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Resumo

Ao longo dos anos tem-se verificado um aumento da ocorréncia de cancro, nao so
devido ao crescimento e envelhecimento da populacdo mas também ao aumento da
prevaléncia de fatores de risco. Por isso, o cancro é considerado uma doenca ndo sé do
presente, mas também do futuro (1,2). Esta monografia foca-se no cancro colo-retal, o
terceiro e segundo principal tipo de cancro diagnosticado em homens e mulheres,
respetivamente, com cerca de 1,4 milhdes de novos casos verificados em 2012, em todo o
mundo (1). Posto isto, serd feita uma analise das suas principais carateristicas, fatores
predisponentes, mecanismos fisioldgicos subjacentes e opcles terapéuticas atualmente
disponiveis.

Apesar dos recentes avancos na quimioterapia, as taxas de recidiva continuam a ser
significativas e o cancro colo-retal continua a ser considerado umas das maiores causas de
morbilidade e mortalidade (3). Sabe-se que um dos principais problemas associados a
terapéutica anticancerigena sdo os efeitos adversos associados aos citotoxicos e, por isso, é
necessario encontrar novas opg¢Oes terapéuticas que visem uma maior seguranca e
efetividade da terapia.

A nanomedicina consiste na aplicacdo médica da nanotecnologia na prevencao,
diagnostico e tratamento de doencas e a sua utilizacdo tem-se revelado promissora na
otimizacdo da distribuicdo do farmaco, permitindo uma libertacdo direcionada ao tecido
tumoral com minimizacdo da toxicidade em tecidos normais (4,5). Nesse sentido, serdo
abordadas as estratégias de aplicagdo de formulacdes de nanomedicamentos,
nomeadamente lipossomais, no tratamento do cancro colo-retal.

Ao longo das Ultimas décadas os lipossomas tornaram-se um ponto focal no
desenvolvimento de sistemas de libertacdo de farmacos (6). Novas e inovadoras formulacées
lipossomais tém fornecido evidéncias da sua relevancia no tratamento mais seguro e eficaz de
doencas oncoldgicas e, por isso, esta revisdo centra-se no estado atual da libertacdo de
farmacos anticancerigenos, mediada por lipossomas, com especial foco na terapéutica do

cancro colo-retal.

Palavras-chave: Nanomedicina, oncologia, cancro colo-retal, lipossomas.
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Abstract

Along the years the occurrence of cancer has increased, not only because of the
growth and aging of the population, but also because of the increase in the prevalence of risk
factors. This is why cancer is currently considered a disease not just from present but also of
future (1,2).

This thesis focuses coloretal cancer, the third and second most frequent type of
cancer diagnosed in men and women, respectively, with about 1.4 million new cases recorded
worldwide in 2012 (1). An analysis of the main features and predisposing factors is provided,
underlying physiological mechanisms and therapeutic options currently available.

Despite recent advances on chemotherapy, relapse rates continue to be significant
and, therefore, coloretal cancer continues to be considered one of the greatest causes of
morbidity and mortality (3).It is known that one of the main problems associated with
anticancer therapy are adverse effects associated with anticancer drugs and, therefore, it is
necessary to find new therapeutic options aimed at greater safety and effectiveness of
therapy.

Nanomedicine constitutes medical application of nanotechnology in the prevention,
diagnosis and treatment of diseases and its use has proved promising in drug delivery
optimization, allowing a targeted delivery to tumor tissue to minimize toxicity in normal
tissues (4,5). Accordingly, the implementation of strategies of nanodrug formulation,
including liposomal approaches, for the treatment of coloretal cancer will be discussed.

Over the past decades liposomes have become a focal point in the development of
drug delivery systems (6). New and innovative liposomal formulations have provided evidence
of their relevance in the safest and most effective treatment of cancer. Therefore, this review
will focus on the current state of the release of anticancer drugs mediated by liposomes, with

special focus on therapy of coloretal cancer.

Key-words: Nanomedicine,  oncology, colorectal  cancer, liposomes.
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Capitulo 1

Enquadramento

1.1 Introdugdo

O cancro colo-retal (CCR) é a terceira principal causa de cancro diagnosticada nos
Estados Unidos da América (EUA) e, consequentemente, a American Cancer Society's estima
que, em 2015,nos EUA se alcancem 93090 novos casos de cancro do célon e 39,610 novos
casos de cancro retal. Atualmente o risco de desenvolver esta doenca atinge o valor de cerca
de 5%, nos EUA, quando combinados ambos os sexos, o CCR surge como a segunda causa de
morte causada por cancro e, como tal, em 2015 esperam-se cerca de 49700 6bitos causados
por esta patologia (7).

Em semelhanca com os tumores sélidos, a incidéncia do CCR aumenta com a idade, a
excecdo do CCR familiar e, em muitas regides do mundo, verifica-se um aumento da
incidéncia com diminuicdo das taxas de mortalidade (8). A taxa de mortalidade por CCR, isto
é, 0 numero de obitos por 100000 habitantes, por ano causados pela doenca tem vindo a
descrever nos ultimos 20 anos (7). Ainda assim, representa cerca de 8% do total de mortes
causadas por cancro (8). A razdo para este decréscimo deve-se essencialmente ao rastreio,
sendo que os polipos tém sido detetados e removidos previamente ao seu desenvolvimento
em cancro. Além disso, o rastreio tem permitido que um maior nimero de casos sejam
detetados mais cedo, o que permite a sua cura mais facilmente (7).

Ainda assim, a cirurgia e a radioterapia tém sido os principais procedimentos no
tratamento da patologia oncoldgica, com a cirurgia a continuar a desempenhar o principal
papel na sobrevivéncia em casos de estados iniciais, pela remoc¢do do tumor detetdvel. No
entanto, micrometdastases residuais podem causar uma reincidéncia (10). A resseccdo radical
é curativa para apenas cerca de 50% dos pacientes, enquanto para a maioria dos pacientes
com estados avangados ou doengas metastatizada ou ainda para aqueles que ndo podem ser
tratados com a resseccdo radical, a quimioterapia mantém-se a principal alternativa
terapéutica (11).

Ao longo dos anos, os progressos no tratamento do cancro tém sido lentos mas
constantes, sendo que o tratamento para o CCR tem sido melhorado ao longo dos ultimos
anos, e gracgas a isso existem atualmente mais de 1 milhdo de sobreviventes ao CCR nos EUA

(7,9). Verifica-se que a taxa de sobrevivéncia dos pacientes com CCR metastizado é
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significativamente aumentada com a aplicacdo de farmacos direcionados a alvos moleculares,
tal como a oxaliplatina e, nesse sentido, a nanotecnologia tem-se relevado promissora na
detecdo, estadiamento e tratamento do cancro (11,12).

Pelo facto de o CCR se tratar um tipo de cancro com grande prevaléncia,tanto a nivel
mundial, europeu como nacional, responsavel por mais de 9% de toda a incidéncia de cancro,
com taxas de mortalidade e morbilidade elevadas importa analisar as investigacdes realizadas
nesta area, com o objetivo de encontrar novas solucBes terapéuticas tendo em vista o
aumento da eficacia terapéutica e diminuir os seus efeitos téxicos prejudiciais a recuperagao
do individuo (13).

Nesse sentido, esta dissertacdo tem como principal objetivo descrever as formulacdes
lipossomais utilizadas na terapéutica do cancro colo-retal, abordando as suas carateristicas,
descrevendo as suas vantagens e desvantagens e expondo os resultados obtidos na sua

aplicacdo como transportadores de farmacos anticancerigenos.

1.2. Metodologia

Esta dissertacdo de mestrado consiste numa andlise qualitativa cujas técnicas de
recolha de dados se baseiam na analise de documentos com vista a encontrar resposta a
pergunta de partida colocada, ou seja, quais as aplicagbes da nanomedicina, nomeadamente
os lipossomas, na terapéutica do cancro colo-retal.

A investigacdo documental, isto é, a revisdo da literatura, consistiu na andlise de
estudos e trabalhos disponibilizados com o objetivo de esclarecer o tema, definindo-o com
maior precisdo. A pesquisa para esta dissertacdo incluiu ndo soé livros da drea, mas também
bases de dados que permitiram aceder a revistas e artigos cientificos, nomeadamente,
PubMed, B-On, Web of Knowledge, entre outras. Os termos utilizados na pesquisa foram:
lipossomas, nanomedicina, nanotecnologia e nanossistemas associados ao cancro colo-retal.
Além disso foram consultados organismos governamentais com vista a completar a
informacdo com dados relevantes.

A pertinéncia do objeto de estudo prende-se com o facto de ser um tdépico atual,
relevante para a comunidade cientifica e bastante abordado, com varios trabalhos
recentemente publicados, sendo, por isso, necessaria uma constante renovacdo de
conhecimento nesta area. Assim sendo, com esta dissertacdo pretende-se apresentar

conclus®es relevantes sobre o tema, através da citacdo de estudos desenvolvidos pelos mais
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diversos autores ao longo do tempo com uma apresentacdo logica e estruturada da
investigacdo mais relevante sobre a tematica, com vista a identificar o estado do

conhecimento sobre o tema, os seus investigadores, varidveis e resultados ja existentes.
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Capitulo 2

Cancro colo-retal

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancro carateriza-se pelo
crescimento descontrolado e consequente disseminacdo de célula que pode afetar quase
todo o corpo. Este crescimento pode invadir os tecidos adjacentes e metastizar para locais
distantes. Muitos dos cancros podem ser prevenidos evitando a exposicdo a fatores de risco
comuns, tais como, por exemplo, o fumo de tabaco. O tratamento da patologia oncoldgica
envolve muitas vezes a cirurgia, radioterapia e quimioterapia, especialmente quando a
detecdo é precoce (14).

Por sua vez, o tumor diz respeito a uma massa de tecido anormal que resulta da
divisdo de células irregular, quer por divisdo superior ao normal ou por morte inferior a
situacdo ndo patoldgica. Os tumores, também denominados neoplasmas, podem ser
benignos ou malignos, sendo que os Ultimos, por metastizarem, sdo considerados cancros
(15).

Devido ao seu crescimento descontrolado e menos especializado é possivel que estas
células se tornem invasivas, ignorando sinais que normalmente as fariam diminuir a sua
divisdo ou iniciar processos de morte programada. Além disso, estas células tém a capacidade
de influenciar outras células, moléculas e vasos sanguineos que circundam o tumor, o
microambiente. Nesse sentido, as células cancerigenas podem originar a neogénese de
tecidos, isto €, induzir a formacdo de vasos sanguineos essenciais para suprimir o tumor com
oxigénio e nutrientes, necessarios para o seu crescimento, assim como remover residuos que
poderiam ser prejudiciais. Além disso, as células cancerigenas podem ter a capacidade de se
esconder e até invadir o sistema imunitdrio, conectando &érgdos, tecidos e células
especializadas na protecdo do organismo de infe¢Bes e outras condicdes (16).

Tal como se pode observar na figura 2.1, a carcinogénese consiste na transformacao
progressiva e gradual de uma célula normal numa célula cancerigena maligna. Pelo facto de o
cancro ser causado por alteragdes em genes que controlam a funcdo das células,
nomeadamente o seu crescimento e divisdo, o cancro pode ser considerada uma doenca
genética. Os passos deste processo sdo representados por mutacdes genéticas ou alteracdes

epigenéticas responsaveis pela ativacdo de oncogenes ou inativacdo de genes supressores
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tumorais, as quais podem ter origem em causas hereditarias ou podem ser ocasionadas por

erros (8,16).
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Figura 2.1 - AlteracGes em células normais que podem conduzir a células

cancerigenas. Adaptado de National Cancer Institute (2014) (16).

2.1. Epidemiologia

A incidéncia e taxa de mortes por CCR aumenta com a idade e é mais frequente nos
homens. Cerca de 90% dos novos casos e 93% das mortes ocorrem em populacdo com idade
superior a 50 anos e as taxas de incidéncia sdo cerca de 35% superiores no sexo masculino.
Apesar da razdo para estas diferencas ainda ndo ter sido totalmente esclarecida, parece
refletir as diferencas na exposicdo a hormonas e outros fatores de risco (17).

A incidéncia de cancro do colon é, de forma uniforme, mais elevada do que de cancro
retal, tanto em homens como em mulheres (8). Relativamente as diferencas demograficas
verificam-se taxas de incidéncia mais elevadas na Australia/Nova Zelandia, Europa e América

do Norte, sendo que as taxas mais baixas se verificam na Africa e Asia tal como se pode

verificar na figura 2.2 (1).
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Figura 2.2- Taxas de incidéncia de CCR por sexo e area mundial. Adaptado de Torre, L.

A.etal (2012) (1).

Verifica-se uma variacdo substancial na localizagcdo do tumor em funcdo da idade, com
aumentos significativos a partir dos 50 anos (7). As diferencas raciais e étnicas ocorrem ndo
s6 entre etnias mas também dentro do préprio grupo racial. Estas apontam para um aumento
na incidéncia do CCR em etnias africanas em detrimento das orientais, assim como o estudo
em migrantes tem sugerido a influéncia de fatores ambientais como tendo um papel
essencial na etiologia da doenca (8).

A taxa de sobrevivéncia relativa a 1 e 5 anos para individuos com CCR € de 83.2% e
64.3%, respetivamente, com declinios para 57.6% nos 10 anos apos o diagndstico. Situagdes
de detecdo em estadio localizado apresentam taxas de sobrevivéncia relativa a 5 anos de

90.1%, no entanto, em situagcdes em que ha invasao com envolvimento de érgaos adjacentes
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e nodulos linfaticos essa taxa é reduzida para 69.2%. O pior progndstico surge para 0S casos

em que ha invasdo de érgdos distantes, cuja taxa de sobrevivéncia diminui para os 11.7% (3).

2.2. Fisiopatologia
Para perceber de que forma se podera atuar perante uma enfermidade, importa

conhecer as alteracdes fisiopatoldgicas associadas a lesdo.

Fisiologia

O sistema digestivo consiste no trato digestivo, um tubo extenso compreendido desde
a boca até ao anus e que estd associado a érgdos acessorios, isto é, glandulas primarias com
localizacdo exterior ao trato digestivo que secretam fluidos para dentro deste. Tal como se
pode observar na figura 2.3, o trato digestivo, também chamado de trato alimentar ou canal
alimentar, inclui as seguintes regides: cavidade oral, ou boca, com glandulas salivares e
amigdalas como &rgdos acessorios; faringe; eséfago; estbmago; intestino delgado, o qual
inclui o duodeno, jejuno e ileo tendo como principais 6rgdos acessorios o figado, vesicula
biliar e pancreas; intestino grosso, que inclui o ceco, cdélon, reto, canal anal; e, ainda o anus

(18).

Faringe

Cavidade oral Glandulas salivares

Eséfago
Estébmago

Pancreas
Intestino delgado

Figado

Vesicula biliar Intestino grosso

Apéndice

Reto

Anus

Figura 2.3 - Sistema digestivo. Adaptado de VanPutte et al. (2014) (18).
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As funcbes do sistema digestivo incluem a ingestdo e processamento dos alimentos
para obtencdo de energia. A propulsdo, isto é, auxilio na deslocacdo do bolo alimentar ao
longo do trato digestivo, com recurso a degluticdo, peristaltismo, e movimento de massas
permitem a mistura com secrecdes digestivas e, consequentemente, eliminacdo de residuos
solidos (17,18). A digestdo consiste na quebra de grandes moléculas orgénicas nos seus
constituintes, gracas a uma ag¢do mecanica, por mistura dos alimentos, e uma componente
quimica, realizada por enzimas digestivas secretadas ao longo do trato digestivo.
Posteriormente ocorre absorc¢do, isto €, passagem de moléculas para a circulagdo ou sistema
linfatico e, em funcdo do tipo de molécula pode ocorrer difusdo, difusao facilitada, transporte
ativo, sinporte ou endocitose (18).

Por sua vez na eliminacdo ha remocdo dos produtos do organismo com absorcdo de
agua e sais, alterando-se o estado do material de liquefeito para semissélido. Estes residuos
semissélidos denominados de fezes sdo eliminados do trato digestivo pelo processo de
defecacdo e o tempo total necessario para que o alimento percorra todo o trato digestivo é
de cerca de 24 a 36 horas (18).

O cancro desenvolve-se com maior frequéncia no intestino grosso, onde se localizam o
coldn e o reto, e que é responsavel pela absor¢do, armazenamento, mistura, propulsdo e
protecdo (17,18). A primeira parte do intestino grossoe também a mais longa, corresponde ao
colon, um tubo muscular com cerca de 152.4 cm de comprimento (17). A metade proximal do
colon é responsavel pela absorcdo de sais, dgua, e vitaminas produzidas pelas bactérias,
enquanto a metade distal do célon armazena as fezes (18). E gracas aos movimentos do
intestino grosso que as fezes sdo misturadas e propulsionadas em direcdo ao reto. O reto esta
localizado na pélvis e estende-se desde a mucosa anal até ao coldn sigmoide, apresentando
cercade 10a 15 cm e que correspondem a parte final do intestino grosso. O canal anal, isto é,
a zona terminal do intestino grosso, finda no anus, a extremidade que permite o contacto
com a superficie exterior e a eliminacdo do produto fecal, tal como se pode observar na figura
2.4 (19). Ao longo deste percurso é produzido muco que lubrifica, permite o fluxo e protege

contra a acdo de acidos produzidos pelas bactérias (18).
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Esophagus

Liver
Stomach

Célon transverso

Cdlon ascendente

»

A WA " Célon descendente

Cdlon sigmadide

Figura 2.4 - Anatomia do sistema digestivo inferior. Adaptado de National Cancer

Institute (2013) (20).

Patogénese

De uma forma geral, as células cancerigenas apresentam um maior ndmero de
alteracGes genéticas, tais como mutacdes do acido desoxirribonucleico (ADN), sendo
exemplificadas algumas das possiveis alteracBes ocorridas na tabela A do anexo A (16). As
principais alteracGes genéticas que contribuem para o cancro afetam proto-oncogenes,
genes supressores tumorais e genes reparadores do ADN (16). Os principais genes
supressores tumorais, oncogenes e genes modificados envolvidos sdo resumidos na tabela

2.1.
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Tabela 2.1 - Oncogenes e genes supressores tumorais frequentemente envolvidos no

CCR esporadico. Adaptado de Hobbs et al. (2011) (8).

Frequéncia da
Nome | Tipo de gene mutagdo ou A
: . . Consequéncias Estado
dogene | cancerigeno silenciamento
epigenético
Por inativacdo do gene
ocorre ativacdo da via de
inalizacdo WNT
APC Supressor ~70% >inatizacac WL, Adenoma inicial
tumoral proliferacdo e
diferenciacdo do epitélio
colo-retal
BRAF, Adenoma
’ ~109 ~2C0 ; Y :
KRAS Oncogene 10%, ~35% Ativacdo da via MAPK intermediario
Pel
SMAD2, ~5%, ela perda do ,
Supressor cromossoma 18q, ha Adenoma
SMAD4, tumoral ~10%, diminuicdo da via de avancado
TGFBR2 ~15% 1minuiee ¢
sinalizacdo do TGF-
Pela perda do
SUDressor cromossoma 17p
TP53 tupmoral ~50% aumenta o stress celular | Adenocarcinoma
com prejuizo na resposta
a danos de DNA
MLHI Gene ~10% Afeta reparfa\(;ao de DNA | Via aI’Ferna/tlva de
mutator defeituoso carcinogénese

Legenda: MAPK: mitogenactivatedproteinkinase;, TGF-B: transforminggrowthfactor-
beta;, APC: adenomatouspolyposiscoli; KRAS: Kirstenrat sarcoma viral oncogene homolog;

MLH1: MutLHomolog 1; TP53:proteina tumoral p53.

Os proto-oncogenes estdo envolvidos no crescimento e divisdao normal das células e
quando alterados, podem tornar-se causadores de cancros, isto é, oncogenes. Por sua vez, 0s
genes supressores de tumores estdo envolvidos no controlo do crescimento e divisdao celular
conduzindo a uma divisdo celular descontrolada, enquanto que os genes reparadores de DNA,
quando mutados s3o incapazes de reparar o DNA alterado, desenvolvendo mutacdes
adicionais noutros genes. Em conjunto, estas mutagBes podem ser a origem de células
cancerigenas (8,16).

O processo de carcinogénese é iniciado por uma ou mais mutacles ou alteracbes
epigenéticas que conferem a célula um crescimento seletivo. O clone derivado da célula

alterada expande-se levando a uma progressdo maligna. O comportamento maligno ocorre
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quando as células adquirem autonomia relativamente a sinalizacdo de crescimento,
insensibilidade a sinais inibidores de crescimento, mecanismos que lhes permitem evitar a
apoptose, adotar potencial replicativo ilimitado, capacidade de angiogénese, invasdo e
aptiddo parametastizar (8).

No processo de metastizacdo, as células abandonam o local onde foram
primariamente formadas, isto €, o tumor primario e atingem outras partes do organismo
através do sangue edo sistema linfatico, transformando-se num tumor metastatico com

carateristicas semelhantes as do tumor primario, tal como se pode observar na figura 2.5.

O cancro alastra para outras partes do organismo.
_» Spread to other organs Metastase

Brain —
metastasis Metastatic— /i
\ tumor ”

Normal

Cancer cells in 4/
Cancer spreads o other (
parts of the body x lymph system £~ d

\ Cancro primario

Figura 2.5 — Processo de metastizacdo. Adaptado de American Cancer Society (2014)

Lung
melastasis Cancer cells

(21).

O sistema linfatico permite a remocdo de residuos celulares e fluidos. Tipicamente, as
células cancerigenas iniciam a sua proliferacdo nos ndédulos linfaticos préoximos podendo
ainda ser transportadas pela corrente sanguinea até ao figado e pulmdes, alastrar na pélvis,
cavidade abdominal, e alcancar outros 6rgdos e tecidos, tais como o peritoneu e 0s ovarios
(17).

Entenda-se por adenoma um tumor que ndo é considerado cancro, com inicio em
células gland-like do tecido epitelial, uma pequena camada de tecido que cobre dérgdos,
glandulas e outras estruturas dentro do corpo. Os carcinomas tém origem em células
epiteliais que ligam ou cobrem érgaos internos e é considerado o tipo de cancro mais comum
(16). Segundo o National Cancer Institute (NCI), o adenocarcinoma define-se como um cancro
que tem inicio em células glandulares, isto é, células secretoras que se encontram em tecidos

que revestem certos érgdos internos e que sdo responsaveis pela libertacdao de substancias
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no corpo, tais como muco, suco digestivo ou outros fluidos. A maioria dos cancros da mama,
pancreas, pulmao, prostata e célon e reto inserem-se nesta classificacdo e estima-se que
cerca de 96% dos CCR sejam adenocarcinomas (17,22).

Importa ter em conta que ha evidéncias que demonstram que nem todos os
adenomas experimentam transformacdes malignas, sendo que se estima que apenas 10%
tenham a capacidade de progredir para cancro invasivo, sendo mais frequentes os adenomas
que os carcinomas na populacdo. E embora existam pacientes a padecer antes dos adenomas
evoluirem para carcinomas, também ha relatos de adenomas esporadicos que adquirem uma
regressdo espontanea (8,17).

A evolucdo clonal do CCR reflete-se histologicamente pela sequéncia de lesdes pré-
malignas nas quais & possivel observar um aumento progressivo na forma atipica celular. Para
os tumores esporadicos colo-retais a progressao de adenoma para carcinoma, estima-se, que
decorra em aproximadamente 10 a 40 anos. A progressdo para uma situacdo maligna decorre
da inativacdo do gene APC, mutacdo do oncogene KRAS, com perda do cromossoma 18q que
contém os genes supressores tumorais SMAD2 e SMAD4 e perda do cromossoma 17p, que
possui 0 gene supressor tumoral TP53. A instabilidade cromossomal é proporcional ao
aumento de tamanho do tumor e a altera¢des de morfologia com tendéncia a atipia celular,

tal como se pode verificar na figura 2.6 (8).

X

Adenoma

Adenoma

Adenoma
Epitélio normal n inicial n intermédio avancado - Carcinoma
APC KRAS SMAD2, SMADS TP52
Chromosome 18g Chromosome 17p
LOH LOH

Instabilidade cromossomal

Figura 2.6 - Sequéncia cldssica adenoma-carcinoma. Adaptado de Hobbs et al. (2011)
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Mais recentemente surgiu uma sequéncia alternativa de lesdes histopatoldgicas que
conduzem ao carcinoma colo-retal, a sequéncia de neoplasia serrilhada (figura 2.7), associada

a mutagdes e metilagdes com lesdes pré-malignas comumente relacionadas com pélipos (8).

Epitélio normal

BRAF Metilagdo MLH1

CIMP Instabitidade do microssatélite

Figura 2.7 - Sequéncia de neoplasia serrilhada. Adaptado de Hobbs et al. (2011) (8).

Aproximadamente 10 a 15% do CCR esporadico segue uma via genética alternativa de
carcinogénese, caraterizada pela hipermetilacdo do promotor MutLHomolog 1 (MLH1) com
formacdo de varios microssatélites. A presenca de instabilidade causada por microssatélites
tem sido associada a melhores progndsticos, mas também perda de resposta ao fluorouracilo
(5-FU). H3 que ter em conta que ainda assim, 20% dos CCR mantém um caridtipo
cromossomal normal e, nesse sentido, importa analisar eventuais fatores de risco.
Relativamente as alteragBes que conduzem a invasdo do tumor, estas encontram-se ainda
por esclarecer. A perda da fungdo da E-caderina, um componente das juncdes entre as
células, € um dos fatores associados a invasdao cancerigena (8).

A localizacdo de um tumor retal é usualmente indicada pela distancia entre o anel
ano-retal e a delimitacdo inferior do tumor. O cancro colo-retal desenvolve-se no intestino
grosso, lentamente, em periodos de 10 a 20 anos e muitos deles com inicio em crescimento

nao cancerigenos de podlipos (23).
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2.3. Fatores de risco

Sdo vérios os fatores que influenciam o risco de CCR. Os fatores de risco ndo
modificaveis incluem a histéria pessoal ou familiar de CCR, pdélipos adenomatosos e historia
pessoal de doenca inflamatdria intestinal crénica (17). Por outro lado, os fatores de risco
modificaveis incluem o sedentarismo, obesidade, consumo elevado de carnes vermelhas e/ou
processadas, habitos tabagicos e consumo moderado a elevado de alcool (24).

Cerca de 20% dos individuos com CCR apresentavam um parente proximo
diagnosticado com a doenca, sendo que, para individuos com parentes em primeiro grau com
histérico de CCR ha um risco de 2 a 3 vezes superior de desenvolver a doenca e em casos de
diagnostico em idades precoces o risco para o familiar direto aumenta 3 a 6 vezes (17).
Verificou-se que cerca de 5% dos pacientes com CCR apresentam um sindrome genético bem
definido que causa a doenca e, nesse sentido, o reconhecimento de uma possivel sindrome
familiar de CCR é essencial para a gestdo da patologia. Neste tipo de situacdo os tratamentos
incluem o aconselhamento genético, testes genéticos e rastreios para o cancro (8,17).

Existem evidéncias que os programas de vigilancia sdo efetivos na reducdo da
mortalidade por CCR e, por isso, importa aplicar protocolos padronizados de forma a recolher
a informacdo relativa a historia familiar do doente em cuidados de salde primarios para que

seja possivel uma resposta rapida e adequada a cada situacdo (25).

2.3.1. Historia hereditaria e familiar

Polipose familiar adenomatosa (FAP)

A incidéncia de pdlipos no intestino delgado é muito baixa na populacdo em geral, mas
estd significativamente aumentada em sindromes de polipose hereditdria, tais como a
polipose familiar adenomatosa (FAP). Esta sindrome é causada por uma deficiéncia
hereditdria autossomica dominante no gene APC, um gene supressor tumoral cldssico (26). A
polipose no célon é a segunda principal sindrome predisponente para CCR e a manifestacdo
clinica de CCR mais documentada, levando quase todos os pacientes a carcinoma colo-retal.
No entanto, representa aproximadamente apenas 1% de todos os tumores colorectais
(17,27). A prevaléncia desta manifestacdo clinica ¢ de 1 em 14000 e carateriza-se pela

presenca de um valor igual ou superior a 100 adenomas no célon. A detecdo ocorre
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maioritariamente durante a adolescéncia e a maioria dos portadores dos genes apresentam
poélipos aos 40 anos (8).

A colectomia profildtica é recomendada apds a adolescéncia (26). Caso os testes
indiguem que o individuo é portador, deve ser feita uma vigilancia anual a partir dos 12 anos
e se se verificar uma presenca consideravel de pdlipos deve ser discutida uma intervencdo. A
consciencializacdo clinica, vigilancia regular e investigacdo molecular, permite que quase

todas as mortes por CCR em casos herdados de FAP possam ser evitadas (8).

Sindrome de Lynch

O sindrome de Lynch, também denominado de cancro do cdélon hereditario sem
polipose é o sindrome mais comum no CCR, observado em cerca de 1 a 20% dos CCR e o
diagnostico baseia-se na historia familiar ndo dependendo da observacdo do intestino, ao
contrario da FAP. Esta situacdo clinica tem uma idade média de diagndstico a rondar os 45
anos e deriva de mutacGes em quatro genes de reparacao: MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Caso
ambas as copias do gene se encontrem mutadas, a célula apresenta um défice no mecanismo
de reparacdo do DNA das células somdticas (8,17). Para elucidar relativamente ao risco

oncologico neste tipo de sindrome é apresentada a figura 2.8.

Trato renal (2-6%)

Adenocarcinoma do intestino T =
delgado (1-2%) {3 )
w,

Ovidrio (1-6%)

Colo-retal

Endometrial

Masculino | Feminino | _§ —
Feminino

ldade > 50 45% 20%

ldade > 50 10%

ldade > 70 70% 35%

ldade > 70 40%

Figura 2.8 — Risco oncoldgico em CCR sem polipose. Adaptado de Hobbs et al. (2011)
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Hereditariedade sem desordem genética reconhecida

Além destes sindromes, existem ainda evidéncias que revelam uma tendéncia
hereditaria na etiologia da doenca. Assim sendo, pode ser feita uma analise tendo em conta a
histéria familiar, na qual se avalia a frequéncia de um mesmo tumor na familia, idade de inicio
de tumor precoce, multiplos tumores primarios e associacdes reconhecidas, tal como é o

exemplo do adenocarcinoma colo-retal e do endomeétrio (8).

2.3.2. Histdria clinica pessoal
Independentemente da histéria familiar, verifica-se um risco aumentado de
desenvolver a doenca quanto mais precoce for a verificacdo de pdlipos adenomatosos largos
e numerosos e caso se verifique uma colite ulcerativa ou evidéncias de doenga de Crohn, uma
condicdo prolongada de célon inflamado por longos periodos de tempo. Além disso, estudos
tém concluido que pacientes com diabetes tipo 2 podem estar sob um risco aumentado de
desenvolver CCR, em parte devido ao risco de obesidade e estilo de vida sedentdrio inerente

(28).

2.3.3. Fatores de risco comportamentais
De um modo geral, ha fatores indicativos suficientes para sugerir que varios
comportamentos relacionados com o estilo de vida estdo associados a um aumento do risco
de CCR e, por isso, tudo indica que a adocdo de estilos de vida saudaveis podem reduzir o
risco de CCR em mais de um quarto. A tabela seguinte (tabela 2.2.) resume alguns dos

principais fatores de risco e medidas preventivas a adotar (8,17).
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Tabela 2.2 - Fatores de risco versus medidas preventivas no cancro colo-retal.

Adaptado de American Cancer Society (2014) (17, 29, 30, 31-34).

Fatores de risco Medidas preventivas
Sedentarismo Pratica de exercicio fisico regular
Excesso de peso/ Manutencdo de um peso saudavel
obesidade

Alimentacgado rica e variada
Alto consumo de carnes (Diminuicdo do consumo de carne vermelha e processada,
vermelhas e processadas = introducdo de frutas e legumes diariamente na alimentacdo, optar
por cereais integrais em detrimento de grdos refinados)
Habitos tabagicos Cessacdo tabagica
Habitos etandlicos Evitar consumo de bebidas alcéolicas
Elevado consumo de

‘ Realizacdo de rastreios
alimentos processados

Estudos recentes apontam para uma diminuicdo do risco de CCR em 25% em
individuos com atividade fisica; a reducdo no consumo de carnes vermelhas reduz o risco de

CCR e o consumo de 10 gramas de fibras por dia parece reduzir o risco de CCR em 10% (32).

2.5. Sinais e sintomas

Numa fase inicial, o CCR pode ndo apresentar quaisquer sintomas, razdo pela qual o
rastreio é extremamente importante (17). Os sinais e sintomas do CCR dependem da
localizagdo do tumor no intestino, isto é, se circunscrito ao colén ou reto (figura 2.9) ou se
decorre a existéncia de metdstases. Com o aumento do crescimento tumoral poderd ocorrer
sangramento e obstrugao do intestino. A principal sintomatologia inclui sangramento retal,
desregulacdo do transito intestinal com obstipacdo ou diarreia prolongada, melenas
detetdveis por fezes muito escuras, diminuicdo da espessura das fezes, perda de apetite,
perda de peso ndo intencional, célicas ou desconforto abdominal, nduseas ou vomitos. Além
disso, ha que ter em conta o sangramento retal ou anemia, com sintomatologia de fadiga e

fraqueza como fatores de risco em populacdo com idade superior a 50 anos (17,35).
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Figura 2.9 - Localizacdo e aparéncia de dois exemplos de tumores colo-retais.

Adaptado de Blausen Medical Communications, Inc (2013) (36).

2.6. Diagnéstico

Nas ultimas décadas, a incidéncia da doenga oncoldgica tem vindo a aumentar ndo sé
devido ao envelhecimento e ao estilo de vida, mas também gracas ao sucesso nas técnicas de
diagnostico precoce e, portanto, importa reforcar a adocdo de medidas preventivas,
nomeadamente os rastreios a populacdo (9). Recomenda-se a aplicacdo de testes de rastreio,
0s quais permitem ndo so a dete¢do do cancro numa fase inicial mas também a prevencgao do
CCR pela remocdo de pdlipos pré-cancerosos (3). O rastreio permite detetar pdlipos que
podem ser removidos antes de se tornarem cancerigenos assim como cancros em estadios
iniciais para os quais o tratamento é menos extensivo e mais eficaz. Existem diversas opc¢des
de rastreios, desde o teste do sangue oculto nas fezes até testes de ADN. Nas duas figuras
seguintes (figuras 2.10, 2.11) sdo mencionados alguns dos testes mais utilizados (1,17).

A sigmoidoscopia flexivel consiste numa endoscopia que examina o intestino a nivel
distal, isto é, reto e colon sigmdide onde cerca de metade dos adenomas e cancros se

encontram localizados (8).
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Figura 2.10 - Localizacdo de cancro no intestino e alcance comum do rastreio por

sigmoidoscopia flexivel. Adaptado de Hobbs et al. (2011) (8).

A colonoscopia dtica € um procedimento altamente sensivel que permite ndo sé uma
examinacdo completa de todo o célon mas também a remocdo de eventuais polipos num sé

procedimento e, por isso, é recomendada em adultos a partir dos 50 anos (1,8).

Colonoscopia

Figura 2.11 - Esquematizacdo do processo de colonoscopia. Adaptado de National

Cancer Institute (2015) (37).

Além destes, existe acolonografia, que diz respeito a uma modalidade imagiolégica de
exceléncia em situacdes em que a colonoscopia ndo é possivel. Apresenta cerca de 90%
sensibilidade e o risco de perfuracdo é bastante inferior ao da colonoscopia (8).

A idade média de diagndstico é os 69 anos em homens e 73 anos em mulheres e a
taxa relativa de sobrevivéncia a 1, 5 e 10 anos, relatada para individuos com CCR é de 83.2% e
64.3%, e 57,6% respetivamente. No entanto, verifica-se uma taxa de sobrevivéncia relativa de
90,1% quando o CCR é detetado num estadiamento localizado (3,17). O envolvimento de

orgdos adjacentes ou nédulos linfaticos diminuem significativamente a taxa de sobrevivéncia
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relativa a 5 anos (69,2%), e esta é diminuta quando atinge érgdos distantes (11,7%). Nesse
sentido € crucial uma detecdo precoce desta patologia. No entanto, verifica-se que apenas
59.1% da populagdo acima dos 50 anos efetua o rastreio de acordo com as orientacdes e,
consequentemente, apenas 39% dos pacientes sdo diagnosticados em fases locais, para as
quais o tratamento é mais eficaz (3). Importa, por isso, sensibilizar a populacdo para a
importancia do rastreio do CCR e para a adogdo de planos de salde preventiva ainda mais

eficazes.

2.7. Classificagdo da doenga

O estadiamento é essencial na determinacdo das escolhas de tratamento e acesso a
prognodstico. Uma classificacdo Util da doenca oncoldgica deve incluir as carateristicas do
tumor que permitam tentar definir o seu progndstico. O American Joint Committe on Cancer
(AJCC) e a Union Internationale Contre le Cancer (UICC) prevéem uma classificacdo baseada
nos trés grandes pilares da evolucdo de um tumor — TNM - isto é, o crescimento local do
tumor (T), o envolvimento de ganglios linfaticos do territéorio de drenagem (N) e a presenca
de metastases (M), definindo-se a sua presenga ou auséncia como M1 ou MO, tal como pode

ser evidenciado na figura 2.12 (17,39).
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Figura 2.12 - Estadiamento da doénga segundo TNM. Adaptado de National Cancer
Institute (2015) (19).

2.8. Terapéutica convencional

A cirurgia continua a tratar-se da forma mais antiga e ainda mais eficaz de tratar o
cancro ndo hematoldgico com intencdo curativa e a sua indicagdo pressupde uma neoplasia
limitada, sem metdstases a distancia. Em situacdes mais complexas, tais como o risco de
oclusdo ou hemorragia, a ressecdo cirurgica pode ter intencdo paliativa (39). Ao longo das
Ultimas décadas a tendéncia tem vindo a ser a de integrar as varias possibilidades, isto &,
cirurgia, quimioterapia e radioterapia, em sequéncia varidvel, com reducdo na agressao
cirdrgica quer por processos menos mutilantes quer por recurso a técnicas menos invasivas

(39).
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A terapéutica cistostatica pode ser classificada como quimioterapia de inducdo ou
neoadjuvante, isto é, de utilizacdo inicial com intencdo de obter a maior citoreducdo possivel
antes de uma intervengdo cirlrgica; quimioterapia de intensificacdo/consolidacdo; e
quimioterapia adjuvante apds uma cirurgia e/ou radioterapia, com intencdo curativa, com
vista a reduzir o risco de recaida e com o objetivo de eliminar eventuais micrometastases, tal

como se pode verificar na tabela 2.3 (8,39).

Tabela 1.3 - Resumo das opcdes terapéuticas no CCR. Adaptado de Hobbs et al. (2011)

(8).

Carcinoma in situ Estadio localizado Estadio regional Estadio distante
Por ndo haver Por se verificar Caso se verifique Caso se verifique
crescimento além da invasdo celular crescimento tumoral | disseminacdo para
regido de origem, com penetracdo através da parede orgdos ou tecidos
aconselha-se a cirurgia da parede do do intestino, deve distantes, o objetivo
para remocdo das células | intestino, a proceder-se a € prevenir a
de crescimento anormal, | ressecdo cirurgica | ressecdo do obstrucdo do
a polipectomia, isto &, para remocdo do | segmento em causa. | intestino e outras
remocdo de polipos ou tumor é o Se se verificar complicacGes.
excisdo local por indicado. disseminacdo, deve | Sempre que possivel,
colonoscopia. associar-se devem remover-se
Se dimensGes forem radioterapia e/ou cirurgicamente as
elevadas ou guimioterapia. metastases.
permanecerem células Se existir
apos polipectomia, disseminacado
sugere-se ressecdo do através dos nédulos
segmento afetado. linfaticos, deve

associar-se
guimioterapia.

No CCR é comum a quimioterapia neoadjuvante ou primaria por vezes associada a
radioterapia, com vista a alcancar resseccdo mais eficaz e com menor probabilidade de
recidiva (8,39). Em caso de doenga metastizada, opta-se pela quimioterapia paliativa, com
objetivo de aumentar o tempo de sobrevivéncia e reducdo dos sintomas decorrentes da
doenca (39). A radioterapia € uma opcdo vidvel quando existe proliferacdo entre tecidos
adjacentes e as opgdes terapéuticas assim como a sobrevivéncia variam em funcdo da
localizacdo do tumor e do estadiamento diagnosticado (17).

A cirurgia, utilizada para a remoc¢do do cancro e dos linfomas circundantes,

corresponde ao tratamento mais comum em estados iniciais (estado | e Il), sendo que se

2015 22




Nanomedicina na terapéutica do cancro colo-retal: A aplicagdo de lipossomas.

recorre em maior nimero a colostomia no caso do cancro retal (26%) do que para o cancro
no célon (7%) (3). No entanto, a cirurgia ndo é recomendavel em todas as situagdes. Para as
situacdes de doenca com estados mais avancados, recorre-se a quimioterapia, isolada ou em
combinacdo com radioterapia anterior ou posteriormente a cirurgia (3,17). Até ao presente, a
Unica cura € a completa remocdo cirdrgica do tumor primario, caso este seja diagnosticado
numa fase inicial, no entanto, verifica-se que mais de 45% destes pacientes ainda reincidem
devido ao surgimento de metdstases (40).

Relativamente a atividade dos citostaticos, estes podem classificar-se em agentes
especificos de fase, atuando em fases especificas do ciclo ou agentes ndo especificos de fase
com atuacdo independente do ciclo de divisdo das células. De um modo geral, os citotoxicos
apresentam uma janela terapéutica muito estreita e, por isso, existe uma proximidade entre
as doses toxicas e eficazes (39). Infelizmente, a acdo deste tipo de farmacos afeta ndo so as
células cancerigenas, mas também as células normais (17). De forma geral, consideram-se
como efeitos mais frequentes aos tratamentos oncoldgicos os apresentados na tabela

seguinte (tabela 2.4).

Tabela 2.4 - Principais efeitos secundarios da quimioterapia (17,39).

Toxicidade Depressdo das linhas hematopoiéticas, fadiga, aumento do risco de
hematoldgica infecBes, aumento do sangramento e hematomas perante lesdo;
g;s(z;(ilrflizfisal Nauseas, vomitos, diarreia, mucosite, perda de apetite;

Toxicidade Alopécia, alteragdo das unhas e pigmentacdo, descamacgdo, edema e
dermatoldgica erupgdes cutaneas, formacao de bolhas nos membros;

Toxicidade

Neuropatia sensitiva com dorméncia e formigueiro nos membros.

neuroldgica

O padrdo de cuidados para estes pacientes inclui a combinacdo de 5-fluorouracilo (5-
FU) e leucovorina. A esta combinacdo pode ser adicionado o irinotecano, formando um
esquema terapéutico denominado de FOLFIRI ou, por outro lado, pode ser adicionada a
oxaliplatina formando o esquema terapéutico referido como FOLFOX (40).

Nos ultimos anos, um numero de novas terapias tém sido desenvolvidas para o
tratamento do cancro, tendo em conta o conhecimento molecular e as alteracées envolvidas
na ocorréncia de cancro. Dentro destas, as mais visiveis sdao os anticorpos monoclonais

vetorizados para certas moléculas presentes nas células tumorais e que afetam o crescimento
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e progressio tumoral (8,17). E exemplo de anticorpo monoclonal utilizado no CCR, o
bevacizumab, inibidor da angiogénese por ligacdo ao VEGF, indicado em caso de
metastizagdo. Também o cetuximab tem sido utilizado em associagdao com rituximab e
panitumumab em CCR metastizado (3,39). Em seguida, serdo apresentados os principais

farmacos utilizados na terapéutica do CCR.

2.8.1. Antimetabolitos
Os farmacos pertencentes a esta classe tém em comum o facto de se incorporarem no
material genético ou de se combinarem irreversivelmente com enzimas celulares
importantes, interferindo com a divisdo celular e, consequentemente com a viabilidade da

célula (41).

- 5-fluorouracilo

5-FU é um andlogo da pirimidina que atua através da inibicdo da enzima
timidilatosintase e a sua administracdo conjuntamente com leucovorina potencia a sua
atividade (8). Trata-se de um pré-farmaco que necessita de ativacdo por uma série complexa
de reacGes de biotransformacdo em nucledtidos ribosil e desoxirribosil. Um desses
metabolitos, FAUMP, forma um complexo com a enzima timidilatosintase e o folato reduzido,
levando a inibicdo da sintese de DNA por falta de timina (42). Este farmaco é muito utilizado

no CCR, tanto em terapia adjuvante como em terapéutica para doenca avancada (17,42).

- Raltitrexed
Raltitrexed é um inibidor especifico da timidilatosintase (TS) impedindo que esta se
ligue ao seu cofactorfolato (43). A sua utilizacdo é limitada a pacientes intolerantes ao 5-FU

com CCR em estado avancado (8).

- Capecitabina

A capecitabina é um pré-farmaco do 5-FU que permite a administracdo por via oral, ja
que apresenta uma biodisponibilidade de 70 a 80%. O metabolito €, por sua vez hidrolisado
em 5-FU diretamente no tumor (8,42). A capecitabina pode ser utilizada em monoterapia ou

em combinacdo com outros (40).
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2.8.2. Camptotecinas
As camptotecinas sdo produtos naturais que inibem a atividade da topoisomerase |, a
enzima-chave na quebra e re-ligacao dos filamentos simples do ADN. A inibicdo desta enzima

resulta na lesdao do ADN (42).

-Irinotecano

O irinotecano é um pro-farmaco, convertido em SN-38, um potente inibidor da
topoisomerase |. Inicialmente, o irinotecano foi aprovado como monoterapia de segunda
linha em pacientes com CCR metastizado sem resposta ao 5-FU ou em primeira linha em

associacdo com 5-FU e leucovorina (8,42).

2.8.3. Andlogos da platina
Estes analogos sdo compostos de coordenacdo de platina, que inibem a sintese de
ADN pela formacado de ligagGes covalentes as bases do ADN, interferindo com a sua estrutura

e funcdo (11).

- Oxaliplatina

A oxaliplatina € um composto de platina de terceira geracdo com melhor perfil de
seguranca que a cisplatina que interrompe a replicacdo e transcricdo do ADN por alquilacdo
(42,44). A oxaliplatina é efetiva no tratamento do CCR, particularmente na presenca de
resisténcias ao 5-FU ou fraca resposta a cisplatina e carboplatina. Este composto age
sinergicamente com outros farmacos anticancerigenos, tais como o 5-FU, inibidores da
topoisomerase e inibidores de microtubulos e é recomendado em situacdes avancadas (8,11).
Este anticancerigeno tem-se revelado efetivo no tratamento do CCR avancado, no entanto a
sua aplicacdo é restrita devido a sua limitacdo de dose causada pela neurotoxicidade e pela

inativacdo dos canais de sédio (11,44).

2.8.4. Anticorpos monoclonais
Os anticorpos monoclonais podem ser utilizados como inibidores dos recetores dos

fatores de crescimento (45).
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- Bevacizumab

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um dos fatores angiogénicos mais
criticos uma vez que o crescimento de tumores primarios e metastaticos exige uma
vasculatura intacta. Nesse sentido, o VEGF e a sua via de sinalizacdo representam um alvo
para gquimioterapia. Este anticorpo monoclonal tem como alvo terapéutico todas as formas
de VEGF-A, impedindo a sua interacdo com os receptores-alvo do VEGF. Pode ser associado a
quimioterapia com 5-FU, irinotecano, e oxaliplatina no tratamento do CCR metastizado(42).
Kang et al. concluiram que a combina¢do de bevacizumab com FOLFIRI e FOLFOX tem
atividade em CCR metastizado com resisténcia a estes esquemas terapéuticos e estudos
retrospetivos sugerem a sua utilizacdo como primeira linha no cancro colo-retal metastatico

(CCRm) (40).

- Cetuximab

O recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) esta hiper-expresso em varios
tumores solidos. A ativacdo da via de sinalizacdo do EGFR resulta na ativacdo de varios
processos com consequente aumento do crescimento e proliferacdo celulares, invasao,
metastase e angiogénese. Além disso, esta via inibe a atividade citotdoxica de alguns
antineoplasicos e da radioterapia por mecanismos de inibicdo de apoptose e consequente
resisténcia celular a farmacos. O cetuximab é um anticorpo monoclonal, inibidor dos
recetores dos fatores de crescimento, dirigido ao dominio extracelular do EGFR, atualmente
aprovado para utilizacdo em casos refratarios ao irinotecano ou em associacdo a oxaliplatina
em situacGes de metastizacdo (42). A utilizacdo de cetuximab pode ser particularmente

vantajosa em pacientes com metastases do figado isoladas (8).

- Panitumumab

A utilizacdo de cetuximab e panitumumab, anticorpos monoclonais que se ligam ao
EGFR, tém revelado resultados promissores. Estudos clinicos tém demonstrado que a
atividade destes agentes é limitada a pacientes com tumores que expressam O oncogene

KRAS (46,47).
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- Aflibercept

O aflibercept é uma proteina de fusdo recombinante constituida por porcdes de
dominios extracelulares dos recetores 1 e 2 do VEGF humano fundidas com a porc¢do Fc,
fracdo cristalina, da imunoglobulina (IgG1) humana (8). O aflibercept atua como um recetor
chamariz soluvel que se liga ao VEGF-A com uma afinidade mais elevada do que os seus
recetores naturais e, consequentemente pode inibir a ligacdo e ativacdo destes recetores e
diminuir o crescimento e neovascularizacdo do tumor. Aflibercept, em associacdo com
quimioterapia com irinotecano/5-fluorouracilo/leucovorina esta indicado em adultos com
CCRm que é resistente ou tem progredido depois de um regime terapéutico contendo

oxaliplatina (48).

2.8.5. Outros farmacos

Outros farmacos tém sido associados a efeitos benéficos na terapéutica do CCR.

- Mitomicina
A mitomicina é utilizada no tratamento do cancro da mama e do trato gastrintestinal
superior (41). Trata-se de um agente alquilante com atividade no CCR utilizado em

combinacdo com 5-FU (8).

- Regorafenib

Trata-se de um agente administrado por via oral que bloqueia varias proteinas
quinases, entre as quais, as quinases envolvidas na angiogénese tumoral, oncogénese e no
microambiente tumoral. Em estudos pré-clinicos, o regorafenib demonstrou uma atividade
antitumoral potente num amplo espectro de modelos tumorais incluindo modelos de
tumores colo-retais 0s quais sdo mediados pelos seus efeitos antiangiogénicos e

antiproliferativos. Nesse sentido, estd indicado em cancro CCRm previamente tratado (41).

- Erlotinib
Tal como o regorafenib, também o erlotinib, um inibidor da tirosina quinase tem o
objetivo de obter uma acdo terapéutica num alvo especifico, com vista a controlar o

crescimento celular, sobrevivéncia ou angiogenése do tumor.
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Segundo a compilacdo de protocolos de quimioterapia de 2015 deKuehr e tal., existem

varias combinacdes possiveis para a terapéutica do CCR, tal como se pode observar na tabela

B do Anexo B. De seguida, na tabela 2.5, serdo apresentados resumidamente os farmacos

mais utilizados na quimioterapia aplicada ao CCR e os efeitos téxicos a eles comumente

associados.

Tabela 2.5- Principais farmacos utilizados na quimioterapia do CCR (8,41,42,46).

Classe farmacoldgica Agente Toxicidade relativa
Antimetabolitos 5- Nduseas, mucosite, diarreia, depressdo da medula
Fluorouracilo ossea, neurotoxicidade, eritema palmar plantar.
Raltitrexed Leucopenia, anemia, nauseas, diarreia, vomitos,

obstipacdo e dor abdominal, erupgdo cutanea,
mucosite.

Capecitabina

Nduseas, vomitos, diarreia, mielosupressao

Inibidores dos
recetores dos fatores
de crescimento

Cetuximab Exantema cutaneo, doenca pulmonar intersticial,
reacdo de hipersensibilidade, hipomagnesémia.
Panitimumab Rash cutaneo, hipomagnesémia.

Bevacizumab

Hipertensdo, eventos tromboembdlicos arteriais,
perfuracbes gastrointestinais, complicacdo na
cicatrizacdo de feridas.

Camptotecinas Irinotecano Diarreia, nauseas, célicas, vomitos, depressdo da
medula dssea, sudorese, e alopécia.
Agentes alquilantes | Oxaliplatina Neuropatia Sensorial periférica,mielosupressao.
Agentes anti- Aflibercept Leucopenia, diarreia, neutropenia, proteinuria,
neovascularizagdao estomatite, fadiga, trombocitopenia, hipertensao,
perda de peso, apetite diminuido, epistaxis, dor
abdominal, disfonia, aumento da creatinina sérica e
dor de cabega.
Citotéxicos que se | Mitomicina Toxicidade da medula dssea, fibrose pulmonar e

intercalam no ADN

insuficiéncia renal.

Inibidor das proteinas
quinases

Regorafenib

Efeitos hepaticos, hemorragia, isquémia cardiaca e
enfarte do miocdrdio, hipertensdo, dificuldade na
cicatrizacdo de feridas, reacdo cutdanea mao-pé.
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Capitulo 3

Nanomedicina

Entende-se por nanotecnologia, a manipulacio de materiais numa escala
supramolecular. Esta envolve odesign, producdo, caraterizacdo e aplicacdo de materiais em
escala nano, providenciando novas e avancadas tecnologias que permitem estudar
macromoléculas em tempo real e, desta forma, detetar de forma mais rapida e sensivel
alteracGes. Uma vez adaptada esta tecnologia a medicina, isto é, a nanomedicina, apresenta
um forte potencial na detecdo de eventuais patologias, assim como na criagdo de novos e
efetivos agentes terapéuticos (49-52).

Um nandmetro corresponde a 1x10~° metros e uma largura de cerca de 5 4tomos,
dimensdes tdo infimas que importa relativizar, para tentar conceber a sua dimensao, tal como

pode ser visivel na figura 3.1 (49).
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Figura 3.1 - Figura ilustrativa das nanoestrututuras utilizadas na nanomedicina e do

seu tamanho relativizado. Adaptado de British Society for Nanomedicin (2015) (53).
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As nanoparticulas tém sido utilizadas na biologia e medicina ha mais de 50 anos.
Inicialmente eram chamados de coldides, emulsdes ou aerossois, e incluiam muitas
suspensdes naturais realizadas manualmente. Além da imagiologia e da detecdo, a
vetorizacdo de nanoestruturas oferece a oportunidade de criar novas abordagens no
tratamento de tumores tais como o CCR (12).

Avancos recentes na investigacdo ao nivel da nanotecnologia abrem um vasto
potencial no desenvolvimento de sistemas de libertacdo de farmacos eficientes e com mais
vantagens, dos quais os lipossomas se tém tornado uma importante ferramenta ndo so6 pela
vetorizacdo de farmacos para a terapéutica, mas também como agentes de contraste
imagioldgico, atingindo os alvos especificos com maior efetividade, minimizando os efeitos
adversos e aumentando a eficacia terapéutica (6,12,50).

A titulo de resumo, apresentam-se as principais aplicacdes dos materiais de escala

nano, na medicina, na figura 3.2.

- Nanomedicina _

Figura 3.2- AplicagBes médicas da nanotecnologia. Adaptado de Malsch I, Emond C

(2014) (50).

3.1.  Aplicagao da nanomedicina em oncologia

Doengas do trato gastrointestinal, tal como o CCR, apresentam alvos terapéuticos para
a libertacdo de farmaco, onde se deseja a minima absorcdo sistémica e os niveis maximos de
farmaco na parede intestinal. O trato gastro intestinal apresenta um ambiente severo para 0s
farmacos, devido ndo so as variacGes de pH, mas também as varias enzimas. Além disso,
conta ainda com a resposta imunitdria, o efeito de primeira passagem com a metabolizacdo
no figado, variagcdes na permeabilidade intestinal e as interacdes com os alimentos e o muco.
A absorcdo de farmacos ndo especifica e a clearance requerem altas doses, o que pode
resultar em alta toxicidade (6).

Fanciullino evidenciou os defeitos no endotélio capilar da vasculatura tumoral que
possui uma organizacdo frouxa e lumen dilatado gerando espacos com tamanho entre os 200

a 600 nm. Nesse sentido, lipossomas de 100 nm de didmetro podem perfeitamente
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extravasar e acumular-se no espaco intersticial do tumor. Tal como se pode verificar na figura
3.3, 0s vasos angiogénios crescem rapidamente mas de forma anormal, o que cria espacos
com drenagem linfatica irregular e imatura. Como resultado disso, particulas com dimensao
inferior a 200 nm acumulam-se preferencialmente no intersticio tumoral. Apds a extravasao
ha uma captacao intracelular do lipossoma vetorizado facilitada por recetores mediadores da

endocitose (54).

Drenagem linfatica

diminuida >
Vasculatura

fenestrada K - c/
Endotélio a y — ¢ g

Vasos sanguineos

saudavel

Tecido saudavel

Endocitose mediada por receptor

TRENDS in Biotechnology

Figura 3.3 - Esquematizacdo do efeito de permeabilidade e retencdo (EPR). Adaptado
de Noble et al. (2014) (54).

Devido a seletividade do tumor, o efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) aumenta
e é essa a razao pela qual os lipossomas sdo vetorizados passivamente para o tecido tumoral,
levando ao aumento da acumulagdo do lipossoma no intersticio do tumor gragas a uma
melhor utilizacdo das anormalidades vasculares de tumores sdlidos (55,56). Esta
permeabilidade microvascular dos tumores permite uma dindmica de transporte de fluidos e
moléculas anormal com aumento do extravasamento de moléculas com determinadas
dimensdes, tais como, farmacos macromoleculares ou lipossomas, conduzindo a uma
acumulacdo preferencial no tecido tumular ao invés do tecido normal. Posto isto, nos
tumores sélidos, o efeito EPR é considerado o fenédmeno universal pelo qual os lipossomas
sdo vetorizados passivamente para o tecido tumoral, levando a acumulacdo do lipossoma no

intersticio do tumor e inibicdo eficiente do crescimento tumoral (57).
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No caso da difusdo passiva hd uma libertacdo na matriz extracelular com difusdo
através do tecido, enquanto, por outro lado, tal como se pode verificar na figura 3.4, na
vetorizacdo ativa, caso o farmaco extravase para o tecido tumoral, a presenca de ligandos
vetorizados facilitam a sua interagdo com os recetores presentes nas células tumorais levando

a uma maior acumulacdo e captacdo seletiva por endocitose mediada por recetores (58).

g

Tecido tumoral
Células endotellals %

I
Vetorizac3o passiva g Libertagdo extracelular do farmaco
- _ ]

Vetorizacao ativa

Endocitose mediada por recetor
Vasos

°O sanguineos | -
) o= L= o™ "’.

Vasculatura fenestrada

NPs vetorizadas

‘ -

Figura 3.4 - Vetorizacdo passiva versus vetorizagao ativa de nanossistemas. Adaptado

de Domb et al. (2014) (58).

A aplicacdo da nanotecnologia no diagndstico e tratamento do cancro colo-retal tem
sido uma promessa no aperfeicoamento dos métodos convencionais assim como no incentivo
para o desenvolvimento de novas abordagens. No que diz respeito ao diagndstico, sistemas
nanotecnologicos podem ser aplicados a detecdo in vitro, por exemplo, pelos testes ao soro
sanguineo ou ainda in vivo, através da imagiologia e da administracdo de agentes
imagioldgicos(12). Desta forma, gracas a nanotecnologia torna-se possivel desenvolver novos
agentes com novos papeéis em processos ndo-invasivos que permitem a detegdo,
estadiamento e controlo dos pacientes com cancro (59).

No que diz respeito a terapéutica, a vetorizacdo de nanoestruturas oferece potenciais

solucBes para as limitacdes das modalidades padrdao adotadas na quimio e radioterapia,
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nomeadamente ao nivel do dano dos tecidos sauddveis tanto na proximidade como
afastados, das doses clinicas limitadas pela toxicidade, com vdrias restricdes a eficacia do
arsenal terapéutico atualmente disponivel. No desenvolvimento pré-clinico, nanoestruturas
vetorizadas especificamente para moléculas expressas pelo tumor tém sido utilizadas para
aumentar a especificidade da entrega de citotodxicos e limitar os danos colaterais no tecido
saudavel. Assim sendo, as nanoestruturas tém sido utilizadas em conjunto com anticorpos,
proteinas e ligandos vetorizados para recetores especificamente associados ao tumor
permitindo uma eficacia farmacoldgica e clinica superior bem como uma diminuicdo de
eventos adversos em modelos animais. Neste contexto, lipossomas vetorizados tém mostrado
acumulacgdo efetiva em células cancerigenas colo-retais de modelos animais (12).

Ao longo das Ultimas décadas, os lipossomas tornaram-se um ponto focal no
desenvolvimento de sistemas de libertacdo de farmacos. Novos lipossomas, com novos
constituintes abriram a possibilidade de tratamento seguro e eficiente para muitas doencgas,
entre as quais o cancro, por prolongarem o tempo de circulacdo ou entrega de farmaco

especificamente num alvo terapéutico (6).

3.2 Nanossistemas aplicados a medicina
S3o inUmeros os nanossistemas a que a medicina recorre. Estes podem ser
classificados como nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoparticulas
ceramicas, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas compostas por metais, micelas
poliméricas, dendrimeros e lipossomas (60).
De um modo geral entendem-se como nanossistemas aqueles que apresentam
diametros de 1 a 1000 nm (61). O foco deste trabalho prende-se com a aplicacdo de

lipossomas e, por isso, serdo o sistema mais extensamente abordado.

3.2.1. Lipossomas aplicados na terapéutica do cancro colo-retal
Os lipossomas foram inicialmente descritos por Bangham e colaboradores em 1965 na
Universidade de Cambridge, correspondendo a sistemas coloidais que consistem em vesiculas
formadas por uma bicamada lipidica que encerra um nucleo aquoso. Sdo estruturas esféricas
constituidas por uma ou mais bicamadas de fosfolipidos anfipaticos, isto &, que possuem uma
extremidade hidrofilica e duas caudas hidrofébicas. Pelo facto de possuirem tanto uma fase

lipidica como uma fase hidrofilica, estes constituintes agrupam-se em presenca de agua.
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Formam-se assim os lipossomas por interacdo hidrofilica e hidrofdbica entre os fosfolipidos,
constituindo uma cavidade hidrofilica e uma dupla membrana hidrofébica, estruturas que
podem ser utilizadas na encapsulacdo, transporte e libertacdo de materiais sollveis tanto em
agua como em lipidos (61).

Na sua composicdo podem ser utilizados fosfolipidos de carga neutra como por
exemplo a fosfatidilcolina; anidnicos, como o d4cido fosfatidico, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina e fosfatidilglicerol; ou ainda catidnicos, como a estearilamina. Em
funcdo da sua composicdo, a elasticidade e rigidez da estrutura sofre alteracdes e, por isso, o
colesterol faz muitas vezes parte da bicamada de fosfolipidos dos lipossomas. A dimensao,
biocompatibilidade e propriedade anfifilica dos lipossomas tornam-nos compativeis com
membranas celulares, permitindo uma libertacdo lenta e continua dos farmacos
encapsulados, pela infiltracdo ou degradacdo dos lipossomas, levando a uma reducdo no
metabolismo e excrecdo do farmaco e consequentemente prolongando o seu periodo de
acdo (11).

Cada bicamada fosfolipidica é designada de lamela e em funcdo do numero de
bicamadas, os lipossomas podem ser classificados como unilamelares ou multilamelares. Os
lipossomas podem ainda ser classificados em funcdo do seu tamanho, os unilamelares
pequenos (SUV) possuem um didmetro entre os 20 e 40 nm e os grandes entre os 40 e 80
nm. Por outro lado, os lipossomas multilamelares podem adotar dimensdes entre 1 um e 200
um (62).

Relativamente a sua preparacao, o método aplicado para tal ird influenciar o tamanho
e numero de camadas obtido, sendo os métodos mais comuns a hidratacdo de um filme
lipidico seco e a injecdo de um solvente organico no qual os lipidos estdo dissolvidos. Na
preparacdo de lipossomas existem passos comuns: a secagem dos lipidos dissolvidos no
solvente organico por evaporacdo do mesmo; dispersdo dos lipidos em meio aquoso;
purificacdo do lipossoma resultante e analise do produto final (63). O método de hidratacdo
de um filme lipidico seco consiste na adicdo de um meio aquoso que geralmente contém o
farmaco (dgua, uma solucdo tampdo ou salina), a um filme lipidico seco, sob temperatura
controlada. A modulacdo da temperatura faz com que os lipidos se encontrem altamente
hidratados e permite um controlo da sua rigidez. Em combinacdo com a agitacdo durante um
periodo minimo de uma hora, permitira a obtencdo de uma dispersdo de vesiculas

maioritariamente multilamelares. Com vista a reducdo da dimensdo destas vesiculas recorre-
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se posteriormente a um processo de sonicacdo ou extrusdo. A sonicacdo consiste na
exposicdao das vesiculas multilamelares a ondas ultrassénicas conduzindo a formagdao de
vesiculas de menor dimensdo, enquanto a extrusdo diz respeito a passagem das vesiculas
multilamelares através de pequenos orificios com dimensdes bem definidas, que induzem a
sua divisdo (63).

No método de injecdo de um solvente organico, os lipidos sdo dissolvidos em solvente
organico, tal como o éter dietilico ou uma mistura de éter e metanol, a solucdo é lentamente
adicionada a fase aquosa, na qual se encontra o material a ser encapsulado sob temperaturas
entre os 552C e os 659C ou pressdo reduzida, e em seguida, procede-se a extracdo do
solvente da mistura por evaporagdo do solvente (63).

As principais vantagens que tém sido apontadas a utilizacdo de lipossomas,
sumarizadas na tabela 3.1, consistem na sua habilidade para controlar a taxa de libertacdo
dos materiais incorporados, bem como para fazer a sua entrega no local e tempo pretendido.
Além disso, os agentes encapsulados em lipossomas mostram genericamente melhorias na
estabilidade farmacocinética, uma melhor distribuicdo, aumento de bioatividade e
biodisponibilidade, maior acumulagdo nos alvos, menor toxicidade no tecido normal e torna-
se possivel distribui-los em dareas usualmente inacessiveis para farmacos ndo-encapsulados

(11,61,64).

Tabela 3.1 - Vantagens e desvantagens da utilizacdo de lipossomas (60,65—67).

Vantagens dos lipossomas Desvantagens dos lipossomas
- Aumento da eficdcia terapéutica do farmaco; - Baixa solubilidade;
- Aumento do indice terapéutico do farmaco; - Curto tempo de semi-vida;
- Aumento da estabilidade por encapsulacdo; - Risco de oxidacdo e reacgdes de
- Protecdo do farmaco da degradacao; hidrélise;
- Flexiveis, biocompativeis, biodegradaveis; - Risco de fugas e fusdo das
- Reducgdo da toxicidade dos agentes encapsulados; moléculas encapsuladas;
- Diminuicdo da exposicdo de tecidos saudaveis; - Custo de producdo elevado.

- Melhores parametros de distribuicdo;

- Prolongamento da libertagdo do farmaco;

- Aumento da biodisponibilidade do farmaco;

- Permite incorporacdo de ligandos especificos;

- Permite entrega de farmaco direcionada a um alvo;
- Maior precisao na vetorizagao;

- Formulagdo apropriada a forma de administragao.
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Desde que os lipossomas foram inicialmente descritos, a sua producdo tem evoluido
desde lipossomas simples (Figura 3.5A) a lipossomas vetorizados passivamente (Figura 3.5C)
vetorizados ativamente (Figura 3.5D, 3.5E) com componentes lipidos varidveis, mecanismos

que despoletam a libertacdo do farmaco (Figura 3.5B) e conjugacdo de moléculas (6,11).

Figura 3.5 - llustragcdo esquematica dos principais tipos de lipossomas.A- lipossomas
tradicionais; B- lipossomas com moléculas desestabilizadoras ou componente lipidico
adicional; C- lipossomas vetorizados passivamente; D- lipossomas vetorizados ativamente; E-
lipossomas vetorizados ativamente com ligandos para alvos diferentes. Adaptado de Zhang et

al. (2013) (6).

Estudos prévios demonstraram que lipossomas modificados poderdo ser sistemas de
libertacdo de farmacos mais efetivos (6,11). Segundo Yang e Fu, em 2014, em funcdo das suas
propriedades, os lipossomas podem ser divididos em trés grupos: lipossomas de longa
circulacdo (stealth); lipossomas de vetorizacdo ativa; e lipossomas com propriedades
especiais (11). A superficie dos lipossomas pode ser modificada de modo a atribuirnovas
capacidades. Exemplos deste efeito consistem naPEGuilacdo do lipossoma, ou nautilizacdo de
ligandos tais como anticorpos, péptidos, proteinas, hidratos de carbono ou outras moléculas
de dimens@es reduzidas com vista a promover a endocitose mediada por recetores, tal como

se pode observar na figura 3.6 (54).
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Figura 3.6 - AlteracOes aplicadas a lipossomas para otimizar a sua funcdo como

sistemas de libertacdo de farmacos. Adaptado de Noble et al. (2014) (54).

Devido as vantagens apresentadas, os lipossomas sdo um promissor sistema de
libertacdo de farmacos que pode ser usado para encapsular efetivamente farmacos
anticancerigenos, oligonucledtidos para a terapia génica, péptidos para o tratamento de
doencas infeciosas, antigénios para a estimulacdo da resposta imunitaria, assim como
radiofarmacos para imagiologia e radioterapia vetorizada (64).

Os lipossomas permitem uma fusdo com as membranas celulares através da qual
ocorre a libertacdo do conteudo do lipossoma no interior das células ou, em alternativa, pela
captacdo dos lipossomas, permitem a incorporacao dos seus fosfolipidos na membrana
celular com libertacdo do farmaco no meio celular. Sabe-se que a quimioterapia convencional
nao é absolutamente satisfatoria devida, em parte, ao facto do farmaco nao atingir o local
ativo numa concentracdo efetiva, o que implica doses elevadas, com efeitos secundarios
muito adversos para o doente. A vetorizacdo dos farmacos para as células tumorais podera
permitir ultrapassar essa limitacdo, o que sera vantajoso para o tratamento do cancro. Nesse
sentido, os lipossomas tém sido propostos como sistemas de libertagcdo de moléculas
anticancerigenas cuja entrega de farmaco anticancerigeno em tumores é otimizada gracas a
alteracBes na biodistribuicdo dos farmacos a eles associados (55).

O CCR apresenta uma taxa elevada de novos casos anualmente e a quimioterapia

convencional é muitas vezes limitada pelos efeitos téxicos a ela associada, pelo que as
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formulacdes lipossomaissdao ferramentas Uteis para o desenho de alternativas terapéuticas.
Estes novos sistemas sdo mais eficientes e seguros, permitindo aumentar a eficacia
terapéutica e reduzir os efeitos limitantes neste tipo de patologia (6).

Antes de mais importa esclarecer algumas defini¢cdes. Os investigadores tém vindo a
reconhecer que o mesmo farmaco quando combinado com outros a diferentes racios pode
obter diferencas significativas nos resultados obtidos, tanto em termos de seguranca como de
eficacia. Assim sendo, em funcdo do racio da combinag¢do podemos ter: efeito aditivo, no qual
se verifica que o efeito anticancerigeno dos farmacos é igual a soma dos farmacos
individualmente; efeito sinergético, que se carateriza pelo facto da combinag¢do de farmacos
ser melhor do que a soma dos efeitos individuais de cada farmaco; e efeito antagonista que
se define pela diminui¢do do efeito quando os farmacos estdo combinados, relativamente aos
farmacos individualizados (68).

Existem varios tipos de lipossomas e, no entanto, ndo existem atualmente normas
uniformes em relacdo a sua aplicacdo, por isso a sua selecdo deve ser realizada de acordo
com as especificidades dos tratamentos ou requisitos experimentais (11). Nesse sentido, sdo
apresentados alguns exemplos relativos aos diversos tipos de lipossomas aplicados

naterapéutica do CCR.

3.2.1.1. Lipossomas vetorizados passivamente

Tal como ja foi mencionado, comparativamente aos tecidos normais, a prematuridade
dos capilares e imaturidade do sistema linfatico no tecido tumoral permitem a passagem de
macromoléculas para o tecido tumoral com extravasamento de lipossomas em alta
concentracdo em tecidos tumorais por longos periodos de tempo (11,55). Devido a estas
carateristicas, os sistemas de libertacdo de dimensGes nano apresentam capacidade de
atravessar o endotélio capilar e entrar no espaco intersticial. Osespacos entre as células
endoteliais do tecido tumoral tém um tamanho que varia de 100 a 780 nm, em 0posi¢cdo ao
endotélio normal, cujos valores oscilam entre 5 e 10 nm. Os lipossomas, ao contrario de
moléculas de baixo peso molecular, sdo retidos no tumor, ja que ndo experimentam uma re-
entrada na circulacdo por difusdo, resultando na sua acumulagdo em ambiente tumoral (69).

Nesse sentido, a vetorizagdo passiva usufrui das propriedades fisiopatoldgicas do
tecido tumoral para permitir uma maior acumulacdao no tecido tumoral alvo. Embora os

lipossomas convencionais compostos exclusivamente por fosfolipidos naturais apresentem
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atividade, tém sido feitos esforcos com o objetivo de melhorar as suas carateristicas e
funcionalidades, uma vez que estes continuam a ser absorvidos e eliminados pelo sistema
reticulo-endotelial (SRE) in vivo (6).

Para tal, os sistemas de transporte de farmacos devem possuir trés carateristicas
principais: dimensdes bastante inferiores a 400 nm para permitirem uma extravasao eficaz
através das fenestracGes da vasculatura, superiores a 10 nm para evitarem a filtracdo pelos
rins, e inferiores a 100 nm para evitarem a captura especifica pelo figado. Assim sendo, de um
modo geral, os nanossistemas utilizados para a entrega de farmacos possuem dimensdes
entre 10 e 100 nm. Além disso, a carga da particula deve ser neutra para permitir uma evasao
eficiente a eliminacdo renal e os nanocarregadores devem possuir carateristicas que
minimizem o seu reconhecimento pelo SRE, que destréi material exdégeno através de
opsonizacdo e fagocitose (70).

Com o objetivo de combater a rapida remocdo dos lipossomas da circulacdo sanguinea
tem sido investigada a modificacdo dos componentes dos lipossomas com vista a aumentar a
sua biodisponibilidade (6). Nos lipossomas stealth hd uma modificacdo da conformacdo da
superficie pela adicdo de ganglidsidos ou derivados do polietilenoglicol (PEG) a estrutura da
bicamada fosfolipidica (11,60,71-75). Tal como se pode observar na figura 3.7, os lipossomas
“stealth” sdo caraterizados por uma ancora hidrofébica formada por fosfolipidos, acidos
gordos ou colesterol; um conector, constituido por grupos fosfato, éster, amidas entre
outros; e um polimero hidrofilico, tal como polietilenoglicol, acido poliamino, entre outros

(76).

s NSNS

Ancora hidrofébica Conector Polimero hidrofilico

Figura 3.7 - Esquematizacdo da constituicdo de um lipossoma "stealth". Adaptado de

Surface engineering of liposomes for stealth behavior,2013 (76).

Estes lipossomas possuem uma cadeia flexivel que ocupa o espaco imediatamente
adjacente a superficie do lipossoma, excluindo outras moléculas deste local e, de entre as
varias vantagens que possuem (tabela 3.2), previnem que as opsoninas presentes no plasma

sanguineo se liguem a superficie do lipossoma e que este seja reconhecido e eliminado pelo

2015 39



Nanomedicina na terapéutica do cancro colo-retal: A aplicagdo de lipossomas.

sistema imunitario, prolongando o seu tempo de semi-vida (76). Varios estudos tém
concluido assim que a conjugacdo de PEG aos lipossomas reduz o reconhecimento pelos
fagdcitos, melhora os parametros farmacocinéticos, aumenta a estabilidade bioldgica, diminui
a rapida eliminacdo do organismo pelo SRE e prolonga o tempo de circulacdo do farmaco.
Adicionalmente, os lipossomas com PEG exibem um aumento do EPR dos nanolipossomas

através dos espagos existentes na vasculatura do tumor em modelos animais de tumores (64).

Tabela 3.2 - Vantagens da utilizacdo de lipossomas vetorizados passivamente

(11,54,60,71-75).

Vantagens da utilizacdo de lipossomas vetorizados passivamente
-Diminui¢do do reconhecimento pelo sistema imunitario;
-Diminuicdo da absorc¢do ndo especifica pelas proteinas do soro;
-Aumento do tempo de semi-vida;

-Reducdo da clearance;

-Prolongamento do tempo de circulagdo;

-Aumento da estabilidade do lipossoma;

-Reducdo da toxicidade relativa;

-Aumento da eficacia de encapsulacdo.

Este tipo de lipossoma de vetorizacdo passiva tem alcancado efeitos satisfatorios em
diversos ensaios realizados (11,60,71-75). No entanto, ha que ter em conta que a densidade
em PEG determina a estrutura do lipossoma (54). APEGuilacdo excessiva podera afetar o
balanco de hidrofilia e hidrofobia, quebrando a integridade da superficie da bicamada lipidica,
enquanto uma baixa concentracdo de PEG poderd aumentar a captacao pelo SRE com
consequente eliminacdo renal e, por isso, a aplicacdo clinica das formulacdes é essencial para
perceber a sua viabilidade in vivo (64). Nesse sentido, sdo apresentados em seguida alguns
dos estudos referentes a aplicacdo deste tipo de lipossomas na terapéutica do CCR.

Testou-se a eficacia de lipossomas convencionais compostos por fosfatidilcolina de
soja hidrogenada e colesterol carregados compaclitaxel (PTX) (90:10:8, racio molar) perante
lipossomas PEG carregados com PTX mas desta vez constituidos porfosfatidilcolina de soja
hidrogenada, colesterol edistearoil de fosfatidiletanolamina-N-polietilegnoglicol (DSFE-PEG)
na sua composicdo (90:10:5:8) com uma dimensdo de 100 nm e preparados por hidratacdo
do filme hidrico. Quando testados as células C26, carateristicas de carcinoma coloretal,
inoculadas em ratinhos os resultados mostraram um aumento na estabilidade in vivo, na

entrega do farmaco no tecido tumoral e do efeito anticancerigeno (77).
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Quando testada a formulagdo lipossomalDSFE-PEGcarregada comoxaliplatina em
linhas celulares de CCR (SW480) verificou-se uma inducdo da resposta por apoptose
comparativamente a mesma dose do farmaco livre, gracas a acumulacdo preferencial no
tecido tumoral, induzida pela formulacdo lipossomal com PEGuilagao(78). A mesma
oxaliplatina  foi encapsulada em lipossomasdedistearoilglicerofosfoetanolamina e
polietilenoglicol (DSPE-PEG), com dimensdo média de 152 nm e foi feita uma analise in vitro e
in vivo. Pela andlise in vitro, observou-se que estes lipossomas aumentam a captacdo celular
de forma prolongada no tempo e induzem a resposta apoptdtica comparativamente a
formulacdo lipossomal convencional. Apds administracdo dos lipossomasao modelo
animalhouve um efeito positivo notempo de sobrevivéncia a doenca, quer pela tendéncia
para o lipossoma se acumular no tecido tumoral e ser captado por células endoteliais quer
por ter havido inducdo de apoptose com reducdo do volume tumoral e por isso verifica-se
uma associacdo favoravel entre a utilizacdo da formulacdo lipossomal e o efeito de retencdo
junto das células tumorais (55).

Messerer et al., (2004) testaram a utilizacdo de lipossomas de 1,2-distearoilglicero-3-
fosfocolina (DSGFC) ecolesterolem células tumorais (LS180) e de metastases coloretais
(LS174T), que foram inoculadas em ratinhos para fazer uma analise in vivo. A formulagdo
lipossomalde DSGFC/colesterol (55:45 racio molar) com dimensdo média de 115 nm conferiu
uma protecdo a hidrdlise que inativa a forma carboxilada, com libertagdo constante durante
24 horas o que implicou uma alta exposicdo das células ao fdrmaco e uma eliminagdao muito
menor comparativamente ao farmaco na forma livre e na mesma dose. Em compara¢do com
o irinotecano livre, a formulacdo lipossomalfoi significativamente mais efetiva ndo so para o
CCR mas também no modelo desenhado para simular metastases localizadas ao nivel do
figado pelo aumento do tempo médio de sobrevivéncia comparativamente quer a auséncia
de tratamento quer a utilizacdo do farmaco livre (66).

Os lipossomas PEG tém sido utilizados como veiculo na entrega de agentes
terapéuticos como a doxorrubicina(Dx) e a daunorrubicina e encontra-se em varios estados
de ensaios pré-clinicos e clinicos, por apresentarem inimeras vantagens (6). A eficacia da Dx
é limitada pelos efeitos adversos e a resisténcia que adquire gracas ao efluxo de farmacos
gracas a glicoproteina-P (Pgp). Varios fatores afetam esta proteina, entre eles o contetdo
em colesterol na membrana plasmatica, o que é essencial para manter a funcdo da bomba

de efluxo. A linha celular carateristica de CCR, HT29-dx, possui elevado efeito de resisténcia
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a este farmaco pelo elevado conteddo em colesterol na sua membrana plasmatica com uma
atividade da Pgp aumentada. Sabe-se que a sinvastatina é um farmaco responsavel pela
diminuicdo da sintese de colesterol e aumento da sintese dos recetores de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) com consequente diminuicdo da atividade da Pgp em células
resistentes (79). Foram preparados lipossomas anidnicos contendofosfatidilglicerol, PEG,
colesterol, dimiristoilfosfatidilcolina e dimiristoilfosfatidilglicerol (4.2:11.4:15.2:11.4, 29 mg
total de lipidos) incubados com 1.5 mmol/L de Dx. Para produzir os lipossomas conjugados
apoB100 (“apo-Lipodox”), o péptido humano apoB100 foi sintetizado e inserido, obtendo-se
um lipossoma com um cerca de 75 nm. Este apresenta carateristicas que lhe permitem ligar-
se a recetores de LDL, pelo que nesta analise in vitrose verificou um aumento na
internalizacdo nas células com resisténcia a Dx. Por outro lado, a sua eficacia foi aumentada
pela sinvastatina, uma vez que propicia a sobre expressdo de recetores LDL reduzindo a
atividade da Pgp e consequentemente o efluxo do farmaco. Assim sendo, propde-se que a
associacdo entre formulagdes lipossomais de Dx e estatinas possaconstituiruma estratégia
promissora na reversdo da resisténcia de células cancerigenas a farmacos (79).

Fanciullino et al. (2007), descreveram que o colesterol e o PEG conferem rigidez a
membrana, podendo ser utilizados para reduzir a taxa de libertacdo de 5-Fluorouracilo (5-FU)
a partir do lipossoma e aumentar a sua biodisponibilidade(56).A sobreexpressdo de
timidilatosintase (TS) tem sido associada a resisténcia ao 5-FU em pacientes com CCR. Nesse
sentido, Fanciullino et al. (2007) testaram a aplicacdo de um lipossoma stealth onde
combinaram 5-FU e 2’-desoxiinosina (d-Ino). D-Ino € um percursor ndo-téxico do cofator da
TS, desoxirribose 1-fosfato, que tem demonstrado aumentar a atividade anti-proliferativa do
5-FU em linhas celulares de CCR resistentes ao 5-FU. Criaram-se lipossomas stealth duplos
compostos por fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, colesterole PEG (7.3, 0.73, 1.43, 0.47, racio
molar) que permitiam a encapsulacdo tanto de 5-FU como do seu modelador, d-Ino em
lipossomas homogéneos com um didmetro de cerca de 100 nm, com vista a obter uma
libertacdo controlada. A combinacdo terapéutica permite evitar uma das principais causas de
falhas terapéutica, a aquisicdo de resisténcias, pela ativacdo mais efetiva do pro-farmaco em
metabolito ativo, interferindo com a enzima e aumentando tanto a morte celular como a
apoptose. Os estudos foram levados a cabo em linhas celulares de CCR resistentes a 5-FU
(CCL227) que sobreexpressam TS, mas quando expostos a formulagdo viram a atividade da

enzima timidilatosintase reduzida em 98%. A injecdo da formulagdo lipossomal em ratinhos
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permitiu complementaros resultados com uma andlise in vivo, a qual conduziu a niveis
sistematicamente aumentados de farmaco, com tempo de permanéncia superior ao farmaco
na forma livre, e aumento significativo na eficacia do tratamento com consequente aumento
na sobrevivéncia dos animais, o que sugere uma reversdao na resisténcia a quimioterapia.
Comparando os resultados com o grupo controlo verificou-se um aumento da sobrevivéncia
em 94% para os animais tratados com a formulacao lipossomal (56).

Brusa et al. (2007) testaram a aplicacdo de lipossomas contendo derivados de
gemcitabina em ratinhos inoculados com células HT-29, as quais derivam de adenocarcinoma
coloretal, o que despoletou crescimento tumoral a nivel colo-retal. Neste estudo in vivo
verificou-se que a formulacdo lipossomal apresentou atividade terapéutica, ja que se verificou
umadiminuicdo da massa tumoral e aumento na percentagem de regressdo do tumor, em
ratinhos inoculados com células HT29. Esta atividade terapéutica dos lipossomas pode ser
atribuida ao elevadotempo de semi-vida e a lenta libertacdo através da formulacdo
lipossomal, pelo que se extrapulague a modificacdo quimica da gemcitabina e a sua
encapsulcdo em sistemas de libertagcdo pode ser considerada uma abordagem anti-tumoral
versatil contra diversos tipos de tumores (80).

Além disso, tém sido realizadas investigacBes em agentes cujos efeitos terapéuticos
ainda levantam algumas questdes. E exemplo disso a curcumina, um composto pré-apdptico
com efeito antiproliferativo contra uma variedade de tumores in vitro por inibicdo da
angiogénse e potenciacdo do efeito anti-tumoral de agentes quimioterdpicos como a
doxorrubicina, cisplatina e paclitaxel. Este composto é fracamente absorvido a nivel
gastrointestinal e por isso a sua utilizacdo clinica é limitada. No entanto, gracas a formulacao
lipossomal de 1,2-dimiristoilglicerofosfocolina/colesterol e 1,2-
dimiristoilglicerofosfoetanolamina-PEG-2000 num rdcio com curcumina de 10:1 e didametro
inferior a 220 nm, a sua utilizacdo torna-se possivel. Em estudos prévios comprovou-se o
efeito anti-tumoral contra linhas celulares de CCR e quando inoculadas linhas celulares de
CCR Lovo e Colo205 em ratinhos foi possivel fazer uma analisein vivo, a qual revelou maior
biodisponibilidade devidaa administracdo intravenosa, sem toxicidade para o hospedeiro e
com efeitos secundarios minimos (81).

Ainda como terapéutica adjuvante, testaram-se formulacdes lipossomais de fosfo-
Ibuprofeno, uma substancia que inibe o crescimento de células cancerigenas em ratinhos.

Pelo método classico de hidratacdo do filme lipidico, prepararam-se lipossomas de sal de
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amonio de DSPE-PEGcom uma dimensdo de 78 nm. Analisou-se a aplicacdo da formulacdo
lipossomal deste composto em células carateristicas de CCR (SW480, HCT116 e HT-29) e
posteriormente foram inoculadas no modelo aniemal.Pela analise in vivo verificou-se que o
farmaco na forma livre foi rapidamente metabolizado enquanto a formulacdo lipossomal se
revelou resistente a acdo hidrolitica mediada por esterases. O lipossoma foi mais efetivo na
inibicdo do crescimento do CRC em ratinhos, gracas a otimizacdo do perfil farmacocinético
com atenuacdo da citotoxicidade em células normais, o que sugere que a formulacdo
lipossomal atinge preferencialmente o alvo celular de interesse (82).

Posto isto, tém vindo a ser estudados em ensaios clinicos lipossomas vetorizados
passivamente por apresentarem ndo so alta eficicia de encapsulacdo mas também

prolongadas taxas de libertacdo (55).

3.2.1.2. Lipossomas vetorizados ativamente

Os lipossomas de vetorizagdo passiva foram desenvolvidos com o objetivo de evitar a
eliminacdo reticuloendotelial e aumentar a acumulacdo no tecido tumoral. No entanto, o seu
tempo de circulacdo e a sua acumulacdo sdo influenciados pela condicdo fisiopatoldgica do
organismo(6). Nesse sentido, novos estudos foram desenvolvidos com vista a construir
sistemas que permitam ao lipossoma migrar para o 6rgdo alvo e libertar o agente
anticancerigeno, baseando-se na adesdo de ligandos especificos da superficie dos lipossomas
a marcadores da superficie de células patoldgicas (83,84).

Estes lipossomas, vetorizados ativamente, sdo formulados para se ligarem a
anticorpos, péptidos, residuos de glicdsidos, hormonas e recetores. Assim sendo, a
modificacdo da superficie dos lipossomas com ligandos especificos, tais como anticorpos
monoclonais, péptidos, acido fdlico e transferrina, podem aumentar a eficacia dos
lipossomas. Sem irrigacdo sanguinea, a sobrevivéncia do tumor fica comprometida e, nesse
sentido, a vetorizacdo para fatores de crescimento vascular pode ter um impacto significativo
no beneficio clinico (11).

O recetor da transferrina (TfR) é sobre expressado em muitos tipos de cancro e, por
isso, € uma molécula atrativa para a terapéutica anticancerigena vetorizada, permitindo uma
entrada mediada por endocitose, com aumento das concentragdes de farmaco intracelular,

inibicdo de crescimento tumoral superior e prolongamento da sobrevivéncia. Estudos in vivo e
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in vitro verificaram que a conjugacdo de transferrina com lipossomas encapsulando Dx teve
efeitos otimizados em células de adenocarcinoma CR (Lovo) (85).

A familia das proteinas de adesdo celular, como as integrinas, apresenta um papel
importante na promocdo da proliferacdo celular, angiogénese tumoral e metastase e, por
isso, estas proteinas podem ser utilizadascomo alvos na vetorizacdo ativa de lipossomas
(69,86).

Também a neurotensina e o recetor 1 da neurotensina tém sido identificados como
fatores de promocdo do crescimento tumoral e metastizacdo (87). A funcionalizacdo de
lipossomas com péptidos de neurotensinas aumenta significativamente a capacidade dos
lipossomas entregarem citotoxicos em células de CCR com aumentos consideraveis na
citotoxicidade (88).

O recetor do fator de crescimento epidermal (EGFR/HER) e o recetor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR) encontram-se sobre expressos em varios tipos de
cancro, entre eles o CCR. ImunolipossomasAnti-HER2 e anti-VEGFR representam uma nova
ferramenta para a seguranca e eficacia da imunogquimioterapia em cancros gastrointestinais
HER2 ou VEGFR positivos (89-91).

Park et al. (2002) analisaram imunolipossomas anti-HER2. Estes combinam a
vetorizacdo tumoral de anticorpos monoclonais com propriedades da formulagdo lipossomal
que otimizam a farmacocinética e libertagdo do farmaco, com tempos prolongados de
circulacdo. Utilizaram-se lipossomas compostos por fosfatidilcolina e colesterol, preparados
por hidratacdo de filme lipidico com dimensdes médias de 100 nm. Os fragmentos de
anticorpos monoclonais (ACm) foram obtidos por recombinac¢do e conjugados a superficie do
lipossoma gracas a ligacGes tioéter. Os imunolipossomas analisados anti-HER2 apresentaram
resultados favoraveis relativos ao crescimento tumoral, regressdo e cura, pelo facto dos
imunolipossomas se ligarem e se internalizarem eficientemente em células que sobre-
expressam HER2, o que conduz a uma libertacdo de farmaco a nivel intracelular. Desta forma
se comprovou que a encapsulacdo de doxorrubicina em imunolipossomas é possivel,
aumenta o indice terapéutico e a eficacia antitumoral, reduzindo os efeitos téxicos sistémicos
(92). Embora a maioria dos estudos demonstrem taxas de sobre expressdo a nivel membranar
relativamente baixas, verifica-se uma sobre expressao citoplasmatica de HER2 significativa em
pacientes com CCR, pelo que esta estratégia deverd ser explorada uma vez que podera

representar um futuro promissor na terapéutica da doenca (93).
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Mamot et al. (2005) testaram a aplicacdo de imunolipossomas vetorizados para o
recetor do fator de crescimentoepidermal (EGFR/HER) contendo doxorrubicina. Estes
lipossomas, compostos por DSGFCe colesterol (racio molar 3:2) com DSPE-PEG foram
produzidos por hidratacdo do filme lipidico seguido de extrusdo. Estes lipossomas com um
tamanho entre 80 e 100 nm foram covalentemente ligados a fragmentos de ACm (225
derivado de cetuximab e carregados com Dx. Por se tratar deimunolipossomas permitem uma
ligacdo e internalizacdo pelas células tumorais que sobreexpressam este recetor, com
libertacdo intracelular do agente anticancerigeno. Utilizaram-se fragmentos do anticorpo
(Fab) do cetuximab ligados covalentemente a lipossomas e, pelo facto de o nivel de
internalizacdo celular ter sido superior para os imunolipossomas, conclui-se que esta é uma
estratégia que permite a entrega efetiva de farmaco representando avangos promissores em
terapéuticas futuras para tipos de cancro em que ocorre sobre-expressao de EGFR (94).

Varios estudos tém revelado que imunolipossomas contendo fragmentos de
anticorpos monoclonais humanizado, anti-EGFR (EMD72000) permitem uma entrega de
farmaco eficiente a nivel intracelular, em casos de sobreexpressdao de EGFR em células de
CCR. Nesse sentido, Mamot et al. (2006) construiram lipossomas compostos por maleimida-
DSPE-PEG2000 contendo fragmentos de matuzumab (EMD72000) ou cetuximab (C225)
ligados por ligacdes covalentes. Os resultados mostraram que os imunolipossomas
vetorizados para o EGFR ao contrario dos lipossomas ndo vetorizados foram eficazmente
ligados e internalizados por células de CCR que sobreexpressavam EGFR. Cumulativamente,
verificaram que a ligacdo do fragmentode anticorpo a uma cadeia de PEG longa resultou no
aumento da captacdo do imunolipossoma. Desta forma se conclui que a formulagdo
lipossomal contendo Dx e o anticorpo é significativamente mais citotéxica do que o lipossoma
nao vetorizado, ou quando testada em células que ndo sobre expressavam EGF e, portanto
imunolipossomas vetorizados para EGFR com origem em anticorpos monoclonais
humanizados possuem vetorizacdo ativa em células de CCR que sobre expressam EGFR (95).

Zalba et al. (2015) testaram a utilizacdo de lipossomas, compostos por fosfatidilcolina
hidrogenada:colesterol:DSPE-PEG2000:DSPE-PEG2000-maleimida  (1.85:1:0.12:0.03, racio
molar) e com didmetro de cerca de 100 nm carregados com oxaliplatina e, por ligacdo tioéter,
conectados ao fragmento de cetuximab. Nas células que sobre expressam EGFR a libertacdo
de farmaco a nivel intracelular aumentou até 3 vezes do que com lipossomas nao vetorizados.

A captacdo especifica pelo recetor foi demonstrada por competicdo com o farmaco na forma
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livre, para o qual se verifica uma reducdo nos niveis de internalizagdao, semelhantes aos
farmacos ndo vetorizados. Relativamente ao modelo animal, foram utilizadas linhas celulares
de CCR que expressam EGFR e a libertacdo de farmacos foi altamente aumentada gracas as
formulacdes vetorizadas. Quando conjugados com fragmentos monovalentes CTX-Fab,
verificou-se a maior acumulacdo a nivel do tecido tumoral, quando comparado com os
lipossomas ndo vetorizados. Desta forma conclui-se que o lipossoma vetorizado que
encapsulaoxaliplatinae contém fragmentos de CTX permite aumentar a seletividade da
terapéutica com consequente aumento da eficacia (96). Além disso, outros estudos tém
suportado o facto de imunolipossomas contendo CTX serem mais captados em células de CCR
que sobre-expressam EGFR comparativamente com lipossomas ndo vetorizados, o que vem
dar suporte a premissa de que esta abordagem terapéutica deve ser aprofundada em
investigacGes continuas (97).

Koning et al. (1999) testaram a aplicacdo de ganglidsidos, PEG e o anticorpo
monoclonal CC52 especifico para o antigénio CC531 das células tumorais de CCR. Foram
criados lipossomas compostos por fosfatidilcolina e colesterol de cerca de 180 nm nos quais
se carregou o pro-farmaco do 5-FU. A este lipossoma foi anexado um grupo PEG ou um
ganglidsido e oanticorpo monoclonal CC52 (IgG1) foi acoplado ao lipossoma por um método
de ligacdo sulfidril-maleimida. Os dados demonstram que a aplicacdo de lipossomas com PEG
€ mais vantajosa do que com ganglidsidos, uma vez que o soro possui na sua constituicdo
natural anti-corpos para os ganglidsidos, o que facilita a sua remocao. Além disso, verificou-se
uma eficacia antiproliferativa superior em lipossomas contendo o anticorpo monoclonal
especifico para células tumorais de CCR na sua superficie. Neste estudo, encontrou-se uma
formulacdo lipossomal capaz de entregar o fadrmaco em células de carcinoma do célon com
alta eficacia e concluiu-se que o estabelecimento de interagdes mais fortes entre o lipossoma
e as células tumorais, pela presenca de anticorpo, resultam num aumento da eficdcia anti-
proliferativa (98). Estudou-se a eficacia terapéutica da formulacdo lipossomal contendo o
derivado anfifilicodipalmitoil do 5-fluorodesoxiuridina em células de CCR (CC53)
comparativamente ao fdrmaco na forma livre ou a formulacdo lipossomal ndo vetorizada. Os
imunolipossomas causaram um poder de inibicdo cerca de 13 vezes superior durante um
tratamento de 72 horas comparativamente a utilizacdo de lipossomas sem anticorpo. A
associacdo de imunolipossomas especificos para células tumorais apresentou um efeito dez

vezes superior a auséncia de anticorpo ou com um IgG irrelevante, o que demonstrou que
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existem interacdes especificas entre os lipossomas e o alvo celular, permitindo uma eficiente
entrega de farmaco a nivel intracelular. Os resultados evidenciam que a entrada de farmaco
envolve a transferéncia direta do pro-farmaco a partir do imunolipossoma gracas a
membrana celular, durante as interacdes especificas entre as células, seguida de hidrdlise
originando altos niveis de metabolito ativo intracelularmente, alcancando-se o objetivo de

uma terapéutica mais direcionada e seletiva (98).

3.2.1.3. Lipossomas com propriedades especiais

Este tipo de lipossomas inclui aqueles que apresentam mecanismos de resposta a
determinados estimulos. Estes lipossomas sdo sensiveis ao pH, a temperatura ou a campos
magnéticos (11,58). Embora a PEGuilagcdo aumente o tempo de circulagdo do lipossoma e a
acumulacdo de farmacos no tecido, a vetorizagdo para o alvo e libertacdo do conteldo ainda
ndo é totalmente controlada pelos lipossomas PEG, por isso tém sido feitos esforcos para
desenvolver lipossomas cuja libertacdo de farmaco seja despoletada por mudancas
fisiolégicas (6).

Os lipossomas termosensiveis (TSLs) sdo uma ferramenta promissora para a libertagdo
controlada de farmacos, em combinacdo com hipertermia local. TSLs de longa circulagdo
associados a hipertermia local podem ser capazes de entregar no tecido tumoral, duas a seis
vezes mais agente do que os lipossomas por si sé ou o farmaco na forma livre, o que resulta
numa inibicdo do crescimento do tumor e aumento do tempo de sobrevivéncia(99). Casado
et al. (2014) desenvolveram um TSL com resultados promissores associados as vantagens do
sistema de libertacdo do farmaco, neste caso, o irinotecano, em modelos de células de CCR
(100).

A procura por lipossomas com habilidades acrescidas no fornecimento intracelular de
agentes terapéuticos resultou no desenvolvimento de lipossomas sensiveis ao pH, os quais
representam potenciais aplicagdes no tratamento de doengas no trato digestivo tal como
tumores ou tecidos inflamados, carateristicamente mais acidicos que os tecidos saudaveis (6).
Exemplo disso sdo os lipossomas convencionais derivados da fosfatidiletanolamina (DOPE)
sensiveis ao pH. As alteragcdes na conformac¢do da cadeia do polimero resultam na
destabilizacdo dos lipossomas em meio acidico com fusdo da vesicula e libertacdo do material
encapsulado. Desta forma é possivel efetivar uma entrega de farmaco com aumento de

apoptose e maior potencial terapéutico. Uma nova geracao de lipossomas sensiveis ao pH
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que emprega lipidos sensiveis ao pH recorre a derivados do acido maleico poliestireno e tem
revelado eficdcia promissora na entrega de agentes em células cancerigenas (101).

Outra abordagem importante é a combinacdo de lipossomas sensiveis ao pH com
recetores da superficie de células cancerigenas sobreexpressadas, a qual resulta em
vetorizagdo no combate a células com carateristicas especificas. Garg e Kokkoli (2011)
demonstraram que lipossomas PEG sensiveis ao pH e vetorizadas com ligandos especificos
para as integrinas, sob condi¢des acidicas, se ligam preferencialmente a células CT26 que
sobre-expressamintegrinas. Esta ligacdo ocorre com taxas de internalizacdo e entrega do
farmaco intracelularmente superiores, quando comparado com outras formulagdes (102).

Outras abordagens tém sido investigadas para explorar diferentes tipos de lipossomas
no tratamento do cancro Gl com vista a aumentar a especificidade dos sistemas de transporte
de farmacos (6). E exemplo disso, a injecdo de farmacos anticancerigenos, tal como o
doxetacel em magnetolipossomas seguido de exposicdo a corrente alternada, campo
magnético e hipertemia local, com vista a obter efeitos positivos com reducdo da quantidade
de farmaco necessaria para causar inibicdo do crescimento do tecido oncoldgico (103).

Também os ultrassons tém sido utilizados para desencadear a libertacdo da cisplatina
a partir de lipossomas estericamente estabilizados, com libertacdo seletiva no tecido tumoral,
resultando em regressao do tumor colorectal (104).

Atualmente a imagiologia molecular é a aplicacdo mais comum para a medicina
nuclear na manutengdo do cancro (6). Recentemente tém sido feitos varios esforcos para
progredir na investigacdo de lipossomas com agentes radioquimioterapéuticos e
radioimagiolégicos. Também para este tipo de aplicacdo, os lipossomas sdo carregados com
agentes com atividade comprovada e gracas as propriedades dos lipossomas de aumento de
retencdo e vetorizacdo para as células tumorais, os efeitos obtidos sdo melhorados. Como
exemplo desta aplicacdo, podem referir-se o caso do lipossoma PEG contendo rénio na sua
constituicdo e encapsulandoDx que se mostrou efetivo na radioquimioterapia de modelos de
CCR (105).

A tenascina-C é uma matriz extracelular de glicoproteinas altamente expressa em
meios ambientes de varios tumores sdlidos, incluindo o CCR, ao contrdrio de tecidos
maduros. Estudou-se um modelo animal de CCR, conhecido por expressar bastante tenascina-
C para testar o sistema lipossomal constituido por sulfatido e dioleoilglicerofosfetanolamina

Sob pH fisiolégico, a estrutura confere estabilidade a lipossomas contendo sulfatido,
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presumivelmente pela hidratacdo da carga negativa do sulfato glicoesfingolipido. Gracas as
propriedades fluorescentes da Dx, estudou-se a captacdo celular e, comparativamente aos
controlos, verificou-se um aumento na retencdo in vitro da formulacdo, e in vivo a
minimizacdo dos efeitos secundarios limitantes da terapéutica, isto é, cardiotoxicidade e
mielosupressdo, reducdo da taxa de clearance, com aumento consequente da
biodisponibilidade do farmaco e, portanto, da eficacia terapéutica (106).

Pelo facto de este estudo permitir observar a distribuicdo no tecido, verificou-se que
existe uma captacdo celular pelas células de CCR, com elevada retencdo 24 horas depois.
Gracgas aos resultados obtidos e sabendo que a aquisicdo de resisténcias e intolerdncia ao
farmaco sdo, muitas vezes, causas de falha terapéutica, conclui-se que esta pode ser uma
estratégia a adotar para ultrapassar tais situacdes. Além disso, enquanto os lipossomas PEG
se acumulam preferencialmente na pele, o que causa maior toxicidade cutanea, tal como o
sindrome palmar-plantar, com esta formulacdo ultrapassa-se essa situacdo. Além disso, tendo
em conta que a producdo de tenascina-C aumenta a capacidade do tumor metastizar através
de micro coldnias que Ihe permitem sobreviver e expandir, vetorizar a terapéutica para a
tenascina oferece uma perspetiva de minimizagdo das metastases distantes, tdo comuns no
CCR (106).

Novos estudos tém sido elaborados visando a aplicacdo da quimioterapia por via
intraperitoneal (IP). Alguns autores defendem que esta abordagem ¢ uma forma efetiva de
tratamento peritoneal de carcinomatoses do CCR apds completa citoreducdo. Os requisitos
para um bom sistema de libertacdo nesta técnica incluem alta concentracdo de farmaco no
local e a sua manutencdo por longos periodos de tempo, em combinacdo com baixa
toxicidade ndo especifica. Analisando a aplicacdo de lipossomas neste tipo de administracao,
verificou-se que os lipossomas apresentam uma rapida clearance da cavidade abdominal. No
entanto, alterando a composicdo e as carateristicas dos lipossomas, como a composicao
lipidica, as propriedades da superficie e a carga, é possivel aumentar a sua retencdo na
cavidade abdominal (107,108). Ainda neste ambito, verificou-se quea mudancga no tipo de
fosfolipido ndo apresentou efeitos no tempo de retencdo da cavidade abdominal enquanto a
incorporacao de PEG na membrana do fosfolipido mostrou uma retencdo de cerca de 30%
superiorcomparado com o mesmo lipossoma sem PEG. Este efeito foi atribuido a capacidade

de escapar a captura macrofagica por macréfagos presentes na cavidade peritoneal (109).
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A combinacdo de anticancerigenos lipossomais com outros fdrmacos na forma livre ou
lipossomal tém mostrado atividade anticancerigena sinergética (6). Sdo varios os estudos que
defendem que o sinergismo de 5-fluorouracilo (5-FU) e irinotecano é superior ao efeito
aditivo farmacoldgico. Embora o mecanismo exato deste sinergismo ainda ndo esteja
esclarecido, acredita-se que o irinotecano recruta células na fase S aumentando a
incorporacdo do 5-FU no ADN e a consequentemente apoptose da célula. Nesse sentido,
prevé-se que a entrega de farmacos no mesmo lipossoma pode ajudar a coordenar a
libertacdo do farmaco nas células (110).

Diferentes formulagdes lipossomais para diferentes agentes cancerigenos tém sido
estudadas e varios sdo os exemplos que demonstram a sua capacidade para sensibilizar as
células humanas de CCR (6).

As conclusdes obtidas poderdo ser importantes para novas abordagens terapéuticas
ao CCR, as quais devem englobar uma analise do tipo de lipossoma, dos alvos terapéuticos e
dos efeitos pretendidos, perante resultadosin vitro e in vivo, tal como se pode verificar na

figura 3.8 (54).

Design do lipossoma Alvo biolégico
1

-Conector PEG -Tempo de semi- Inibic3o d
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I

Figura 3.8- Fatores criticos nos lipossomas que afetam o efeito bioldgico e o resultado

terapéutico. Adaptado de Noble et al. (2014) (54).

Desde a aprovacdo do irinotecano, em 1996, a combinacdo por administracdao
intravenosa com 5-FU e leucovorina tem-se tornado a quimioterapia padrao, tanto sozinha
como em combinacdo com farmacos vetorizados para agentes bioldgicos, tais como o
bevacizumab e com os inibidores dos recetores do fator de crescimento epitelial. E,
desdeentdo, muita investigacdo tem sido feita com vista a melhorar a quimioterapia no

combate a esta patologia (45,111-113).
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Os lipossomas, como novos transportadores de farmacos, fornecem boas
carateristicas de vetorizacdo, um potencial de libertacdo lenta, alta estabilidade e baixa
toxicidade em funcdo da modificacdo da superficie do lipossoma. Estas alteracdes conduzem
a alteracGes na distribuicdo bioldgica do agente anti-tumoral, reduzem ou revertem a
resisténcia das células tumorais e aumentam a eficacia dos agentes terapéuticos, pelo que a
continua investigacdo nesta area é essencial para melhorar e otimizar a terapéutica anti-

cancerigena (11).
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Capitulo 4

Aplicacdo clinica de lipossomas na terapéutica do cancro colo-retal

As publicagdes incluindo lipossomas tém inicio na década de 60, com um total
superior as dezenas de milhares e centenas de ensaios clinicos desenvolvidos. Ao longo dos
anos a utilizacdo de lipossomas tem sido investigada com vista a sua aplicagdo em
terapéuticas anti-cancerigenas, anti-fungicas, antibidticas, entrega de genes, anestésicos e
anti-inflamatorios. Das muitas inovagbes em nanomedicina atualmente investigadas que
melhoram a fraca solubilidade e a farmacocinética, diminuindo os efeitos secundarios de
muitos citotoxicos, apenas cerca de 5% dos que iniciam os ensaios clinicos chegam ao
mercado (45).

Os sistemas lipidicos foram os primeiros a experimentar a transicao do conceito para
aplicacdo clinica e sdo atualmente considerados tecnologia com aceitacdo a nivel de aplicacdo
clinica (114). FormulacGes lipossomais de doxorrubicina e daunorrubicina tém alcancado
aprovacao para aplicacdo clinica, enquanto muitos outros permanecem em ensaios clinicos
(66). A existéncia de ensaios clinicos em curso que averiguam a utilizacdo de formulaces
lipossomais no tratamento do CCR proporciona confianga na investigacdo e desenvolvimento
de novos lipossomas com diferentes componentes ou novas formulacdes. E nesse sentido
que serdo apresentados alguns dos casos de sucesso de sistemas lipossomais estudados para

esta patologia e que serdao abordados seguidamente.

Doxil ®

Comercializado como Caelyx®, Myocet® ou Doxil®, foi o primeiro lipossoma a ser
aprovado pela FDA (115). Trata-se de uma preparacao lipossomal de doxorubicina (Dx) que
resulta em exposicao farmacolégica prolongada in vivo, sendo indicado para o tratamento de
cancro do ovario e em combinacdo com Bortezomib, para o tratamento de pacientes com
mieloma multiplo (116).

Foi efetuado um ensaio clinico de fase Il em pacientes com CCR avancado, para testar
a eficacia desta formulacdo nesta patologia.Administrou-se intravenosamente a cada 3
semanas, e os cerca de dezassete pacientes que participaram no estudo receberam uma
meédia de dois ciclos de tratamento. No entanto, embora a melhor resposta obtida tenha sido

a estabilizacdo da doenca, um dos pacientes recebeu a terapia durante 17 ciclos e a sua
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doenca progrediu. Verificou-se que a terapéutica foi no geral bem tolerada, no entanto ndo
se alcancou a eficacia desejada no tratamento deste grupo de pacientes, sendo necessario
aprofundar o estudo desta formulacdo e a sua resposta no tratamento de doencas
cancerigenas (117).

Em 2010, foi desenvolvido um ensaio clinico de fase | com a infusdo arterial hepatica
de cisplatina em combinacdo com a administracdo intravenosa de Dxlipossomal em pacientes
com cancro avangado e envolvimento maioritario no figado. Neste estudo analisou-se o efeito
desta combinacdo em 8 pacientes com CCR, no entanto os resultados obtidos para este tipo
de cancro ndo se revelaram promissores (118).

Atualmente existem varios ensaios clinicos utilizando esta formulacdo lipossomal, mas

nenhum deles é diretamente direcionado para a aplicacdo em CCR.

ThermoDox®

Um dos exemplos de sucesso nas abordagens de libertacdo desencadeada por
estimulos é a associacdo de hipertemia ao ThermoDox®, uma formulacdo lipossomal de Dx
que liberta o farmaco em resposta a um estimulo desencadeante hipertérmico ligeiro (114).

Em 2013, ThermoDox® encontrava-se em fase Il de ensaios clinicos para metastases
de CCR no figado em combinacdo com radiofrequéncia de ablacdo (RFA) e em fase Ill de
ensaios clinicos para carcinoma hepatocelular, também em combinacdo com RFA e em fase |
em mulheres com cancro da mama recorrente (114). No estudo de fase Il desenvolvido e que
teve como propdsito a determinacdo de seguranca e eficacia da formulagdo, averiguou-se a
possibilidade de utilizar ThermoDox® como adjuvante na terapia com ablacdo termal no
tratamento de CCR metastizado (CCRm), no entanto este estudo foi terminado (119).

Atualmente, a Universidade de Oxford encontra-se a desenvolver um estudo
intervencional de fase | com a finalidade de investigar a viabilidade da libertacdo no alvo de
ThermoDox® usando ultrassom focalizado em pacientes com metdstases no figado de origem
em tumores primarios no pulmdo, mama ou colo-retal. Este estudo de biodisponibilidade,
open-label, cujo objetivo principal é o tratamento, iniciado em Junho de 2014 e com duragao
prevista de dois anos, propde a administracdo de um agente citotdxico de largo espectro, a
Dx, cuja aplicacdo especialmente formulada é ativada por hipertermia suave, com vista a
alcancar concentragdes intra-tumorais superiores as obtidas a mesma dose, por via sistémica.

Verifica-se que até a data, as abordagens puramente farmacoldgicas falharam no que é
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essencial: entrega de concentra¢des terapeuticamente ativas dos agentes na vasculatura
tumoral, minimizando os efeitos secundarios; transportar o farmaco até ao alvo; e melhorar a
distribuicdo e difusdo do agente terapéutico contra o gradiente de pressdo intra-tumoral com
vista a alcangar concentracdes no interior do tumor relevantes terapeuticamente.Esta
entrega especifica de farmaco pela combinacdo de hipertermia com lipossomas sensiveis a
temperatura (TSLs) tem-se relevado promissora na clinica e, nesse sentido, prevé-se que 0s
TSLs multifuncionais se revelem um tdépico de importancia neste campo (120). Caso este
estudo demonstre que a utilizacdo de TSLs desencadeada por hipertermia leve permite uma
libertacdo eficaz no local alvo em sujeitos humanos, podera originar uma transformacdo no
futuro da quimioterapia na pratica clinica, ja que recorre a uma ag¢do nao invasiva que podera
ser aplicada a varios tumores solidos (121).

Estes ensaios clinicos foram realizados na sequéncia de investigacGes pré-clinicas que
vieram comprovar a eficacia na libertacdo de farmacos recorrendo a este sistema. Segundo
Yarmolenko (2010) em ensaios pré-clinicos a formulacdo de TSLs comercializada como
ThermoDox® libertou 80 a 100% do farmaco encapsulado, Dx, entre 20 a 40 segundos a uma
temperatura de 41.3° C, com uma libertacdo minima de aproximadamente 15% a 39°C (122).
Esta rapida libertacdo proporciona um contraste com a formulagdo Doxil™ ndo sensivel a
temperatura, cujas concentracBes maximas de farmaco no tumor sdo atingidas até 48 horas
apods o tratamento e a libertagcdo mais lenta, ocorrendo desde alguns dias até semanas (123).
Além disso, estudos pré-clinicos recentes levados a cabo em Oxford utilizando ThermoDox®
demonstraram que é possivel o aumento de captacdo no local alvo, o que permite uma
promissora aplicacdo desta combinagdao para alcangar aumento de captacdo tumoral com
dose local equivalente a Dx utilizada em quimioterapia sistémica em sujeitos humanos, a qual
estd bem estabelecida em relacdo ao seu perfil de seguranca e toxicidade (121).

Nesse sentido, pode concluir-se que a investigacdo nesta drea deve continuar com

vista a otimizar esta formulacdo e obter os resultados pretendidos.

IHL-305
A formulacdo lipossomal IHL-305 diz respeito a um novo lipossoma PEG contendo
irinotecano, um farmaco com evidéncias terapéuticas no CCR. Atualmente esta a decorrer um

ensaio clinico de fase | relativo a aplicacdo desta formulagdo no tratamento de tumores
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sélidos (124). Tendo conhecimento dos resultados deste estudo, podera ser adequado
especular acerca da adequabilidade desta formulacdo no tratamento do CCR.

Anteriormente, esta formulacdo foi testada em modelos animais, com resultados
satisfatorios, razdo pela qual os ensaios progrediram para um nivel clinico. Apds
transplantacdo subcutdnea de linhas celulares cancerigenas de diferentes naturezas para
ratinhos, administrou-se por via intravenosa IHL-305 e irinotecano. Em todos os modelos
testados, a formulacdo lipossomal mostrou atividade antitumoral superior a do farmaco livre
e, ainda que a dose administrada por via lipossomal tenha sido cerca de oito vezes inferior,
obtiveram-se valores de inibicdo do crescimento do tumor superiores ao obtido pelo farmaco
livre contra uma vasta gama de tumores incluindo a linha celular HT-29, carateristica de CCR e
resistente a acdo deste farmaco. Uma simples injecdo ou duas injecGes de IHL-305 em varios
esquemas de dosagens também resultaram num efeito antitumoral significativo, com efeito
anticancerigeno comparavel ao do veiculo controlo para doses cerca de cinco vezes inferiores
a dose maxima tolerada de irinotecano. Pela andlise das concentragdes de irinotecano e SN-
38, o metabolito ativo deste farmaco, no plasma e nos tumores, revelou-se que para os
ratinhos expostos a IHL-305 o irinotecano foi mantido em concentracdes superiores, e que a
presenca de SN-38 no tumor foi prolongada comparativamente com os ratinhos tratados com
o farmaco livre. Para além disso, observou-se que a formulagdo teve um baixo impacto na
alteracdo do peso corporal, uma vez que os lipossomas contendo PEG permitem reduzir os
efeitos toxicos tais como a perda de peso e regular positivamente a dose maxima toleravel
dos farmacos, com perfis terapéuticos benéficos comparativamente aos da terapéutica
convencional (125). Sabendo que o CCR se trata de um tumor sdlido e que os dados pré-
clinicos retratam uma eficdcia terapéutica em linhas celulares carateristicas do CCR, importa
analisar os resultados que serdo obtidos deste ensaio para, em funcdo disso, analisar qual a

viabilidade que esta formulacdo podera ter especificamente no CCR.

LE-SN38

A formulacdo lipossomal LE-SN38 preparada pela mistura de cardiolipina, colesterol,
fosfatidilcolina e a-tocoferol e encapsulacdo de SN-38, um metabolito do irinotecano foi
analisada num estudo de fase | em participantes prospetivamente atribuidos em fungao do
genotipo UGT1A1. Os pacientes receberam LE-SN38 por infusdo intravenosa durante 90

minutos a cada 21 dias, a menos que se verificasse crescimento tumoral ou intolerancia ao
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tratamento e analisou-se a taxa de resposta tumoral global apds o tratamento com LE- SN38,
determinou-se o perfil de seguranca da formulacdo nesta populacdo e avaliou-se a
sobrevivéncia livre de progressdo (PFS) da doenca e sobrevivéncia global para os doentes
tratados com o objetivo de vir a estabelecer este tratamento como segunda linha em
pacientes com CCRm (129). A distribuicdo farmacocinética do SN-38, o metabolito do
irinotecano, revelou-se semelhante tanto nos pacientes WT/WT como nos heterozigotas e LE-
SN38 foi bem tolerado em todos os pacientes sem relatos de casos de diarreia ainda que a
exposicdo a SN-38 tenha sido bastante superior com a formulagdo lipossomal
comparativamente a administracdo de irinotecano (126). A dose estabelecida permitiu avaliar
ambos os grupos num estudo de fase Il em pacientes com cancro colo-retal (128). Numa fase
Il de ensaio clinico, testaram-se pacientes com CCRm, no qual participaram 30 pacientes, 16
do sexo masculino e 14 do sexo feminino, com idade média entre os 50 e os 59 anos (129).
Ndo se verificou resposta completa ou parcial, mas em onze pacientes constatou-se
estabilizacdo da doenca, com uma sobrevivéncia livre de progressdao média de 1,58 meses.
Desta forma, concluiu-se que o LE-SN38 ndo atendeu aos critérios de atividade pré-
especificados para PFS e, embora esteja associado a um perfil de toxicidade aceitavel, esta
formulacdo, na dose e horario aplicado ndo mereceu uma avaliacdo mais aprofundada em
tratamento de pacientes com cancro mCCR (130).

Uma noticia divulgada pela FDA, em 2007, avancou que apos divulgados os resultados
dos ensaios clinicos de fase Il para o LE-SN38 se verificou que ndo foram cumpridos
osobjetivos e que, por isso, ndo seriam inseridos novos pacientes neste estudo conduzido
pelo Cancer and Leukemia Group do National Cancer Institute. Por sua vez, a NeoPharm foi
aconselhada pela FDA a seguir ensaios clinicos de fase Ill com este tratamento experimental
mas direcionado para o gliobastoma multiforme (131).

Estudos pré-clinicos anteriores demonstraram que SN-38 corresponde ao metabolito
ativo do irinotecano (CPT-11), um inibidor da topoisomerase comercialmente disponivel
como Camptosar® com uma toxicidade cerca de 200 a 2000 vezes superior ao CPT-11. Além
deste potencial anticancerigeno promissor, SN-38 tem sido pouco utilizado como farmaco
anticancerigeno devido a sua fraca solubilidade em excipientes farmacéuticos e por se
converter numa estrutura inativa pela abertura do anel de lactona a pH fisiologico (127).
Estudos pré-clinicos revelaram resultados promissores em termos de aumento de

citotoxicidade contra varias linhas celulares tumorais e eficacia terapéutica superior

2015 57



Nanomedicina na terapéutica do cancro colo-retal: A aplicagdo de lipossomas.

comparativamente a CPT-11. Nesse sentido, a formulacdo liposomal de SN-38 (LE-SN-38) com
uma distribuicdo uniforme de tamanho inferior a 200 nm e eficacia de encapsulacdo superior
a 95%, em estudos de estabilidade a longo-prazo indicaram que o LE-SN-38 liofilizado é
fisiologicamente e quimicamente estdvel por 6 meses a uma temperatura de 2 a 82C (127).
Além disso, a NeoPharm efetuou um ensaio pré-clinico de seguranca, farmacocinética e
eficacia antitumoral para a formulacdo lipossomal de SN-38, no qual foram administradas
multiplas doses via i.v. e definidas as doses maximas toleradas para cada sexo, em ratos e
cdes, do qual se concluiu que o LE-SN38 revelou um perfile farmacocinético favoravel e cuja
administracdo de doses terapéuticas poderia ser efetivada com seguranca (132). Nesse
sentido, importa continuar a investigar as potencialidades desta formulacdo e novos e
continuados ensaios clinicos devem ser efetuados com o objetivo de procurar novas e

inovadoras terapéuticas adaptadas a cada tipo de cancro.

CPX-1

O CPX-1 é um outro exemplo de formulacdo lipossomal promissora para aplicacdo na
terapéutica do CCR (69,114). Baseado no potencial das vantagens dos racios sinérgicos, foi
desenvolvido o CPX-1, uma formulacdo lipossomal com racio molar sinergético de 1:1 de
irinotecanoe floxuridina (5-fluorodesoxiuridina) (133). Trata-se de uma formulacdo de
administracdo intra-venosa cujas bases terapéuticas assentam em farmacos aprovados para o
tratamento do CCR (68,111). Neste momento CPX-1 estd em fase Il de ensaios clinicos, e tem
sido estudado como potencial tratamento para pacientes com CCR, por apresentar beneficios
para este tipo de tumor (68).

O centro Segal Cancer, no Canada, levou a cabo um ensaio clinico de fase | com o CPX-
1 com o objetivo de averiguar a seguranca, farmacocinética e eficacia da injecao do lipossoma
CPX-1 em pacientes com tumor sélido avangado. Este estudo de fase |, open-label, ou seja,
em gue tanto o médico como o utente sabem qual o tratamento que estdo a utilizar; de um
s6 braco e com aumento de dose, foi desenhado para determinar qual a dose maxima
tolerada em pacientes com tumores sélidos avancados. Estes pacientes receberam CPX-1 a
30, 60, 100, 150, 210, ou 270 unidades/m?, sendo gue uma unidade corresponde a 1 mg de
irinotecano e 0.36 mg de floxuridina, por infusdo, durante 90 minutos a cada 14 dias, em
ciclos de 28 dias e as amostras farmacocinéticas foram recolhidas nos dias 1 e 15 do ciclo 1. O

estudo de fase Icontou com 33 pacientes, pré-tratados, com tumores solidos, sendo que 15
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pacientes possuiam CCR avancado. O racio molar pretendido de Irinotecano e floxuridina foi
mantido no plasma e ambos os farmacos apresentaram biodisponibilidade, tal como indicado
pela presenca dos seus metabolitos (SN-38 e 5-FU) no plasma de todos os sujeitos. Os efeitos
adversos foram previsiveis, relacionados com a dose e qualitativamente similares com os
regimes convencionais de irinotecano e 5-FU, ainda assim, foi revelada toxicidade de grau 3 e
4 que incluiu diarreia (24.2%), neutropénia (12.1%) e hipocaliémia (12.1%) e, para além disso,
um paciente que tomou 270 unidades/m? morreu apds diarreia persistente com desidratac3o
e falha renal, registando-se toxicidade de grau 5. Neste estudo de aumento de escala, 73%
dos pacientes mostraram beneficios clinicos, incluindo regressdo parcial do tumor ou
estabilizacdo da doenca. Dos 33 pacientes estudados verificou-se que em 9 deles houve um
atraso na progressdo da doenca por mais de 6 meses, 6 dos quais com cancro colo-retal
(68,111). O controlo da doenca foi de 73% com uma mediana na sobrevida sem progressao
da doenca de 5,3 meses. Verifica-se que existe atividade anti-tumoral comprovada em
pacientes com tumor solido avancado e que este tratamento é relativamente bem tolerado.
Relativamente ao objetivo do estudo concluiu-se que a dose recomendada para observaces
futuras é de 210 unidades/m? e que os resultados obtidos s3o superiores aos do tratamento
convencional envolvendo irinotecano em monoterapia ou no esquema anteriormente
abordado que engloba o irinotecano, 5-FU e leucovorina tal como reportado pela literatura
em estudos anteriores (68,111).

Baseado na seguranca e eficacia observada no estudo de fase | foi conduzido um
estudo de fase Il em 59 pacientes com CCR avancado. Verificou-se que os efeitos adversos
observados foram qualitativamente semelhantes aos do irinotecano, embora tenha sido
possivel aumentar a seguranca e diminuir as interrupgdes para uma dose inicial de 150u/m?.
Os resultados obtidos para o CPX-1 foram 3,9 meses de sobrevida sem progressao da doenca
(PFS), uma taxa de resposta de 7.7%; uma percentagem de controlo da doenga de 45%; sendo
que 23% dos pacientes alcangaram um PFS superior a 6 meses. Além disso, os resultados
obtidos parecem ser tdo ou ligeiramente mais efetivos do que o reportado na literatura para
a monoterapia com panitumumab ou cetuximab (68).

Além destes ensaios clinicos, foi feito um estudo relativo a dependéncia do racio de
irinotecano e floruxidine em 11 linhas celulares tumorais e de acordo com essa investigacdo,
verificou-se que irinotecano e afloxuridina expostos a um rdcio molar de 1:1 apresentam

geralmente um efeito benéfico sinergético (68,112). Além deste, varios resultados pré-
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clinicos indicam que CPX-1 produz um aumento significativo na atividade terapéutica quando
comparado com o cocktail convencional de irinotecano e floxuridine, assim como

relativamente a outros regimes convencionais (68,111,112,134).

Lipoxal™ e Lipoplatin™

Lipoxal™ e Lipoplatin™ sdo formulacdes lipossomais de oxaliplatina e cisplatina,
desenhadas com o objetivo de reduzir a toxicidade sistémica, enquanto aumentam o tempo
de circulacdo do farmaco encapsulado que é lentamente libertado no decorrer da degradacdo
do lipossoma. Tem sido sugerido que poderda ser uma ferramenta para ultrapassar os
transportadores de efluxo e aumentar a entrega dos farmacos derivados da platina na forma
livre as células tumorais. Para além disso, apresenta um melhor perfil de tolerancia e maior
acumulacdo no tumor, propriedades que permitem uma 6tima radiosensibilizacdo (135).

Por reduzir as reacGes adversas associadas ao agente citotdxico sem reduzir a sua
efetividade, foi feito um estudo de fase | para testar a aplicacdo do lipossoma de oxaliplatina,
Lipoxal™, no tratamento de cancros avancados que contou com 12 participantes (44%) com
CCR em fase IV. Neste estudo ndo se observaram efeitos secundarios sérios para as quatro
doses mais baixas, enquanto se verificou mielotoxicidade e nduseas para concentracfes
superiores. Além disso, constatou-se que a reacdo adversa mais comum foi a neuropatia
periférica de grau 2 e 3 para niveis de 300 e 350 mg/m?” e considerou-se como dose minima
toleravel 300 mg/mz. Dos 27 pacientes, 3 alcangaram resposta parcial e 18 deles conseguiram
estabilizar a doenca por 4 meses (44,136). De um modo geral o Lipoxal foi bem tolerado e os
efeitos adversos da oxaliplatina foram reduzidos, especialmente a mielotoxicidade e a nivel
do trato gastrointestinal, além disso a taxa de resposta observada de 11% em doentes pré-
tratados pode ser um indicador importante da necessidade de adotar combinagdo de

modelos quimioterapéuticos (44).

Aroplatin™

A Aroplatin™ é uma formulacdo lipossomalmultilamelar que emprega fosfolipidos
saturados, isto é, dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). Esta
formulacdo lipossomal de neodecanoatodiaminociclohexano de platina (II) (L-NDPP), um

andlogo estrutural hidrofdbico da oxaliplatina encontra-se em ensaios clinicos para uma
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grande variedade de tumores e mais recentemente para tumores solidos e linfomas das
células B (72,137).

Em estudos de fase |, demonstrou-se que a dose maxima tolerada (DMT) do L-NNDP
foi de 312,5 mg/m? sendo limitante da dose a toxicidade causada pela mielosupressdo (137—
139). Nesse sentido, foi conduzido um estudo de fase Il utilizando o lipossoma di-amino-ciclo-
hexano de L-NDDP em pacientes com CCR avancado e refratério a terapéutica com 5-
FU/leucovorina ou capecitabina e irinotecano de forma a investigar a resposta anti-tumoral
do L-NDDP e proceder a uma caraterizacdo mais detalhada do perfil de toxicidade na
populacdo. Foi administrada por via i.v. a formulagdo durante 28 dias a 20 participantes, com
uma dose inicial de 300 mg/m’ até se verificar progressio da doenca ou toxicidade
inaceitavel. Dos resultados obtidos verificou-se toxicidade hematoldgica incluindo anemia de
grau 1 a 4 em 20% dos pacientes e leucopénia, neutropénia e trombocitopénia (grau 1/2) em
5% dos pacientes. Reportaram-se ainda nauseas (75%), vomitos (60%), fadiga (70%), dor no
peito e falta de ar a atingir os 40%, aumento transiente das transaminases (35%) e
hiperbilirrubinémia (20%). Na toxicidade de grau 3 e 4 incluiram-se a reacfes a infusdo (20%),
vomito (15%), fadiga (15%) e anemia (10%) e verificou-se neuropatia periférica de grau 1/2
em 15% dos pacientes (137,140,141). Neste estudo a resposta observada foi modesta; com
5,6% apresentando uma resposta parcial; 16,7% alcancando a estabilizacdo da doenca
durante 3 meses; e 77,8% com desenvolvimento da progressdo da doenca. Concluiu-se que
este estudo de fase Il ndo traria informacdes adicionais relevantes pelo que se tera iniciado
estudos pré-clinicos recorrendo a formulacdo modificada de L-NDDP, com o objetivo de
melhorar a tolerabilidade. Ainda assim, a informacdo obtida é de que este ensaio clinico esta
a decorrer, no entanto, sem recrutamento de participantes (136,137,142).

Além deste, foi desenvolvido outro ensaio clinico de fase |l, para testar o efeito da
combinacdo de Aroplatina e Capecitabina em pacientes com CCR avancado e resistente a
terapéutica padrdo. Segundo a informacdo disponivel este estudo estard ainda ativo, no
entanto sem recrutamento de participantes (140).

Pelo facto de os dados pré-clinicos demonstrarem que L-NDDP apresenta uma
distribuicdo diferente da primeira e segunda geracdo de derivados da platina, com
acumulacdo da platina elementar em érgdos tais como o figado, baco, nddulos linfaticos, um

perfil de toxicidade melhorado e com claras evidéncias de beneficios ao nivel do CCR, importa
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insistir em investigacdes clinicas, com vista a otimizar as terapéuticas oncoldgicas, mais
especificamente a do CCR (137).

Ensaios clinicos concluidos com sucesso providenciam a confianca necessaria para
investigar e desenhar novos lipossomas com diferentes componentes ou novas formulagdes
de farmacos no desenvolvimento de terapéutica para o CCR (6). A titulo de resumo, segue-se
a tabela 4.1, com referéncia as formulacdes em ensaios clinicos anteriormente apresentadas.

Apesar dos inUmeros artigos e da inovacdo constatada nesta drea, a encapsulacdo de
varios agentes terapéuticos tem falhado no seu perfil terapéutico, enquanto outros evoluem
para ensaios clinicos e, uma vez nesta fase, conclui-se que a sua utilizacdo é limitada. Até ao
momento, varios tém sido os esforcos no sentido de encontrar formulagdes lipossomais que
sejam uma mais-valia, recorrendo a farmacos anticancerigenos aprovados, no entanto, muita
das vezes ndo se alcancam os objetivos definidos. Além das especificidades de seguranca e da
eficacia que tem que ser garantida, ha que ter em conta que a localizagdo da doencga tem o
potencial de minimizar a eficacia da terapéutica lipossomal (66).

Relativamente a existéncia de lipossomas comercializados aplicados na terapéutica do
CCR, ainda que esteja demonstrada a sua utilidade na reducdo da toxicidade mantendo ou
até aumentando a sua eficicia, apenas algumas formulacGes lipossomais chegaram ao
mercado, tal como é o caso do Caelyx®. Muitos outros tém estado em prolongados ensaios
clinicos, tais como formulagBes de gemcitabina, metotrexato e derivados da platina, no
entanto, ainda ndo atingiram a fase de comercializacdo e ndo possuem indicacdo terapéutica

para o CCR (44,56,80).
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Tabela 4.1 - Lipossomas em aplicacdo clinica na terapéutica do CCR.

Nome do Indus}rla. Farmaco Indicagdo Estado Referéncia
produto Farmacéutica
Doxil® JanssenProdu | Doxorrubicina | CCR avangado | Fase ll (117)
cts Terminado
ThermoDox® | Celsion Doxorrubicinat | CCR+ Fase Il (69,114)
ermosensivel metastases no | Terminado
figado + RFA?
CCR+ Fase | (121)
metastases no | A decorrer
figado +
ultrasom
IHL-305 YakultHonsha | Lipossoma PEG | Tumores Fase | (124)
Co. de irinotecano | sélidos A decorrer
avancados
LE-SN38 NeoPharminc | SN-38* CCR Fase Il (69,72,126
metastizado Terminado | ,133,143)
CPX-1 Celator Combinacdo CCR Fase Il (68,69,111
irinotecanoHCl | avancado A decorrer | ,112,114)
:floxuridina
(racio 1:1)
Lipoxal™ Mebiopharm | Oxaliplatina CCR avancado | Fasel (44,136)
Terminado
Aroplatin™ Antigenicsinc | Analogo da | Tumores Fase |l (72,136,13
oxaliplatina sélidos A decorrer | 7,139)
(NDDP) avancados (no
qual se inclui
CCR)
Aroplatin™ Antigenicsinc | Analogo da | CCR avancado | Fase ll (72,136,13
oxaliplatina com Terminado | 7,142)
(NDDP) resisténcia  a
terapéuticas
padrao
Aroplatin e | Antigenicsinc | Analogo da | CCR avancado | Fase ll (140)
Capecitabina oxaliplatina com A decorrer
(NDDP) e | resisténcia  a
derivado de | terapéuticas

fluoropirimidin
a

padrao

Legenda: 'SN-38 (7-etil-10-hidroxi-camptotequina) - metabolito ativo do pro-farmaco

irinotecano (CPT-11)(69); 2 RFA — radiofrequéncia de ablaco.
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Capitulo 5

ConclusGes e recomendagdes

O cancro é considerado uma das principais causas de morte e apresenta custos
elevados, associados ndo so ao diagndstico e a investigacdo necessaria ao estabelecimento de
terapéuticas, mas também pelo tempo prolongado a que estd associada a terapéutica, a qual
requer muitas vezes cuidados hospitalares especializados. Para que um farmaco seja eficaz,
deve alcancar o tecido tumoral em grande concentragdo, permitindo a sua interagdo com o
alvo e consequente internalizacdo celular da molécula farmacologicamente ativa. Portanto,
ao longo do tempo muitos esforcos tém sido feitoscom vista a descoberta de inovadores
sistemas de libertacdo de farmacos, que permitam ultrapassar a falta de seletividade dos
farmacos entre o tecido normal e o patoldgico. Esta inabilidade muitas vezes condiciona a
dose utilizada, sob pena dos pacientes ndo resistirem aos efeitos toxicos inerentes a
terapéutica.

A presente dissertacdo de mestrado procura expor e, na medida do possivel,
responder as questdes levantadas pela investigacdo na area das alternativas terapéuticas do
CCR, sendo estas fundamentadas na informacdo proveniente da analise dos resultados e
alicercadas pelo conhecimento tedrico oriundo da revisdo bibliografica. Como se demonstrou
ao longo desta monografia, os lipossomas vetorizados passivamente apresentam
carateristicas que prolongam o tempo de circulacdo do farmaco gracas a diminuicdo da sua
detecdo e eliminacdo pelo sistema reticuloendotelial. Por outro lado, por vetorizagdo ativa é
possivel, através da adicdo de ligandos direcionados para alvos especificos, aumentar a
seletividade pela célula tumoral propiciando uma acumulacdo no alvo pretendido e
minimizando os efeitos em células normais.

Além disso é possivel promover a acumulagdo no sitio alvo por aumento da captacdo
celular, em funcdo das variacbes de pH, temperatura, luz, ultrassom ou magnetismo.
Combinando estratégias de vetorizacdo que recorram a ligandos funcionalizantes tais como
anticorpos, fatores de crescimento, péptidos, carbohidratos, lipoproteinas, entre outros,
torna-se vidvel obter uma libertacdo de farmaco controlada e prolongada.

Como foi possivel verificar ao longo desta monografia tém sido feitos estudos para as
diversas estratégias de vetorizacdo, tanto isoladamente, como em associacdo. No futuro,

prevé-se a criacdo de nanossistemas aliando as diferentes estratégias de vetorizacdo numa
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mesma formulacdo lipossomal, na busca de sistemas cada vez mais seletivos e eficazes. Além
disso, os estudos tém sido direcionados para a analise dos efeitos benéficos do sinergismo de
terapéuticas em combinacdo no mesmo nanosistema.

Uma vez apresentadas as conclusdes dos varios estudos analisados, importa continuar
a desenhar e a testar novas formulagdes lipossomais, com vista a otimizar os processos de
producdo, a caraterizacdo dos sistemas e as vantagens da combinacdo de técnicas de
vetorizagdo e terapéuticas perante continuos ensaios clinicos in vitro e in vivo. Conseguido
este objetivo, serdo obtidas formulagdes mais seletivas, eficazes e seguras para o tratamento
do cancro colo-retal, com menos efeitos agressivos para os pacientes, menor progressao ou,
idealmente, regressdo da doenga e, consequentemente, maior sobrevida.As limitagdes da
investigacdo passam essencialmente pelo facto de as condi¢cBes em que decorrem os estudos
variarem no que diz respeito ao tipo de formulacdo e aos modelos utilizados para as testar, o
que ndo permite fazer uma comparacdo concreta entre formulaces. Além disso, é preciso
ter em conta que os lipossomas vetorizados dependem do estado fisiopatoldgico dos
modelos que é muito varidavel e que, por isso, a analise in vivo é essencial e deve ser feita
continuamente.A aprovacdo de uma formulagdo lipossomal exige uma analise extensiva de
todos os processos de modo a garantir a seguranca e replicacdo da sua aplicacdo, o que
implica o cumprimento de objetivos rigorosos e nem sempre faceis de reproduzir,
dificultando, por vezes a introducdo deste tipo de formulagdes no mercado.

A nanomedicina e 0s nanossistemas sao uma tecnologia com enorme potencial e com
um papel importantissimo no futuro da terapéutica clinica e na qualidade de vida dos
individuos com esta patologia. Posto isto, é crucial insistir na investigacdo nesta area para que
novos e cada vez mais seletivos sistemas de libertacdo de farmacos estejam disponiveis numa

sociedade em que a incidéncia e a prevaléncia deste tipo de cancro continuam a aumentar.
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Anexo A

Tipos de mutagGes genéticas e alteraces epigenéticas no cancro.

Tabela A - Tipos de mutacdes genéticas e alteracBes epigenéticas no cancro. Adaptado de

Hobbs et al. (2011) (8).

Tipo de alteragtes Efeito no DNA EfeitonaProteina
Silencioso: codifica para o
mesmo aminodcido;
N Missense: codifica para outro
- Alteracdo de um S
Mutag¢do pontual - aminoacido;
nucledtido por outro . ~
L Nonsense: cria coddo de stop;
Genética: .
9 Local de splicing: remove ou
mutacdes de ) -
cquena cria um local de splicing
Peq Frameshift: altera o quadro de
escala . .
leitura da proteina;
Inser¢do/ Adicdo ou remogdo de um | In frame: adi¢do ou remocgdo de
delegdo ou mais nucledtido um ou mais aminoacidos;
Local de splicing: remove ou
cria um local de splicing
Ganho de uma ou mais
. copias de grande parte da ,
Duplicagdo/ P o & P Aumento do nimero de genes
PR regido cromossomal ou . s
amplificagao Unicos ou multiplos.
de um cromossoma
inteiro
Diminuicdo do numero de
Perda de uma grande genes Unicos ou multiplos.
Delecio parte da regido Criacdo de novos genes de
L ¢ cromossomal ou de um fusao.
Genética: o ~
. cromossoma inteiro. Expressdo de genes aberrantes
mutacdes de
em novo contexto.
larga escala — =
Criacdo de novos genes de
~ Troca entre cromossomas ~ ~
Translocagdo N ) fusdo; expressdo de genes
ndo homalogo
aberrantes em novo contexto.
Inversdo da orientacdo de Criacdo de novos genes de
Inversdo um segmento fusdo; expressdo de genes
cromossomal. aberrantes em novo contexto.
Perda de Perda de um alelo, quer Reducdo de dois alelos para um
. por delec¢do ou alelo para um Unico ou
heterogenecidade T e
recombinacdo. multiplos genes.
Adicdo ou remocdo de Nos locais de CpgG, . . L
. ~ L Silenciamento ou ativacdo da
um grupo metil do conversao de citosina em ~
G expressdo do gene.
. ” DNA 5-metilcitosina.
Epigenética T T
o Acetilacdo, metilacdo, ) . L.
Modificacdo das T Silenciamento ou ativagdo da
: ubiquitilagdo, ~
histonas L expressdo do gene.
fosforilagdo
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Anexo B

Esquematizacdo de protocolos de quimioterapia aplicados ao cancro colo-retal

Segundo a compilacdo de protocolos de quimioterapia de 2015 de Kuehretal. (2013),

existem varias combinacdes possiveis para a terapéutica do CCR, tal como serd evidenciado

em seguida, na tabela B.

Kuehr et al. (2013) (144).

Tabela B - Protocolos de quimioterapia a aplicar no cancro colo-retal.Adaptado de

Farmacos Dias Dose (mg/m?) Dia de,, N2 de ciclos
repeticao
>-FU (400+600)
1,2,15,16 29 6
+ LEUCOVORINA e +200
= 5-FU 1,2,15,16 (400+600)
LSL + LEUCOVORINA *1,15* +200 29 6
L | +IRINOTECANO* +180
5-FU (400+600)
+ LEUCOVORINA 1,2,15,16 +200 59 6
+ IRINOTECANO* *1,15* +180
+ BEVACIZUMAB* +5mg/kg
FOLFIRI (400+2400)
1,15 +400 +180 29 6
+ AFLIBERCEPT +4 mg/Kg
i 5-FU
O | +LEUCOVORINA | 12,1516 (4O+O; 06000)
Q | + OXALIPLATINA* 85 29 6
*1,15*
+ +5 mg/kg
BEVACIZUMAB*
5 5-FU
O | +LEUCOVORINA | 1,2,15,16 (4O+02+ 06000)
Q | + OXALIPLATINA* o 85 23 6
+ L15 +6mg/Kg
PANITUMUMAB*
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>
= >-FU (400+ 2400)
g + LEUCOVORINA 1,15 +400 29 6
Q | + OXALIPLATINA +100
_El)*
= el (400+2400)
I | + LEUCOVORINA* | 18,1522 +400
) 2
= | +|RINOTECANO* - +180 9 6
+ CETUXIMAB ' +250
IRINOTECANO 1,8,15,22 125 36 dou+
IRINOTECANO 1 125 8 Até progressdo da
+ CETUXIMAB +250 doenca
Se bem tolerado,
(HD 5-FU) 5-FU 2600 manter até
1,8,15,22,2
+ LEUCOVORINA 8,15,22,29,36 +500 >0 progressao da
doenca
Se bem tolerado,
CAPECITABINA 1-14 2500 22 manter ate
progressao da
doenca
CAPECITABINA* . 2000
+ IRINOTECANO (1-14)%, 1,8 +80 22 6
CAPECITABINA* . 2000
+ OXALIPLATINA (1-14)%, 1.8 +70 22 6
RALTITREXED 1 3 22 6
PANITUMUMAB 1 6 mg/Kg 15
REGORAFENIB 1-21 160 mg 29

Nota: Leucovorina, também referida como folinato de cdlcio ou acido folinico é
utilizado como modulador do 5-FU e, por isso, deve ser administrada antes do 5-FU;

cetuximab: 1 hora de gap entre cetuximab e outro agente quimioterapico.
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