio de absorcdo in vitro, as nanoparticulas TF-LP
apresentaram uma endocitose mais eficaz, uma vez que a sua absor¢éo pelas células A549
foi 2,8 e 4,1 vezes superior a das nanoparticulas LP e PLGA (controlos), respetivamente.
A presenca de lipidos andlogos aos da membrana celular nas nanoparticulas TF-LP
facilita a sua absorgdo pelas células, resultando numa absor¢do superior a das
nanoparticulas de PLGA. Por outro lado, a presenca dos ligandos de TF na superficie das

nanoparticulas TF-LP permite a sua entrada na célula por endocitose mediada por
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recetores, facilitando a sua absor¢do face as nanoparticulas TF. No teste in vitro as
nanoparticulas DOX-TF-LP demonstraram-se mais eficazes, exibindo maior efeito anti-
proliferativo das células A549 e maior inibicdo do crescimento dos esferdides tumorais,
em comparagdo com as DOX-LP e as nanoparticulas de PLGA (controlos), como se pode
observar no grafico 5.3. Também nos ensaio in vivo as nanoparticulas TF-LP
demonstraram um efeito inibitério do crescimento tumoral em ratinhos com tumor A549
superior ao dos controlos. O estudo demonstra que as nanoparticulas TF-LP constituem

eficientes transportadores de farmacos direcionados para o tratamento do CPNPC.%®
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Grafico 5.3 Percentagem de alteracdo do volume dos esferdides tumorais subsequente a
aplicacdo de varias formulacdes de DOX e na solucdo salina (controlo). DOX:
doxorrubicina; PLGA-NP-DOX: nanoparticulas de PLGA carregadas com
doxorrubicina; LP-DOX: nanoparticulas de PLGA, cobertas por lipidos e carregadas com
doxorrubicina; TF-LP-DOX: nanoparticulas de PLGA, cobertas por lipidos, carregadas
com doxorrubicina e modificadas com ligandos de transferrina (TF). [Adaptado de (95)].

O paclitaxel é um farmaco antitumoral bastante utilizado no tratamento de varios
cancros, como o cancro da mama, dos ovarios, do pulmao entre outros. No entanto, a
mistura de Cremophor EL e etanol utilizada na sintese do Taxol® provoca efeitos
adversos, como reacOes de hipersensibilidade e neurotoxicidade. Para evitar estes efeitos
adversos, bem como os relacionados com a auséncia de seletividade do paclitaxel, Sun e
0s seus colaboradores desenvolveram umas nanoparticulas poliméricas emulsificadas por
a-tocoferol PEG 1000 succinato (TPGS) ou vitamina E TPGS, uma forma de vitamina E
(TENP). As nanoparticulas TENP foram carregadas com paclitaxel (PTX-TENP), tendo-
se obtido particulas com um tamanho uniforme, de 100 nm. Nos ensaios in vitro, em
células A549, observou-se uma significativa reducdo da viabilidade celular, em
concentracgdes elevadas, no grupo de células tratado com as nanoparticulas TENP, que foi

superior & do grupo de células tratado com a mesma concentracio de Taxol®. Nos ensaios
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in vivo, em ratinhos xenotransplantados com A549, verificou-se acumulagéo preferencial
das nanoparticulas TENP no local do tumor, que demonstraram maior eficicia
antitumoral do que o Taxol®, inibindo o crescimento tumoral de forma mais significativa,
sem efeitos adversos sistémicos. Os autores sugerem que a TPGS promove a
permeabilidade através da membrana celular, devido as suas propriedades surfactantes.
O estudo demonstra o potencial das nanoparticulas poliméricas desenvolvidas, carregadas

com PTX ou outros farmacos, para o tratamento de varios cancros, como o CPNPC.%

5.2.7. Acido polilatico

O é&cido polilatico € um poliéster, composto por monémeros de acido latico, que é um
produto da respiracdo anaerobia, convertido em glucose pelo figado, através do ciclo de
Cori. O seu uso &, por isso, seguro, sendo um dos polimeros mais estudados para o
transporte de agentes terapéuticos, com aprovacdo da FDA. Este é biocompativel,
biodegradavel, ndo toxico e permite a libertacdo controlada do farmaco.®’

Com o proposito de reduzir os efeitos adversos e melhorar a eficacia da QRT, Jung e
0s seus colaboradores incorporaram taxanos (paclitaxel e docetaxel) em nanoparticulas
poliméricas de PLA-PEG e avaliaram o seu efeito na RT do CPNPC. As nanoparticulas
proporcionaram a internalizagdo, por endocitose, para o interior das células tumorais,
mantendo o efeito anticancerigeno dos taxanos, revelando-se adequadas para o transporte
de farmacos, libertando o seu conteldo no citosol. No ensaio clorogénico in vitro
trataram-se células A549 com as nanoparticulas de PLA-PEG carregadas com DCTX e
com DCTX livre, ap0s exposicdo a 5Gy de radiacdo ionizante ou sem exposi¢cdo a
radiacdo. O tratamento combinado das nanoparticulas carregadas com taxanos e da
exposicao a radiacdo ionizante demonstrou uma reducdo significativa da sobrevivéncia
das células cancerigenas. Nos resultados in vivo a eficacia da RT foi significativamente
aumentada com a utilizacdo das nanoparticulas de PLA-PEG carregadas com taxanos em
ratinhos xenotransplantados com tumor A549. O estudo demonstrou que as
nanoparticulas de PLA-PEG carregadas com taxanos aumentam a eficacia da QRT,
podendo aplicar-se no tratamento de cancros humanos, como o CPNPC.%

Num estudo da autoria de Shen e os seus colaboradores, foi explorada uma estratégia
terapéutica baseada na interacdo entre a sub regulacdo da proteina ligante GATA 2
(GATA2) e a mutagdo do gene K-ras. Isto porque foi demonstrado que o fator de
transcricdo GATA2 desempenha um papel crucial na proliferacdo e sobrevivéncia das

células de CPNPC com mutacBes no gene K-ras, pelo que a reducdo de GATA2 diminui

55



Aplicacdo de nanossistemas na terapéutica do cancro do pulmao

seletivamente a viabilidade das células cancerigenas. Com o propésito de explorar esta
estratégia foram desenvolvidas nanoparticulas poliméricas de PLA-PEG contendo lipidos
catiénicos para o transporte de siRNA direcionado para a GATA2 (siGATA2), para o
tratamento de CPNPC com mutacdes no gene K-ras. As nanoparticulas foram aplicadas
em linhas celulares A549 de CPNPC com mutacgéo do gene K-ras, linhas celulares H226
e linhas celulares H7702 de hepat6citos humanos, ambos sem mutagdo no gene K-ras. De
acordo com os resultados as nanoparticulas carregadas com siGATA2 (NPsiGATAZ2)
foram eficazmente absorvidas pelas células de CPNPC. Como resultado da sua
internalizacdo verificou-se a supressdo do gene GATAZ2 e inibicdo seletiva da
proliferacdo celular e indugdo da apoptose em células com CPNPC, com mutagfes no
gene K-ras. No entanto, as nanoparticulas ndo afetaram as células de CPNPC sem
mutacdes no gene K-ras, nem os hepatdcitos HL7702, confirmando a seletividade da
terapéutica aplicada. No ensaio in vivo, as nanoparticulas SiGATAZ2 inibiram
significativamente o crescimento tumoral em ratinhos xenotransplantados com CPNPC
A549, ndo tendo sido observados efeitos adversos sistémicos. Desta forma foi
demonstrado o potencial de estratégias letais no aumento da seletividade da terapéutica
antitumoral, reduzindo a toxicidade ndo seletiva. O estudo demonstrou o potencial das
nanoparticulas de sSiGATA2 para o tratamento de CPNPC com mutagdes no gene K-ras.*

BIND-014 é a designacdo atribuida a formulacdo de nanoparticulas poliméricas
constituidas por um nucleo polimérico de PLA e um revestimento exterior de PEG,
carregadas com docetaxel (DCTX), desenvolvida pela BIND Therapeutics para o
tratamento de tumores sélidos, que atingiu a fase 11 de ensaios clinicos. Nesta recorreu-
se a vetorizacdo ativa, tendo-se utilizado um ligando especifico para dirigir as
nanoparticulas para o antigénio especifico de membrana da prostata (PSMA), que é sobre
expresso pelas células do cancro da prostata, mas também na neovasculatura da maior
parte dos tumores solidos ndo-prostaticos.®”°8 Nos ensaios realizados em varios modelos
animais, o BIND-014 transportou para os tumores uma dose de DCTX 10 vezes superior
do que o farmaco livre. O nanossistema demonstrou um prolongado tempo de
permanéncia em circulacdo e maior retengdo no tumor. A formulagdo de BIND-014
obteve ainda uma redugéo do volume do tumor em modelos animais idéntica a obtida por
um quinto da dose de DCTX livre.®” Ja nos ensaios clinicos de fase | o BIND-014 obteve
resultados promissores em doentes com tumores metastizados, tendo sido também
observada a recessao do tumor em doentes com cancros sem resposta a outros

tratamentos. A formulacdo foi bem tolerada e apresentou atividade com uma dose de
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60mg.m?, a cada 21 dias, como tratamento de 22 linha para o CPNPC avancado (doentes
em estadio I11/1V). O BIND-014 demonstrou ainda alguma atividade nos tumores do
CPNPC, com mutacGes no gene K-ras, que geralmente ndo respondem aos agentes
antitumorais e minima atividade nos doentes com carcinoma do pulméo de células
escamosas, um subtipo de CPNPC. Adicionalmente, o BIND-014 apresentou significativa
reducdo face aos efeitos adversos provocados pela formulagdo comercial de DCTX a base
de solvente, o Taxotere®. O aumento do efeito terapéutico do DCTX foi atribuido a
vetorizacdo ao PSMA. Atualmente o BIND-014 encontra-se em ensaios clinicos de fase
I1, estando a ser testado para o tratamento de varios cancros, nomeadamente o cancro da

préstata metastico resistente a farmacos e o CPNPC avangado.872100

5.2.8. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas séo oligossacaridos ciclicos, compostos, geralmente, por 6, 7 ou 8
unidades de glucopiranose. Estas possuem uma grande facilidade para formar complexos
de inclusdo, com moléculas hidrofobicas na dgua, podendo utilizar-se estes complexos no
transporte de farmacos. Por outro lado, podem ainda formar agregados com dimensfes
nanomeétricas. Por este motivo e devido a sua versatilidade quimica, estas tém sido
estudadas para desenvolver nanoparticulas a base de ciclodextrinas modificadas, para o
transporte de farmacos, sendo que a sua modificacdo quimica permite ainda aumentar a
solubilidade e estabilidade dos mesmos.1%

Existe uma formulacdo de nanoparticulas de polimeros catidnicos a base de
ciclodextrinas, com ligandos de transferrina a superficie, em ensaios clinicos de fase | em
humanos, designada por CALAA-01. Estas nanoparticulas foram desenvolvidas para o
transporte de dirigido de siRNA para reduzir a expressdo da subunidade M2 da enzima
ribonucledtido redutase (RRM2), que € sobre expressa em VArios cancros, como 0
CPNPC, desempenhando um importante papel na progresséo tumoral. Este foi o primeiro
tratamento experimental a base de ARN de interferéncia a ser administrado a doentes com
cancro. A estrutura da formulacdo de CALAA-01 possui residuos imidazol, para
neutralizar os protdes dos endolisossomas, levando a sua rutura e consequentemente
libertando o sSiRNA no citosol das células tumorais. Apds ser testada em modelos animais,
a formulacéo foi testada num ensaio de fase la/lb em doentes com varios tumores solidos,
a fim de investigar a translacdo da terapéutica de modelos animais para humanos. A dose
tolerada foi de 18mg.m? pois doses superiores ndo foram bem toleradas. A

nanoformulagdo de CALAA-01 foi seletivamente acumulada no tumor, reduzindo a
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expressdo do gene RRM2. O perfil de seguranca foi semelhante ao obtido nos modelos
animais, no entanto, nos doentes humanos ndo se verificou a toxicidade renal,
previamente observada nos animais, o que pode dever-se ao protocolo de pré-hidratacédo
aplicado antes dos tratamentos, a fim de proteger os rins. A formulacdo proporciona o
transporte dirigido de siRNA funcional, no entanto, neste ensaio ndo foi testado o
potencial completo da formulacdo de CALAA-01,102103

5.2.9. Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no plasma sanguineo. Esta proteina tem
66kDa e e composta principalmente por cisteina e aminoacidos carregados (acido
aspartico, acido glutdmico, lisina e arginina), contendo ainda quantidades menores de
triptofano e metionina. Estudos demonstraram que praticamente todos os tecidos
humanos conseguem degradar a albumina, tornando-a num polimero biodegradavel ideal
para aplicacbes médicas. Adicionalmente, devido & sua solubilidade, excelente
compatibilidade com o sangue e presenca de grupos funcionais na cadeia polimérica, que
facilitam o seu processamento em nanoesferas e outros nanossistemas, a aloumina tem
sido bastante estudada para o transporte intravenoso de farmacos e genes.’’

Até agora o Abraxane® (ABI-007) foi a Unica formulacdo de nanoparticulas
poliméricas aprovada pela FDA para comercializacdo. Trata-se de uma formulacdo
liofilizada de nanoparticulas de albumina, carregadas com PTX (nab™), que é
reconstituida numa suspensdo para administracdo IV. Esta demonstrou ser mais eficaz
que as formulagdes convencionais de paclitaxel livre, tendo também provocado menos
efeitos adversos. O Abraxane foi aprovado para o tratamento do cancro da mama, pela
FDA, em 2005. Em Qutubro de 2012 este foi também aprovado pela FDA para o
tratamento de primeira linha do CPNPC, em combinacdo com a carboplatina, quando a
cirurgia e a radioterapia ndo séo viaveis e, posteriormente, em Setembro de 2013, para o
tratamento do cancro pancreético, estando apenas aprovado para doentes adultos. O
Abraxane encontra-se em ensaios clinicos de fase Ill para o tratamento do melanoma
maligno e em ensaios clinicos de fase Il para o tratamento de 22 linha do CPNPC avancado
ou metastico. Para o tratamento de 12 linha do CPNPC devem ser realizados ciclos de
tratamento de trés semanas, com administracdo de uma dose de 100mg.m? de Abraxane
nos dias 1, 8 e 15 de cada ciclo e carboplatina no dia 1, imediatamente ap6s o

Abraxane, 10:67.69.104
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6. CONCLUSAO

O cancro do pulméo de ndo-pequenas células é uma neoplasia bastante agressiva, que
progride rapidamente e apresenta uma elevada mortalidade, para alem de também ser
bastante incidente. Uma das opc¢Oes terapéuticas, bastante utilizada sobretudo na doenga
avancada e metéastica, é a quimioterapia. No entanto, os farmacos citotoxicos utilizados
na quimioterapia convencional apresentam diversas desvantagens. Dada a sua auséncia
de seletividade séo indiscriminadamente distribuidos pelos tecidos, afetando também as
celulas saudaveis. Como a maior parte destes farmacos é administrada por via IV, e
geralmente em doses elevadas, surgem efeitos adversos sistémicos, muitas vezes bastante
severos. Acresce a este cenario desfavoravel que as células cancerigenas podem ainda
desenvolver resisténcias a estes farmacos.

Séo assim necessarias terapias mais eficazes e seletivas, dirigidas para as células
tumorais e capazes de as eliminar eficazmente, sem provocar elevada toxicidade e efeitos
adversos. As terapias a base de nanossistemas para encapsulacdo de agentes terapéuticos
sdo uma alternativa promissora, pois estes apresentam elevado potencial para melhorar a
terapéutica antitumoral e ja demonstraram ser capazes de ultrapassar muitas das
desvantagens e limitagcdes dos farmacos citotoxicos. Nos Ultimos anos tem-se verificado
grande atividade de investigacdo na area da nanomedicina com aplicacdo no cancro,
nomeadamente com nanossistemas como os lipossomas, as nanoparticulas inorganicas,
os dendrimeros, as micelas e as nanoparticulas poliméricas. Entre estes, as nanoparticulas
poliméricas parecem ser um dos nanossistemas mais promissores na terapia antitumoral
dirigida. Estes sdo constituidos por polimeros naturais ou sintéticos, e a sua estrutura
solida confere uma elevada estabilidade, superior a outros nanossistemas, como 0s
lipossomas. Também a sua capacidade de carregamento de farmacos, bem como o
controlo da libertacdo dos mesmaos e o controlo das suas propriedades fisico-quimicas séo
superiores. A libertacdo dos farmacos pode acontecer em resposta a estimulos de pH,
temperatura, glucose, entre outros. Tal permite programar a libertacdo, através do
conhecimento e exploracao das diferentes condigdes entre o tecido saudavel e o tecido
tumoral. Devido as suas dimensbes as nanoparticulas poliméricas acumulam-se
seletivamente no tecido tumoral, através do efeito EPR (vetorizagdo passiva). Estas
nanoparticulas apresentam uma elevada versatilidade quimica, permitindo a vetorizagdo
ativa, através da modificacdo e funcionalizacdo da sua superficie, com ligandos

especificos, cujos recetores sdo sobre expressos pelas células tumorais, a fim de as dirigir
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para o local do tumor. Recorrendo ao uso de polimeros biocompativeis, biodegradaveis e
ndo toxicos e a vetorizacao passiva e/ou ativa para dirigir as nanoparticulas para o tumor,
as nanoparticulas permitem reduzir a toxicidade e os efeitos adversos, face a
quimioterapia convencional. O revestimento destas nanoparticulas com polimeros, como
0 PEG, ou alternativas como os polimeros zwiteriénicos ou as membranas de eritrocitos,
permitem a sua permanéncia em circulagdo por longos periodos de tempo, escapando a
eliminacdo pelo RES, o que permite reduzir as doses de farmaco necessarias. As
nanoparticulas poliméricas permitem incorporar uma elevada variedade de agentes
terapéuticos, podendo transportar varios componentes ativos simultaneamente. Esta
capacidade proporciona uma acédo sinérgica dos ativos no tumor, aumentando a eficacia
terapéutica. As nanoparticulas poliméricas permitem ainda ultrapassar a resisténcia das
células tumorais aos farmacos citotoxicos, através das varias estratégias enumeradas.

Para o desenho e desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas para o transporte de
agentes antitumorais é entdo necessario conhecer e manipular as suas propriedades fisico-
quimicas, a fim de alcancar o comportamento pretendido in vitro e in vivo. Apesar dos
resultados promissores alcancados nos muitos estudos desenvolvidos nos Gltimos anos,
ainda sdo necessarios mais estudos de nanotoxicologia e de biodistribuicdo das
nanoparticulas, a fim de perceber os seus efeitos a longo prazo. Acrescenta-se o facto das
terapias apresentadas terem sido maioritariamente estudadas em linhas celulares e em
modelos animais, que constituem uma aproximacdo da fisiologia humana, mas nao
permitem extrapolar com rigor os resultados para o organismo humano. Espera-se entao
que nos préximos anos as terapias apresentadas avancem para a fase de ensaios clinicos,
onde serdo testadas em humanos. Tal permitira avaliar a sua eficicia e toxicidade no
organismo humano, a fim de aprovar estas terapias para utilizacdo na pratica clinica,
fornecendo novas e melhores alternativas para a terapia antitumoral.

Como estratégia futura de desenvolvimento as nanoparticulas poliméricas podem
ainda ser utilizadas no teranostico. Trata-se de uma estratégia bastante promissora, que
combina o diagndstico e a terapéutica, através de nanoparticulas multifuncionais para o
transporte de agentes de imagiologia e agentes terapéuticos, simultaneamente. O
teranostico permite assim detetar seletivamente as células cancerigenas e libertar o agente
terapéutico no tecido tumoral, visualizando o processo em tempo real, através de técnicas
de visualizacdo in vivo ndo invasivas. Desta forma € possivel monitorizar a eficacia
terapéutica e os seus efeitos em tempo real, proporcionando uma terapéutica

individualizada.
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8. ANEXOS

Anexo | — Quadro dos ligandos e biomarcadores mais comuns para o transporte tumoral
dirigido. [Adaptado de (105)].

Ligandos

Biomarcadores

vetorizado

Expressdo nos tecidos cancerigenos
humanos (% do carcinoma primario
gue sobre expressa o0 biomarcador)

Tumores solidos: cancro do ovario
(100%), cancro renal (86%), cancro da

Linhas celulares
com elevada
expressao de

biomarcadores

A2780, KB, SKOV-

Folato Recetor do mama (43%), cancro do pulméao (36%), 3, OVCAR-3,
folato , L1210, M109,
cancro do cérebro (25%), cancro do HeLa
pancreas (10%). i
Tumores sélidos: cancro da cabega e
pescoco (80-100%), cancro da mama MR
Anti-EGFR, (14-91%), cancro coloretal (25-80%), MDA-MB-231,
. ~ ~ A431, HTC-116,
Necitumumab, EGFR cancro do pulméo de ndo-pequenas DU-145. HuH7
péptido GE 11 células (40-80%), glioma (40-80%), 32’D ’
cancro do ovario (35-70%), cancro da '
bexiga (31-72%).
Tumores sélidos: cancro coloretal (26-
90%), glioma (20-54%), cancro do
N 50 <
Trastuzumab, estoma}go (38-45%), ,cancro do pulméo SKBR3, MGC803,
Herceptina, HER de ndo-pequenas células (18-37%), SKOV3. BT-474
anti-HER?2 cancro da mama (25-30%), cancro da ' i
bexiga (9-36%), cancro do ovario (10-
15%).
Tumore_s solidos: cancrlo renal, cancro A2780, OVCAR-3,
. Recetor da do ovario, cancro do colon, cancro da
Transferrina . . HEY, U251,
transferrina mama, cancro do estdmago, cancro do HepG2

Anti-VEGF,
Bevacizumab

VEGF

pulmao.

Células endoteliais tumorais: células
epiteliais da vasculatura tumoral

HUVEC, HepG2,
PC-3

69



