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Resumo

O cancro é hoje em dia um dos principais fatores de morbilidade e mortalidade.
No ano de 2010, o National Institute of Health estimou os custos associados ao cancro
em cerca de 263,8 bilides de dolares. Desta forma, a investigacao nesta area continua a
procurar formas de otimizar os tratamentos, aliviando o sofrimento dos doentes e

reduzindo os custos associados a doenga.

O tratamento do cancro tem evoluido no sentido de atingir uma maior
seletividade para as células tumorais. As limitagfes associadas a quimioterapia com
apenas um farmaco conduziram ao aparecimento de novas estratégias, nas quais se
combinam diferentes terapéuticas, com diferentes mecanismos de acdo, levando a um
efeito sinergistico. Esta estratégia permite a administracdo de uma menor dose de cada

farmaco, diminuindo assim os efeitos adversos.

No entanto, existem limitacdes clinicas para estas terapéuticas convencionais
relacionadas com as propriedades dos transportadores das membranas celulares, a baixa
biodisponibilidade e a distribui¢do dos farmacos junto das células tumorais.

A pesquisa de novas estratégias tornou-se uma necessidade para a obtencdo de
uma distribuicdo mais efetiva e especifica dos farmacos nas células tumorais. Assim, 0s
nanossistemas foram extensamente estudados para aumentar a eficacia dos tratamentos.
A nanotecnologia, através da encapsulacdo dos farmacos, permitiu melhorar os
parametros farmacocinéticos dos farmacos, tendo ainda a vantagem de se poder fazer
uma vetorizacdo para as células tumorais, tendo por base o reconhecimento de

recetores.

Palavras-chave: cancro, nanossistemas, vetorizacdo, marcadores tumorais.

Abstract

Cancer is nowadays one of the main factors of morbidity and mortality. In
2010, for example, the National Institute of Health (NIH) estimated that in America,
the costs associated with cancer are around 263.8 billion dollars. Therefore, research in




this area continues to look for ways to optimize treatments, relieving the suffering of

patients, and reducing the costs associated to the disease.

The treatment of cancer has evolved towards achieving greater selectivity for
tumor cells. The limitations associated with a single drug chemotherapy led to the
development of new strategies, which combine the different therapies with different
mechanisms of action leading to a synergistic effect. This strategy allows the

administration of a lower dose of each drug, thus minimizing adverse effects.

However, there are clinical limitations to these conventional therapies related
with cell membrane transporters properties, low bioavailability and distribution of the

drugs in the tumor cells.

The research for new strategies has become a requirement for obtaining a more
effective and specific distribution of the drugs in the tumor cells. Thus, the
nanosystems have been widely studied to enhance the effectiveness of the treatments.
Nanotechnology, through encapsulation of drugs, has improved the pharmacokinetic
parameters of the drugs, having the advantage of allowing the vectorization to the

tumor cells based on the recognition receptors.

Keywords: Palavras-chave: cancer, nanosystems, targeting, tumoral markers
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2. Introducao

Segundo a American Cancer Society, o0 termo cancro representa um conjunto de
doencas caraterizadas por um crescimento descontrolado das células. Existem mais de
100 tipos diferentes de cancro, sendo que a sua denominagdo estd normalmente
associada ao local ou ao tipo de tecido onde a doenca tem origem. Trata-se da terceira
principal causa de morte nos paises desenvolvidos.*

Um estudo recente da Agéncia Internacional do Cancro indica que sé em 2008,
foram diagnosticados 12,4 milhdes de casos de cancro em todo o mundo que resultaram
em 7,6 milhdes de mortes. Estima-se que em 2030 haverd 27 milhdes de casos
incidentes de cancro, e as mortes por cancro continuardo a aumentar para valores
superiores a 11 milhdes, em todo 0 mundo.”

Por vezes surgem alteracbes no material genético de uma célula que produzem
mutacdes, as quais sdo responsaveis por uma alteracdo nos processos de regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular. Essas alteragdes em genes normais (proto-
oncogenes) originam 0s oncogenes, sendo estes responsaveis pelo desenvolvimento das
neoplasias, pois promovem o crescimento de células com a lesdo genética. Este
processo € designado de carcinogénese ou oncogénese. A massa de células que resulta
da divisdo descontrolada a partir de uma célula mae denomina-se tumor ou neoplasia
(Figura 1).2

Os tumores benignos, na grande maioria dos casos, podem ser removidos, e por
vezes também podem regredir, ndo se disseminando para os tecidos circundantes ou
para outras partes do organismo. Por outro lado, os tumores malignos séo caracterizados
pela agressividade e pela capacidade de metastizacdo, invadindo os tecidos envolventes
e disseminando-se a partir do local primario, através da corrente sanguinea ou do
sistema linfético e formando novos tumores noutros tecidos e 6rgéos.”

As principais formas de tratamento do cancro incluem a ressecgdo cirurgica,
quimioterapia, radioterapia, ou uma combinacgéo das trés.’

Apesar das melhorias verificadas ao longo das Gltimas décadas na eficacia dos
tratamentos, a maioria das formulagdes quimioterapéuticas convencionais (comprimido,
capsula, injecéo) apresentam varios problemas, tais como a toxicidade sistémica e um

efeito destrutivo para as células vizinhas. Além disso, existe o risco de nefrotoxicidade,
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neurotoxicidade, toxicidade vascular, infertilidade e complicagfes tromboembdlicas,
bem como os efeitos secundarios mais comuns previstos, tais como alopecia, nduseas, e

enfarte do miocardio.”

Loss of Normal Growth Control

Normal =< I
cell division \\\‘II"//
NS -
Cell Suicide or Apoptosis

Cell damage—
no repair

Cancer
cell division

NS
N

€
€
€

First Second Third Fourth or
mutation mutation mutation later mutation

-~

Uncontrolied growth I

Figura 2.1- Comparagdo entre a divis&o celular em células normais vs. células tumorais.®

Outros problemas que surgem com a quimioterapia convencional incluem a
incapacidade dos farmacos para atuar de uma forma seletiva nos locais do tumor, e
dificuldade na administracdo clinica dos mesmaos, devido a metabolizacdo e degradacédo
a que so sujeitos, bem como aos mecanismos de resisténcia das células.?

O fendmeno da resisténcia a maltiplos farmacos é um dos principais fatores que
contribui para a efetividade da quimioterapia. O gene MDR, nomeadamente, MDR1,
responsavel pela producdo da glicoproteina P (P-gp), uma proteina membranar de alto
peso molecular é responsavel pelo efluxo dos farmacos, conferindo a célula protecdo
contra os agentes anticancerigenos. Estruturalmente, a P-gp é formada por duas partes
homologas, com sensivelmente 0 mesmo tamanho, em que cada parte tem um dominio
hidrofobico e um dominio hidrofilico. Este ultimo apresenta uma homologia com o0s
sistemas de transporte ativo presente nas membranas bacterianas, bem como locais de
ligagdo a nucleotidos. Esta estrutura é consistente com a funcao da P-gp, que funciona

como uma bomba de efluxo dependo de energia sob a forma de ATP.?
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Por estes motivos, diversas pesquisas tém sido efetuadas no sentido de atingir as
células cancerigenas com o minimo efeito nos tecidos normais, e a0 mesmo tempo de
aumentar a biodisponibilidade do farmaco, no local do tumor, para uma maior eficacia
do tratamento.®*°

A nanotecnologia € uma ciéncia emergente, na qual se depositam grandes
expetativas e se espera que tenha um grande impacto na medicina.™

Os nanossistemas comegam a surgir como um meio de vetorizagdo de moléculas
na area da imagiologia e terapia, sobretudo devido as suas possiveis aplicacbes no
cancro. O objetivo da introducdo de nanossistemas no combate ao cancro esta
relacionado com uma detecdo precoce, aumentar a eficdcia do tratamento e diminuir os
efeitos secundarios.**** Existem atualmente uma variedade de nanossistemas, como por
exemplo nanoparticulas poliméricas e metéalicas, lipossomas, particulas lipidicas sélidas,
micelas, dendrimeros, microcapsulas, entre outros.*

Atualmente, varios nanossistemas e metodologias de vetorizacdo de meios
terapéuticos estdo ja desenvolvidos ou sob desenvolvimento. A utilizacdo destes
nanossistemas tem o objetivo de minimizar a degradacdo do farmaco e a sua inativacao
apos a administracdo, diminuir os efeitos secundarios, e aumentar a biodisponibilidade
do farmaco e fragdo disponivel na area patoldgica.'®*®

Tal como outros transportadores, estes nanossistemas podem  ser
funcionalizados, modificando a sua superficie com uma variedade de ligandos,
conferindo-lhes novas propriedades e funcionalidades. Com a funcionalizacdo dos
nanossistemas procura-se que estes adquiram capacidades tais como: um aumento do
tempo em circulagcdo e uma maior acumulagéo nos tecidos patoldgicos; reconhecimento
especifico de marcadores ou recetores presentes na superficie das células; capacidade de
resposta a estimulos caracteristicos dos tecidos patoldgicos, como por exemplo o pH ou
a temperatura; capacidade de penetracdo nas células, evitando o contato com o0s
lisossomas para uma vetorizacéo intracelular mais eficaz.™

As células tumorais sofrem alteracbes, ndo so fisiologicas, mas também
estruturais, e essas alteracfes podem ser utilizadas para a obtencdo de seletividade na
administracdo do tratamento. Nas células tumorais, a nivel da superficie celular, € muito
comum um aumento da expressdo de determinados epitopos, 0 que permite que através
de um ligando especifico se possa vetorizar os farmacos para estas células. Alguns dos

epitopos sobreexpressos nestas células mais estudados sdo os recetores tirosina cinase, o
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recetor da transferrina, o recetor do acido folico, o antigénio especifico da prostata e

marcadores da angiogénese.

2.1. Teorias da Carcinogénese

A descricdo mais antiga de cancro em humanos data de 3000-1500 a.C., e foi
encontrada em papiros egipcios. Com o passar do tempo e a evolucdo das sociedades
procurou-se saber mais sobre esta doenca, comecando a surgir teorias para a explicar o
seu aparecimento.™

e Teorias celulares

Em 1841, Robert Remark descreveu o fendmeno da divisdo celular em embriGes de
galinha e no desenvolvimento muscular. Mais tarde entre 1850 e 1855, aprofundou a
sua pesquisa e propds que as células tumorais surgiam da formacdo celular a partir de
tecidos especificos.'®

Ap0s o ceticismo inicial, em 1858 Virchow corroborou as teorias propostas por
Remark a propdsito da origem dos tumores. De acordo com Virchow, as células de
tecidos afetados derivam de tecidos normais, tendo por base uma malformacéo que
inicia o aparecimento da doenca. Consequentemente propds a ideia de os tumores eram
derivados de células que se dividiam mais rapidamente do que era suposto.?

Na tentativa de aumentar o conhecimento acerca do cancro Leland H. Hatwell,
R. Timothy e Paul M. Nurse identificaram a presenca de moléculas reguladoras como
sendo a chave para a compreensdo do mecanismo da divisao celular.'®

Em 1951, no Hospital Johns Hopkins, George Grey desenvolveu a primeira
linhagem celular a partir da paciente Henrietta Lacks, que sofria de adenocarcinoma
cervical. Esta linhagem celular ficou conhecida como HeLa.?** A linha celular HeLa
constitui um dos principais marcos na pesquisa do cancro, no entanto a sua taxa de
proliferacdo € elevada, causando o risco de contaminacdo cruzada de outras culturas
celulares. Esta situacdo criou a necessidade de se estabelecerem técnicas para a
determinaco do tipo de células, a nivel bioquimico e genético.?*%*

Kerr e a sua equipa de investigagdo propuseram uns anos mais tarde, que muitos
organismos recorriam a um mecanismo de morte celular programada de forma a

restringir o crescimento celular.?®
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Em 1990, foi demonstrado pela primeira vez que a oncogénese nao dependia apenas
de um crescimento celular descontrolado, mas também da capacidade de inibir a morte
celular.®

e Teorias bioquimicas

As teorias bioquimicas defendem que o aparecimento do cancro € devido a um erro
em processos envolvidos na proliferagdo celular, causando transformacéo.
Anteriormente & descoberta dos oncogenes, as teorias debatidas baseavam-se em
disfuncdes de varios processos bioquimicos como causa da oncogénese.™®

Em 1930, o bioquimico Otto von Warburg sugeriu que nas células tumorais a
respiracdo aerobia era substituida pela glicolise, e que a sua rapida proliferacdo
demonstrava que a metabolizacdo era independente da presenca de oxigénio.
Posteriormente provou-se que os substratos limitantes para as células tumorais eram a
glucose e o oxigénio. A glicolise anaerébia era portanto uma consequéncia do
crescimento acelerado, que ndo permitia uma vascularizacéo apropriada.?’?

Outros defendiam que nas células tumorais existia uma regressdao a estados
embrionarios de desenvolvimento. Esta ideia, que as células se tornavam
indiferenciadas, foi fundamentada devido a presenca de oncoproteinas fetais durante a
doenca. Em células diferenciadas estes genes sao normalmente inibidos, no entanto nas
células tumorais esta inibicdo é reversivel. Assim surgiu um modelo alternativo em que
a “oncogenia bloqueia parcialmente a ontogenia”, em que a doenca ¢ o resultado de
alteracBes nos genes e na sua expressao, e que impede a diferenciacéo celular.”®

Miller e Miller sugeriram também que a carcinogénese poderia provir devido a
alteracdes ou delecbes permanentes de proteinas essenciais ao controlo do crescimento
celular. Defenderam que no processo de carcinogénese enzimas especificas eram
eliminadas através da ligacdo covalente a proteinas sollveis em agua. Assim 0 primeiro
passo da carcinogénese € a inativacdo da inibicdo enddgena, uma vez que as proteinas

soltveis em 4gua tinham funcdes de inibicdo do controlo da proliferacéo.®

e Teorias baseadas em agentes externos

Estas teorias tém como base agentes externos como causa da carcinogénese. Estes

agentes externos sdo agentes quimicos, radiacao e virus.
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» Carcinogénese quimica

Em 1775, o cirurgido inglés Sir Percival Pott relacionou a ocorréncia de cancro
com a exposic¢ao ocupacional, neste caso com os limpa-chaminés. Mais tarde, em 1915
a relacdo foi confirmada por Katsusaburo Yamagiwa, atraves da primeira experiéncia
controlada com inducéo de cancro em animais.*

A meio do seculo XIX, foi documentada outra situacdo em que a exposi¢do
ocupacional pode estar na origem do aparecimento de cancro no pulmdo. Neste caso, 0
composto era a prata, extraida das minas St. Joachimsthal, e utilizada posteriormente
para o fabrico das moedas.*

Em 1761, John Hill publicou um trabalho advertindo para os perigos do tabaco e
0 aparecimento de tumores. Mais tarde em 1949, Ernst Wynder realizou um estudo e
concluiu que existia um maior risco de cancro de pulmao em fumadores relativamente a
ndo fumadores.™

Nos Ultimos anos a suscetibilidade a varios tipos cancros tem sido associada aos
habitos nutricionais. Através da consciencializacdo da populacdo e com o conhecimento
das propriedades carcinogénicas das espécies reativas de oxigénio, muitos estudos
foram realizados, demostrando-se a capacidade protetora dos antioxidantes como

suplementos alimentares.*

= (Carcinogénese radioativa

Em 1895, Wilhelm Conrad Rontgen realizou experiéncias com descargas
elétricas, identificando uma radiacdo penetrante, fluorescente, que nomeu de raios X.
Anos mais tarde faleceu com leucemia.*®

No final do seculo XIX Marie Curie e 0 seu marido descobriram o elemento
radio. ApoOs anos de pesquisa sobre a radioatividade, Marie também teve leucemia.
Posteriormente foi reconhecido o perigo da radiacéo ionizante.™

Nos primeiros anos do seculo XX, muitas pesquisas com 0s recém-inventados
geradores de raios X, foram afetadas pelo aparecimento de cancros de pele e leucemias.
Mais tarde foram documentados casos em que criancas tratadas com radioterapia
desenvolveram cancro na tiroide. No entanto, o uso da radioterapia no cancro continua a

ser utilizado, de uma forma consciente e estudada.
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» Carcinogénese viral

Os tumores com origens virais foram detetados no inicio do seculo XX. Em
1932, Shope e Hurst demonstraram a atividade oncogénica do papiloma virus em
coelhos. No entanto estas experiéncias em animais eram vistas com ceticismo, uma vez
que ndo se aplicavam aos humanos. Em 1950, atraveés da demonstracdo da inducéo de
tumor pelo virus sarcoma Rous (RSV), as davidas foram dissipadas.®***

Mais tarde, em 1964 foi observada, através do microscépio eletronico, a
presenca do virus Epstein-Barr (EBV) em culturas celulares de linfoma de Burkitt.*

A infecdo de células com virus de ADN oncogénicos pode por um lado resultar
na lise celular, com morte celular e libertagdo das novas particulas virais formadas, ou
por outro lado transformar a célula, originando um estado neoplasico, onde ha pouca ou
nenhuma formacao de novas particulas virais, mas em que héa integracdo do ADN viral
no ADN da célula.”®

O tempo entre a infecdo viral e 0 aparecimento do tumor sugere que 0s virus podem
atuar na fase de iniciacdo do tumor, e que os danos provocados posteriormente sao um
requisito para a promo¢do do mesmo. Estima-se que 15% de todos os tumores sdo

causados por virus.*

e Teorias somaticas

Pierr Paul Broca, em 1866 propds que uma deficiéncia hereditaria num tecido
afetado causava o desenvolvimento de tumor.*

Em 1877, Walter Flemming descobriu os cromossomas, e descreveu a diviséo
celular, nomeando-a de “mitose”. Anos mais tarde, Theodor Boveri mostrou que
deficiéncias a nivel dos cromossomas podiam tornar as células malignas. Ele sugeriu
que tumores malignos poderiam resultar da condi¢cdo dos cromossomas. Baseou as suas
teorias em quatro conceitos principais: O problema dos tumores é um problema celular;
Todos os tumores surgem de uma célula Unica; As células tumorais contém material
genético combinado erradamente, como resultado de processos anormais; Deficiéncias
nos cromossomas sdo a causa para 0 aumento da proliferacdo celular, que é transmitida
a descendéncia a partir da célula inicial.***’

O termo “mutagdo somatica” foi pela primeira vez associado ao cancro por Ernest

Tyzzer, representando uma categoria de doencas genéticas das células sométicas.®
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No ano de 1949, Berenblum e Shubik concluiram que a carcinogénese era
constituida por pelo menos duas fases. Cinco anos depois, Armitage e Doll afirmaram,
de acordo com os resultados da sua pesquisa, que 0 processo tinha entre seis a sete
fases. Newbold e Overell colocaram a hipotese que a ativacdo do gene ras era apenas
um dos passos para a via da oncogénese.*®

O conceito de mdaltiplas mutacbes somaticas como condigdes necessarias para a
oncogénese foi aprofundado por Foulds e aperfeicoado por Fearon e Vogelstein.™

e Teorias regulatorias

As teorias regulatorias consideram que o cancro € resultado de um processo
regulatério anormal entre as células, o microambiente e o hospedeiro.*

A proliferagéo e o metabolismo celular s&o regulados por mecanismos de feedback.
Esta regulacdo é feita através de sinais intracelulares, passos limitantes e pontos de
verificacdo e controlo. Alteragfes na expressdo genética tém implicacbes nas reacdes
bioquimicas, podendo contribuir para a variabilidade fenotipica. Estas alteracGes
genéticas alteram o crescimento celular, a senescéncia, a capacidade de invasdo,
afetando os mecanismos interrelacionados entre si e contribuindo para o processo de
carcinogénese.*

Apdbs um nimero limitado de divisGes, é atingindo um estado critico, onde ocorre a
morte de algumas células. Algumas células podem sofrer alteragdes, que lhes permitem
crescer e ser dominantes relativamente a outras, devido a novas caracteristicas
adquiridas em consequéncia dessas mesmas alteracbes, funcionando como uma
vantagem seletiva. Estas células formam uma nova populacdo que partilham as mesmas
caracteristicas, muitas vezes consideradas pré-cancerigenas.*!

Como parte do processo de senescéncia, as terminagGes dos cromossomas, 0S
telomeros, vao diminuindo o seu tamanho. Apos o processo de replicacdo, a enzima
telomerase, repbe as terminagbes dos cromossomas prevenindo assim a perda de
material genético. A sua atividade estd também relacionada com o aparecimento de
cancro.*

Com a evolugéo da pesquisa, num sentido de ter um melhor conhecimento sobre o
cancro, a interacdo entre as céelulas tumorais e 0 hospedeiro comegou a ter uma maior
relevancia. Nas primeiras experiencias acerca da carcinogénese verificou-se o0

aparecimento de vascularizagcdo e de um aumento do fluxo sanguineo nas areas em
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redor dos tumores transplantados e foram identificadas semelhancas com as reacdes
ocorridas nas lesées de tecidos.*

Com o tempo, comegou a perceber-se que o sistema imunitario poderia ter um papel
negativo no risco de carcinogénese, devido aos processos inflamatérios.’® Outro
processo que ganhou atencdo foi o da regulacdo hormonal. Em junho de 2002, a
Women’s Health Initiative interrompeu um estudo, apds o aparecimento de cancro da
mama e problemas cardiacos em mulheres que utilizavam contrace¢do hormonal. Em
2006, varios estudos realizados nos Estados Unidos da América mostraram que no ano
2003 ocorreu uma diminuicdo da incidéncia de cancro do peito como consequéncia da

reducéo da utilizacio da terapia hormonal.*
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3. 0O Cancro e o Hospedeiro
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3.1. Ciclo Celular: alteracoes na presenca da

doenca

O ciclo celular representa o periodo de tempo entre duas divisdes celulares, e
consiste em quatro etapas (Figura 1). Na primeira fase, G;, ocorre a sintese de ADN e a
formacéo de organelos, segue-se a fase S, caracterizada por uma duplicacdo do material
genético e posteriormente a terceira fase, G,, em que a hd um crescimento e a célula
prepara-se para se dividir. Estas trés etapas iniciais tm o nome de interfase.
Posteriormente, segue-se a fase mitotica, que engloba a mitose, constituida por 4 fases

(profase, metafase, anafase, e teldfase), seguida da citocinese, onde ocorre a divisdo do
citoplasma da célula.**
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Figura 3.1 -Representacdo esquematica do ciclo celuar. A interfase é um periodo relativamente longo quando
comparado com a fase mitética, podendo demorar horas, semanas, anos ou mesmo perpetuar-se até a morte
de célula, sem que uma nova divisdo ocorra.**

Na auséncia de fatores de crescimento, as células ndo se dividem, entrando na
fase Go. O tempo de duracdo desta fase é variavel, e é determinado pela presenca ou
auséncia de estimulos de crescimento.™

O ciclo celular é regulado por moléculas proteicas, as cinases dependentes da
ciclina (CDK), sendo que a sua atividade constitui um passo limitante no ciclo celular.*®
As ciclinas sdo uma subunidade das CDK, constituidas por uma zona homologa de
cerca de 100 aminoacidos, que forma o local de ligagdo a CDK. Sdo conhecidos
diferentes tipos de ciclinas, agrupadas em sub familias A1-2, B1-3, C, D1-4, E1-2, F,
G1-2 (Tabelal). A concentragdo das ciclinas difere consoante a fase do ciclo celular,
devido a alteracdes na sua sintese ou degradacéo.*®




Nas células tumorais os componentes do ciclo celular encontram-se alterados e
desregulados. Pode ocorrer a ativagdo de mutagdes ou a sob expressdo dos genes,
provocando um aumento da concentragdo destas moléculas reguladoras. Em varios tipos
de cancro, como cancro da cabeca e pescoco, carcinoma hepéatico e colo-retal, a
atividade da ciclina D1/CDK4 encontra-se aumentada, devido a producédo excessiva da
ciclina D1, e/ou como consequéncia de mutacdes na CDK4, que tornam a ciclina D
resistente a efeitos inibitorios. Por outro lado, a sobre expressdo da ciclina D esta
associada a 50% dos cancros da mama. A sobre expressdo das ciclinas D3 e A ocorre
em estadios iniciais da neoplasia intraepitelial pancreatica e atinge os cerca de 100% de

prevaléncia no cancro do pancreas.*®

Tabela 3.1- Os diferentes tipos de ciclinas, e respectivas cinases actuam em diferentes fases do ciclo

celular.’®

Cyeclin - CDK CAK Stage
D, , 24 (PSK-13), 6 G,

C B{K35) G,

F.I s 2456 Glﬁq
G, GAK (G- Gy/S

Associated Kinase)
ﬁ.l s 1,23 5
A 5 1,23 Cyelin HICDEW G/M
MATI

F G/M
B, . | M

A desregulacdo do ciclo celular é o ponto critico para o aparecimento de uma
neoplasia, no entanto o organismo humano tem mecanismos que Ihe permitem recuperar
de erros, através de “checkpoints”. A divisdo celular pode ser interrompida quando o
processo ndo estad a decorrer dentro da normalidade, e sdo normalmente moléculas
supressoras de tumores responsaveis por esta funcao.

Na fase G;, a célula tem a opcédo de continuar a divisdo progredindo para a fase
S, quando hé fatores de crescimento, ou na auséncia destes fatores, de reverter para a
fase Gy. Este passo determinante é controlado pelas vias RB e P53, e inibidores das
CDK.*

Os genes da familia retinoblastoma (RB) sdo expressos em células normais e
tem um efeito inibitério sobre a proliferacdo do ciclo celular. A proteina RB é

constituida por 928 aminoacidos, arranjados em 4 dominios. Na forma desfosforilada

23



liga-se as ciclinas D1 e D3, sequestrando-as. Por outro lado, liga-se e sequestra tambem
o fator de transcricdo E2F, inibindo a expressdo de moléculas que medeiam o ciclo
celular. O complexo formado Ciclina D-RB-E2F tem um papel de inibi¢do da sintese
proteica, necessaria para a proliferacdo do ciclo celular. Na auséncia da proteina RB, as
células tornam-se relativamente resistentes a inibidores da sintese proteica,
evidenciando o seu papel no crescimento celular, através da inibicdo da transcri¢do do
ARN polimerase | e Ill. Por outro lado, a proteina RB pode também formar complexos
com o fator E2F e HDA-1 (desacetilase 1 das histonas) funcionando, mais uma vez,
como um inibidor da transcricéo.*

A fosforilagdo da proteina RB torna-a inativa, bloqueando assim a sua fungéo no
ciclo celular. A inactividade desta proteina € um pré-requisito para a progressdo do
ciclo, permitindo a passagem da fase G1 para a S. Numa fase mais avancada da fase G1,
comeca progressivamente a ser desfosforilada.*®

A via da proteina P53 € outro ponto de controlo no ciclo celular, impedindo as
células com deficiéncias a nivel do material genético de progredir da fase G; *°. Este
gene é composto por 11 exdes, que codificam para a proteina p53 (53,000 kDa). Esta
proteina tem uma sequéncia especifica que lhe permite ativar a expressdo de genes com
dominios de ligacdo para a p53, quer nos intrdes quer nas regides
promotoras/reguladoras dos mesmos. Por outro lado, pode também inibir a transcricdo
de genes onde este dominio de ligacdo esta ausente. Mutacdes ao nivel do dominio de
ligacdo desta proteina, podem alterar a atividade supressora de tumor desta proteina,
contribuindo para o aparecimento de cancro.*

A proteina P53 tem a capacidade, tal como a RB, de se ligar ao fator de
transcricdo E2F, impedindo-o de se ligar a genes promotores, essenciais para a
transcricdo de outros genes. Outras formas desta proteina controlar o crescimento
celular, é através da inducdo do p21, que inibe as CDK, ou ainda através da ligacdo a
TBP, ativando genes reguladores do crescimento celular.*

A proteina p53 tem um tempo de semivida de aproximadamente 20 minutos, 0
que faz que a sua concentracdo plasmatica seja reduzida, podendo estar numa forma
latente até ser ativada. Situagdes em que ocorram lesbes no ADN, ou hipoxia, 0 seu
nivel plasmatico aumenta, bem como a sua transcri¢éo, de forma a reparar o ADN. Por
vezes as lesbes ndo conseguem ser reparadas e sdo desencadeados processos que

promovem a apoptose celular.*
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Apesar de serem, aparentemente, duas vias distintas, interagem entre elas no
controlo da fase G;. A proteina P53 contribui para a regulacdo da proteina RB e induz a
transcricdo de fatores que regulam a fosforilacdo da proteina RB. Por outro lado, a
proteina P53 também é importante quando ocorre uma desregulacdo na via RB,

resultando um aumento do fator E2F.°

3.2. Controlo do crescimento estrutural

A complexidade dos organismos multicelulares requer um elevado nivel de
coordenacdo, organizacdo e controlo. A comunicacdo entre as células e a matriz
extracelular é feita na maioria através de recetores de adesdo. No entanto existem
também vias dependentes de fatores de crescimento e hormonas. A falha nestas vias de
sinalizagcdo tem como consequéncia uma alteracdo na arquitetura dos tecidos, alterando
as interacdes célula-célula e células-matiz.*®

As células através do contato com as células contiguas inibem a progressdo do
ciclo celular. Este processo tem o nome de inibicdo por contato, o qual ndo ocorre nas
células tumorais. A oncogénese inicia-se quando as células crescem acima da
velocidade normal, em locais onde a proliferagdo normalmente é suprimida. Neste
momento, as células tumorais tornam-se auténomas relativamente aos sistemas de
controlo do espaco. A perda das interacdes com a matriz extracelular também provoca
uma facilidade na mobilidade celular, favorecendo a desorganizagéo do tecido normal e
a metastizacdo.*’

Um parametro muito importante para a manuten¢do da organizacdo dos tecidos é
a comunicacdo entre as células. As células comunicam entre si através de umas
unidades hexaméricas, pertencentes a familia das conexinas, que se acoplam com as
conexinas correspondentes da célula contigua, formando as jung6es gap (figura 3). Estes
canais formados entre as membranas plasmaticas das células permitem sincronizar as
funcdes metabdlicas e o potencial de membrana entre células do mesmo tecido.® Nas
células estaminais pluripotentes ndo ha expressao de genes das conexinas nem jungdes
gap funcionais.®®

A comunicagdo célula-célula é feita através da libertacdo de mediadores
soltiveis. Normalmente esta forma de comunicacdo apesar de ter um emissor e um

recetor é unidirecional.
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Nas células tumorais a quatidade de jungdes gap é reduzida e ha uma diminuicéo
na expressao de Conexinas. Consequentemente o nivel de comunicacdo através destas
superficies torna-se inferior relativamente as células normais. As moléculas originadas
pelos proto oncogenes bloqueiam a comunicacdo intercelular através das juncdes gap.
Esta deficiéncia na comunicacdo intercelular tem um papel importante na fase de

promocéo do tumor, no processo de carcinogénese.**>°
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Figura 3.2 - Representacdo esquematica das juncoes gap, formadas entre celulas continguas.*

Nem todas as células que abandonam o local do tumor primério tém a
capacidade de metastizar. Grande parte destas células acaba por sofrer apoptose. A
presenca de fatores moleculares noutros o6rgdos pode influenciar a capacidade de
metastizacdo da célula, alterando a sua expressao genetica, e a sua proliferacdo. Outra
caracteristica € o microambiente do novo 6rgdo ou local, que pode nao ter as mesmas
caracteristicas, e ndo ser favoravel a proliferacdo do tumor. Assim, dois tipos de células
tumorais, desenvolvendo-se em dois locais distintos, podem apresentar diferentes niveis

de enzimas proteoliticas.*

3.3. Sistema Imunitario

A principal defesa do organismo é o sistema imunitario, e como tal, para a
doenca proliferar, o sistema imunitario tem que ser ultrapassado. Nas células tumorais a
expressao de genes estd alterada, bem como os produtos desses genes. Para que as
células do sistema imunitario reconhecam essas moléculas como sendo estranhas ao

organismo, estas tém que se localizar na superficie celular. Quando expressas a
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superficie da ceélula, esta € atacada por linfécitos T citotoxicos ou células NK,
resultando na morte da célula. O sistema imunitario também pode ser ativado na
presenca de certos tipos de respostas de stress, provocados por danos em tecidos, ou
estados de hipoxia, normalmente encontrados em estados mais avangados de tumores.™

As células tumorais, de forma a ultrapassar o sistema imunitario, diminuem a
expressao de genes importantes, como o HLA-I (Human Leukocyte Antigen). Em mais
de metade dos cancros de peito em estados avancados, 0 HLA encontra-se ausente da
superficie das células tumorais, dificultando o diagnostico. Outras neoplasias provocam
uma incapacidade das moléculas de HLA chegarem a superficie celular, muitas vezes
devido & auséncia da sintese de B2-microglobulina, uma das subunidades da molécula.*

Um das desvantagens da doenca é o fato de os produtos derivados das células
tumorais, serem produtos intrinsecos do organismo, isto €, sdo reconhecidos como
pertencendo ao organismo, mais do que como sendo especifico dos tumores. Assim, a
baixa protecdo pelo sistema imunitario resulta da incapacidade do tumor desencadear
uma resposta imunitaria efetiva. Outro aspeto a favor da doenca € a baixa concentracdo
de moléculas tumorais nos nodulos linfaticos e nos tecidos linfaticos, e
consequentemente n&o sdo apresentados aos linfécitos T citotéxicos.”

A diversidade dos antigénios expressos pelas células tumorais pode provocar
diferentes respostas pelo sistema imunitario. Uma célula tumoral pode expressar varios
antigénios a sua superficie, no entanto o sistema imunitario apenas responde a uma
minoria. Este fendmeno chama-se imunodominancia, isto porque esses antigénios que
desencadeiam uma resposta imunitaria sdo dominantes relativamente aos outros que ndo
provocam qualquer reagdo.>*

Por outro lado, os linfocitos T podem levar a alteracdes na especificidade da
resposta aos antigénios estranhos ao organismo, ao longo da doenca. Estas alteracfes
estdo relacionadas com o facto de os linfdcitos T perderem a especificidade apenas para
0s antigenios estranhos e comecarem também a reagir com os antigénios do proprio
organismo. Isto ocorre na sequéncia de um primeiro ataque das células T, em que sdo
libertados antigénios proprios, e as células T sdo novamente ativadas, mas contra 0s

novos antigénios apresentados. Este fenémeno tem o nome de epitope spreading.®>*®
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3.4. Apoptose

Em células normais os mecanismos de controlo antitumorais enddgenos sao
fisiologicamente dominantes em relacdo as funces promotoras de tumores™. A morte
celular programada é um mecanismo de prevencdo para um crescimento
descontrolado®.

Apoptose foi um termo proposto em 1972 *°, em que apo significa “a partir de” e
ptose significa “queda”. Em grego, a palavra apoptose simboliza a queda das folhas ou
das pétalas. Este termo simboliza a perda das funcdes vitais e consequentemente a morte
sem ocorréncia de estimulos por fatores externos. Este processo biologico €
desencadeado através da ativacdo de sinais autodestrutivos, presentes em todas as
células.™

A apoptose é caracterizada por processos bioquimicos e morfol6égicos, como a
condensacdo da cromatina, a fragmentacdo do ADN e formacdo de corpos apoptéticos.
No caso de apoptose, a cromatina ndo fica floculada, ndo ha turgescéncia das
mitocdndrias e a membrana celular continua impermeével a agentes externos. A néo
libertacdo de enzimas lisossomas contribui para que o processo inflamatorio ndo seja
desencadeado®”.

A regulacdo do processo tem uma componente genética e outra relacionada com
sinais fisiologicos e ndo fisioldgicos. Cada célula recebe maltiplos sinais, significando
que existem recetores especificos que induzem a célula a entrar em apoptose ou a
prosseguir o ciclo.’® A alteragdo de recetores especificos pode conduzir ao aparecimento
de células malignas, resultando de uma conjugacdo anormal entre sinais de indugdo ou
inibicdo da apoptose e sinais para a proliferacéo™.

O processo de apoptose pode ser iniciado tanto por estimulos fisicos,
fisiolégicos ou patolégicos, desencadeando uma cascata de sinais em que a ativacao das
caspases tem um papel fundamental. Para o desenvolvimento dos tecidos, estes tém que
resistir a apoptose, isto €, as células num determinado tempo e local sdo submetidas ao
processo apoptético, para que o tecido mantenha a sua forma normal bem como a sua
funcdo. Deste modo, o desenvolvimento de uma neoplasia esta inteiramente relacionado
com processos de apoptose com origem patogénica e com 0s mecanismos do ciclo
celular.™

A apoptose ocorre quando uma variedade de sinais desencadeia uma cascata de

reacOes que culminam na ativacdo das caspases. As caspases sao protéases com residuos
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de cisteina especificas para residuos de asparagina. Dividem-se em dois grupos,
caspases iniciadoras e caspases efetoras.*

Podem atuar por diferentes vias, consoante o estimulo a que sdo sujeitas, que pode ser
através da ligacdo a recetores (via extrinseca), citotoxicidade (via intrinseca) ou stress
no reticulo endoplasmatico (via endoplasmatica).*?

Tal como muitas outras enzimas, as caspases encontram-se inicialmente numa
forma inativa, proenzima, que necessita de ser ativada através da clivagem de um
residuo interno de asparagina. Esta clivagem é catalisada pelas caspases iniciadoras.*®

A par das caspases, também as endonucleases tém uma funcdo muito importante
no mecanismo da apoptose. As endonucleases sdo responsaveis pela condensacdo da
cromatina, segregacéo e disperséo nuclear, e consequentemente pela reducéo do volume
do ndcleo. A clivagem da cromatina e a sua condensacdo originam umas pequenas
massas, 0S Corpos apoptoticos, que sdo posteriormente fagocitados por células vizinhas
ou por macréfagos.***°

O crescimento de um tumor_reflete a ocorréncia de um desequilibrio entre a
proliferacdo e a apoptose, iniciando-se o processo de carcinogénese. Um estudo
demonstrou que uma pré-neoplasia hepatica apresenta um ndmero de células em
apoptose muito superior ao dos tecidos adjacentes ndo afetados. Através deste estudo,
verifica-se que os estadios iniciais do processo de desenvolvimento tumoral podem ser
reversiveis, pois cerca de 80-90% das células sdo eliminadas por apoptose.®*®*

As células tumorais sdao mais permeaveis aos linfocitos T citotoxicos e as células
NK, que provocam alteracdes morfolégicas e consequentemente apoptose.®

Apoptose surge como um mecanismo fisiolégico de protecdo, em que o
organismo tem a capacidade de eliminar células com mutagdes patoldgicas °2. Novas
pesquisas sugerem a oncogenese como uma causa possivel para a desregulacdo da
apoptose celular. Oncogenes, como o bcl-2, estdo associados a inibicdo da apoptose, e
ndo diretamente & proliferacdo celular®®. O gene c-myc, na presenca de estimulos de
crescimento, estd envolvido na proliferacdo celular. No entanto, na auséncia desses
estimulos pode induzir a apoptose. Outro gene, neste caso supressor de tumor, é o
supracitado p53, e a sua auséncia ou inativagdo é frequentemente observada em
neoplasias. Dependendo do estado fisiologico da célula, bem como de sinais internos e
externos, a proteina p53 pode induzir a célula a continuar o ciclo celular ou a iniciar o

processo apoptético.®
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Um estudo em linhas celulares de fibroblastos de roedores, onde foram inseridos
0s oncogenes humanos c-myc e H-ras demonstraram uma capacidade de invaséo e
metastizagdo variaveis. Os tumores c-myc apresentaram altas taxas mitéticas e
apoptoticas, e uma lenta e baixa taxa de expansdo. Por outro lado os tumores ras
apresentaram baixas taxas apoptéticas. A necrose foi significativa, em consequéncia da
auséncia de endotélio vascular, provocando hipoxia. Um outro estudo, mostrou que o
aumento da proteina Bcl-2 provoca a inibigdo da apoptose.®

O mecanismo de apoptose tornou-se interessante pelo facto de poder ser
programado intrinsecamente, ou seja, conhecendo o0 processo seria possivel induzir a
célula a entrar em apoptose, 0 que seria um grande avanco na terapia, em especial na
area do cancro. Entretanto foi ja demonstrado que alguns farmacos citotoxicos atuam
sobre as células tumorais induzindo o processo apoptético.*

A morte celular por apoptose, como efeito de tratamentos anticancerigenos,
sugere que a inducéo deste processo ndo depende do ciclo celular. S&o ativadas as fases
finais do processo, provavelmente mediadas por endonucleases. Esta capacidade de as
células tumorais entrarem em apoptose tornou-se um dos pontos mais importantes para
o combate & doenca.®

No ano de 1994, Solary e o seu grupo de investigacdo sugeriram que através da
modulacdo do processo de apoptose celular se poderia conseguir uma forma de
combater a doenca, através de farmacos que controlassem essa atividade modulatéria.
Adicionalmente, a modulacdo da apoptose iria permitir uma reducdo dos efeitos
secundarios, pois seria possivel evitar a apoptose em células normais. Estes estudos.
Estes dados forneceram novas orientaces para pesquisas posteriores, na procura de

novos farmacos com uma maior seletividade para as células tumorais.®

3.5. Angiogénese

A rede vascular é essencial para a sobrevivéncia das células. Os vasos
sanguineos sdo importantes para o aporte de oxigenio e nutrientes, e remocdo de
produtos do metabolismo, cruciais para a manutencdo e proliferacdo normais dos
tecidos.

Num organismo adulto saudavel, a angiogénese é um processo pouco frequente,
ocorrendo em situacBes de lesdes e na altura posterior a menstruagdo nas mulheres.

Estados patoldgicos, aumentam o stress celular, podendo desencadear angiogénese. Os
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tumores, normalmente, ativam o processo de angiogénese, pois com 0 aumento da
proliferacdo celular, aumentam as necessidades metabdlicas, e h4& um aumento de
estados de hipoxia. E precisamente este estado de hipoxia, que desencadeia a
angiogénese.*®

Os tumores crescem rodeando 0s vasos sanguineos, e 0 Sseu crescimento esta
dependente da difusdo de oxigénio, nutrientes e produtos do catabolismo. A distancia
entre a célula e o vaso sanguineo nao pode ser superior a 180 pum, pois este € o limite da
difusdo do oxigénio pelos tecidos, antes de ser completamente metabolizado. Células
situadas a uma distancia superior entram no processo de necrose.®®®®

O crescimento acelerado, associado a pouca vascularizagdo nos tumores sélidos,
tem como consequéncia a hipoxia, a caréncia em nutrientes e alteracbes no pH. Estas
condicdes ativam as respostas celulares de stress, que incluem a proteina UPR
(unfolded protein response), induzida por alteraces no microambiente do reticulo
endoplasmaético, que provocam uma conformacdo e maturacao alterada das proteinas.
Outra via ativada é a do fator HIF (hipoxia inducible factor) (Figura 4), um dos
principais reguladores do mecanismo da angiogénese, essencial a propagacdo do

tumor.*®
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Figura 3.3 - Representagdo dos mecanismos induzidos pelo HIF-1. ®

O HIF-1 é estabilizado e posteriormente induz a expressdo do VEGF (Figura 5).
Apos a ligacdo ao ARNT o complexo é translocado para o nucleo, onde o HIF-I se liga

a genes que contem HRE (hypoxia reponse elements). Aumenta a expressdo do VEGF e
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a producdo de eritropoietina, sdo ativadas as vias do 6xido nitrico, promovendo a
vasodilatagdo e ainda aumenta expressdo de enzimas da glicdlise.”

O VEGF é fundamental para a formacdo de novos vasos sanguineos. Na
presenca de HIF-I hd um aumento da transcricdo do VEGF, como consequéncia da
ligacdo do HIF-1 ao gene do

ANGIOGENESIS ,_
/ VEGF, funcionado como um
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' aumento da producdo do VEGF é
e devido ao aumento da estabilidade
do mARN, pelo HuR.” Alguns
tipos de cancro expressam
elevados niveis de VEGF, sendo

as células tumorais as principais

responsaveis por isso."

Outro pré-requisito para a
formacdo de novos  vasos
sanguineos é a degradacdo da
matriz extracelular e a posterior

remodelacdo. O colagénio é

Figura 3.4 - Representagdo da transcrigéo do fator VEGF, e constituinte principal da matriz,
das suas funcdes no processo de angiogénese.”

sendo necessarias  colagenases
para a sua degradaco e invasdo das células endoteliais.”
Nas neoplasias malignas a rede de vasculariza¢cdo ocupa uma maior area de superficie
que as neoplasias benignas. Na neoangiogenese tumoral ocorrem malformagdes na rede
vascular. O processo pode ocorrer devido a um aumento da estimulacéo da angiogénese,
a uma diminuicdo dos inibidores da angiogénese, ou aos dois concomitantemente.’

A angiogénese nos tecidos neoplasicos € um processo complexo, em que ha a
intervencdo de varios fatores como a libertacdo de cinases por células endoteliais
ativadas; degradacdo da membrana basal dos vasos existentes; migracdo de células
endoteliais para o espaco intersticial; proliferacdo de células endoteliais; formacdo do
novo limen e de novas membranas basais; fusdo dos novos vasos formados e
manutencao do fluxo sanguineo.”

A invasdo das células endoteliais na matriz extracelular, para a iniciacdo da
angiogénese s6 é possivel se houver uma degradacdo prévia da matriz extracelular Os
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processos proteoliticos, necessarios para esta degradacdo, sdo catalisados por
metaloproteinas.”® Apés a degradacdo proteolitica da matriz, as células endoteliais
passam através da matriz, e comecam a proliferacdo, induzida pelos fatores de
crescimento. Logo apdés a formacdo dos vasos, a matriz recém-formada pode ser
novamente degradada, permitindo novamente a invasdo e formacdo de novas
ramificagcdes que se conectam com outros vasos. Perante estes factos é possivel afirmar
que a formacdo de novos vasos depende de uma alteracdo na ativagdo ou inibigéo do
ciclo proteolitico extracelular.®®

Um segundo grupo de fatores, que atuam diretamente sobre o endotélio vascular,
constituido por citoquinas, quimiocinas, enzimas angiogénicas e pelo fator de
crescimento de fibroblastos, ativam as células em redor das células epiteliais. O terceiro
grupo de moléculas é formado por fatores, cujo efeito € mediado por fatores libertados
pelos macréfagos, células endoteliais e células tumorais.””"® A fase final do processo de
angiogénese é caraterizado pela construcdo dos vasos sanguineos e pela determinacéo
da polaridade das células endoteliais, para a formacdo do Iumen, o que envolve a
necessidade de interacdes entre as células e matriz.”

Quando o processo de neovascularizacdo se completa ocorre uma diminuicéo da
expressdo dos fatores angiogénicos, bem como uma diminuicdo da concentragdo dos
mesmos no local. Por outro lado, hd& um aumento dos inibidores, e 0 processo
estabiliza.”

Existem outras explica¢fes para a formacdo de vascularizacdo nos tumores. A
teoria do mimetismo vascular defende que as células tumorais podem formar canais
vasculares sem a presenca de endotélio vascular.®

Estudos a nivel ultra estrutural mostraram que em alguns casos as células
tumorais formam as paredes vasculares. Estes dados tem particular importancia, a nivel
fisiopatoldgico, quer no tecido tumoral, quer no tratamento.’”®

Este fendmeno de mimetismo vascular encontra-se principalmente em tumores
mais agressivos e metastaticos, em que 0s canais vasculares se formam a partir de
células tumorais, e da matriz extracelular, assemelhando-se a vasos ja formados e
assegurando o aporte de oxigénio e nutrientes.®

A angiogénese é um processo fundamental para a sobrevivéncia das células
tumorais, e da sua proliferacdo. Através da compreensdo dos mecanismos pelos quais ha
0 desenvolvimento de vascularizagdo nos tumores, é possivel definir estratégias de

atuacdo, no sentido de travar ou diminuir a propagacéo da neoplasia.®°
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4. Sistemas Nanoparticulados e a sua
aplicacao em Medicina
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O conceito da terapéutica direcionada apareceu no ano de 1970, com o
desenvolvimento dos anticorpos.® De acordo com muitos cientistas e oncologistas a
terapéutica direcionada baseia-se na utilizacdo de farmacos com um mecanismo de acao
bem conhecido, que atua especificamente sobre um alvo, ou um processo biologico,
provocando a sua inativagio, regressao ou destruicéo.®®

A nanomedicina, é uma ciéncia emergente que permite a conjugacdo entre as
potencialidades dos nanossistemas e as areas da biotecnologia e saude, contribuindo
para grandes avancgos neste conceito de direcionamento da terapéutica. Entre as varias
aplicacdes possiveis a nivel da salde, na &rea do cancro hd uma grande expectativa, pois
nanoparticulas funcionalizadas de forma a interagirem selectivamente com células
humanas, podem permitir uma diminuicdo dos efeitos secundarios, bem como um
aumento da eficéacia.®%

De uma forma geral, os sistemas nanoparticulados tém pelo menos trés
constituintes, um ndcleo, o constituinte terapéutico ou de diagnostico, e modificadores
de superficies bioldgica. ldealmente devem ser compostos biodegradaveis, de facil
preparacdo e baixo custo. Estes sistemas devem possuir uma boa capacidade de
transporte, isto é, armazenar/transportar uma grande quantidade de farmaco, um tempo
de semivida elevado, ou o necessario para que o farmaco seja libertado conforme a
terapéutica delineada, e também um maior nivel de especificidade permitindo uma
maior acumulag&o em determinadas zonas do organismo.®

Os diferentes tipos de nanossistemas apresentam diferentes caracteristicas, como
por exemplo, o tempo de semivida, um aspeto importante para o delineamento da
estratégia terapéutica. Os conjugados sdo 0s nanossistemas com menor tamanho (1-20
nm) e o seu tempo de semivida pode variar entre varias horas a dias. Por outro lado,
nanossistemas maiores como micelas e lipossomas tem um tempo de semivida menor,
cerca de 2-50 horas. No entanto, permitem a encapsulacdo de maiores quantidades de
farmaco.®®°

A administracdo de farmacos utilizando nanossistemas resulta num aumento da
concentracdo do farmaco no local do tumor. As nanoparticulas podem ser construidas
de forma a transportar maltiplos farmacos, que podem ser libertados em conjunto num
determinado local, com uma velocidade de libertacdo controlada, evitando assim
regimes terapéuticos mais complicados e aumentando a adesdo a terapéutica por parte

do doente. 88
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Através da nanotecnologia, é possivel encapsular uma variedade de agentes
terapéuticos, aumentando a solubilidade e estabilidade dos farmacos. Adicionalmente,
as nanoparticulas podem ser conjugadas com ligandos, que interagem especificamente
com determinados tipos de células tumorais, permitindo o direcionamento da
terapéutica, e consequente uma maior distribuicdo do farmaco nas células tumorais.®*

Existem vérios tipos de nanoparticulas que estdo, atualmente, a ser utilizadas na

terapéutica do cancro, ou em fases de ensaios clinicos (Figura 6).
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Figura 4.1 - Representaco dos Vvarios tipos de nanoparticulas utilizadas na vectorizagao da terapéutica.®

4.1.1. Polimeros

Os materiais poliméricos utilizados sdo biodegradaveis e facilmente eliminados pelo
organismo. De acordo com a sua preparacdo podem originar um encapsulado (farmaco

no interior das nanoparticulas) ou um conjugado (farmaco ligado & matriz polimérica).®®
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Polimeros semissintéticos como o acido poli-lactico (PLA), acido poli-glicolico
(PGA), écido glicolico poli-lactico (PLGA), &cido poliglutamico e acido polimalico,
bem como os seus copolimeros tem sido estudados, no &mbito da sua utilizagdo para a
terapéutica direcionada.*

Os polimeros podem também ser utilizados a superficie de outros tipos de
nanossistemas. Por exemplo, o polietilenoglicol (PEG) é um polimero com propriedades
hidrofilicas, que confere a nanoparticula a capacidade de evitar a eliminacdo a nivel do
sistema reticuloendotelial. Por outro lado, a diminuicdo da excre¢do das nanoparticulas,

significa um aumento no tempo de semivida. 3

a. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas sdo particulas solidas, coloidais, com um tamanho que varia entre
10-1000nm. Existem diferentes tipos de nanoparticulas, sendo que a sua forma de
preparacdo determina o tipo de nanoparticula, bem como as suas propriedades para a
vetorizacdo dos farmacos. Dependo da forma da nanoparticula, nanoesferas ou
nanocapsulas, os farmacos podem ser adsorvidos, encapsulados ou conjugados na
matriz da nanoparticula.*#

As suas pequenas dimensdes facilitam sua entrada através das membranas celulares,
bem como a sua estabilidade na corrente sanquinea.* Existem vérias nanoparticulas
poliméricas ja em uso clinico. A albumina, a heparina e o quitosano sdo polimeros que
devido as suas caracteristicas sdo ideais para a formulacéo de sistemas de administracéo
de farmacos. O quitosano € um composto com baixa toxicidade, compativel com o
organismo, biodegradavel, com propriedades mucoadesivas e com um baixo custo. Por
outro lado, a albumina é uma proteina endégena e como tal a ndo € uma molécula
imunogénica, e apresenta uma boa capacidade de ligacdo aos farmacos, uma
caracteristica com relevancia no &mbito da vetorizagdo de farmacos.***

No tratamento do cancro da mama metastatico, é ja utilizado paclitaxel associado a
nanopariculas de albumina, (Abraxane®). A cisplatina encapsulada em nanoparticulas
de &cido poli-lactico e polietilenoglicol foi também ja estudada no tratamento de cancro

da boca, apresentado resultados promissores.*®
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b. Micelas

As micelas sdo constituidas por moléculas co-poliméricas anfifilicas que em meio
aquoso se organizam espontaneamente, formando uma nanocépsula. Esta organizacao
pelos blocos anfifilicos esté relacionada com a concentragdo critica micelar (CMC). A
zona hidrofébica forma o interior da nanocapsula e serve de reservatorio a farmacos,
enquanto a zona hidrofilica forma o exterior na nanocapsula, estabilizando o interior
hidrofébico, e conferindo um estado de energia minima.®

As micelas co-poliméricas apresentam uma grande estabilidade quer in vitro, quer in
vivo. Sdo moléculas biocompativeis e permitem a dissolucdo de farmacos com baixa
solubilidade. Um grupo muito importante, sdo as micelas formadas por conjugados de
co-polimeros soltveis com lipidos, como por exemplo, o complexo polietilenoglicol-
fosfatidil etanolamina.*

As alteracdes a nivel das células tumorais, nomeadamente na permeabilidade das
membranas e na retencdo, permitem uma vectorizacdo das micelas para estas células,
através de respostas aos co-polimeros anfifilicos, ou a ligandos presentes na superficie
das micelas.?*®®
O Genexol-PM® é constituido por uma micela polimérica que contém paclitaxel e

que esta em ensaios clinicos em doentes com cancros refratarios em estado avancado.®*

c¢. Dendrimeros

Os dendrimeros sdo macromoléculas poliméricas a nanoescala, constituidas por
varias ramificacdes de mondmeros que emergem radialmente a partir de um central. O
tamanho, a forma e especificidade dos dendrimeros estdo relacionados com as
dimensdes e com a composi¢do quimica dos mondmeros, que os constituem, bem como
pelos grupos funcionais presentes na sua superficie. Durante a sua sintese, estas
caracteristicas podem ser controladas, tornando o0s dendrimeros uma das
nanotecnologias mais versateis.?*%

Tal como noutros nanossistemas, também os dendrimeros podem ter na sua
superficie moléculas que interagem com recetores presentes nas membranas celulares.

O dendrimero de poliamidoamina é o mais comum, sendo muito utilizado como a
matriz para a conjugagdo com farmacos. Ultimamente, tem sido utilizado juntamente

com a cisplatina, apresentado reultados significativos.®*
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Por outro lado, também podem ser incorporadas nanoparticulas metalicas, para a
utilizacdo dos dendrimeros numa fase de diagnostico, por exemplo em imagiologia. No
entanto, sabe-se que alguns destes complexos apresentam toxicidade elevada para o
organismo, diminuindo assim a sua utilizacdo. Um estudo demonstra que cobrindo a
superficie do complexo dendrimero-metal com moléculas de ouro, resulta numa
diminuicdo na toxicidade do complexo, sendo que a alteragdo no seu tamanho nédo é
significativa. As moléculas de ouro servem ainda de suporte a outras moléculas com alta

afinidade para as células tumorais, como os folatos.”*®’

d. Conjugados polimero - farmaco

A conjugacdo de macromoléculas, naturais ou sintéticas, a farmacos teve 0 seu
inicio nos anos 50.% Esta terapéutica baseada em copolimeros de N-(2-hidroxipropil)-
metacrilamida HPMA, que sdo altamente compativeis com o organismo, acumulam-se
preferencialmente nas células tumorais e apresentam uma maior eficicia no tratamento
relativamente as moléculas de baixo peso molecular.*®

O HPMA, um polimero sintético, conjugado com doxorrubicina, constitui um
produto conhecido como PK1, completou a fase Il dos ensaios clinicos referentes a
diversos tipos de cancro resistentes a quimioterapia e radioterapia.®>%

Estes conjugados, para apresentarem a eficacia desejada, tém obrigatoriamente que
respeitar duas condicdes. Em primeiro lugar, o complexo tem que ser reconhecido pela
membrana celular das células alvo, para posteriormente poder ser internalizado e em
segundo, a nivel intracelular, pelas enzimas lisossomais, que induzem a libertacdo do
farmaco.*®

O peso molecular € um pardmetro muito importante a considerar para este tipo de
particulas. Sabe-se a priori que quanto maior o peso molecular, maior a semivida do
complexo em circulagdo, permitindo uma maior acumulagdo nos tecidos tumorais,
potenciada pelo efeito da permeabilidade e retencdo aumentada (EPR). No entanto, a
acumulacdo do conjugado polimero-farmaco nos tecidos tumorais € determinada por um
gradiente de concentragdo. A concentracdo depende da dose administrada e o tempo em
circulacdo depende do peso molecular, como ja referido anteriormente. Por outro lado, a
constituicdo da matriz do transportador deve ser biodegradavel, sob pena de se acumular

noutros tecidos e provocar toxicidade.”
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Adicionalmente, estes complexos tém como principais vantagens a baixa
toxicidade, o aumento da solubilidade e biodisponibilidade do farmaco, diminuigdo da
expressdo do MDR e a auséncia de resposta imunitaria.®®

A terapéutica macromolecular com copolimeros de HPMA entrou em ensaios
clinicos no inicio de 1990. Alguns exemplos de complexos em ensaios clinicos sdo
copolimero de HPMA com doxorrubicina (DOX), com galactosamina, com paclitaxel e
com derivados da platina. Foi também demonstrado a sua utilidade para uma terapia
combinada, através do desenvolvimento de um polimero do tipo HPMA conjugado com
um citostdtico e um anti-inflamatério, a doxorrubicina e adexametasona,

respetivamente.?®

4.1.2. Lipossomas

Os lipossomas sdo estruturas esféricas formadas por uma bicamada de fosfolipidos,
com um meio interno aquoso. J& foram aprovadas formulacGes de lipossomas com
doxorrubicina (Doxil®), daunorrubicina (DaunoX-ome®), citarabina (DepoCyt®) e
vincristina (Onco-TCS) para o tratamento do cancro da mama metastatico e do sarcoma
de Kaposi.?*®

Num estudo com lipossomas conjugados com transferrina, e com doxorubicina e um
inibidor da Pgp (Verapamilo) na sua face interior, avaliou-se a efetividade dos mesmos
em células resistentes a doxorubicina (K562). Os resultados indicaram um aumento da
citotoxidade sobre as células, justificado pela inibicdo da Pgp, diminuindo o efluxo do

complexo farmacolégico por parte das células.*®**

4.1.3. Nanotubos de Carbono

Os nanotubos de carbono (CNT) sdo nanomateriais diferentes dos anteriormente
mencionados, e resultam dos avangos na sintese quimica. Apresentam uma forma
cilindrica, constituida por atomos de carbono, com hibridizacdo sp2, dispostos em
unidades hexagonais.'*

Estas particulas tém caracteristicas que permitem desempenhar fungdes a nivel da
imagiologia, terapéutica direcionada e diagnostico e tratamento do cancro. Podem ser

utilizadas para a obtencdo de uma libertagcdo controlada, bem como para o
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direcionamento de um determinado farmaco. Adicionalmente, permitem um aumento,
indireto, da solubilidade de muitos farmacos ou moléculas.'*

A principal caracteristica, que torna a utilizagdo dos CNT tdo promissora no
direcionamento de farmacos, ¢ a sua estrutura “oca”, em que tanto a superficie interior
como a exterior podem ser funcionalizadas de acordo com os objetivos que se pretende.
Assim é possivel criar dentro do CNT um ambiente favoravel a colocagdo de um
farmaco dentro do CNT, e modificar a superficie exterior favorecendo pardmetros como
a biodisponibilidade e biodegradagdo.'*

Os CNT podem interagir com as células por diferentes formas, como difuséo
passiva através da membrana ou por endocitose, em que 0s CNT se ligam @ membrana e
sdo posteriormente internalizados. Por outro lado, estas particulas podem ser
funcionalizadas de forma a tornarem-se mais solGveis em meio aquoso, aumentando a
estabilidade no plasma e consequentemente diminuindo a toxicidade no organismo.”#®

De acordo com a sua estrutura podem ser classificados em “single-walled”
(SWCNT) e “multi-walled” (MWCNT). Os SWCNTSs s3o formados por uma camada
cilindrica simples, fechados de ambos os lados, e com um diametro que varia entre 0.4 a
2nm. O tamanho do diametro depende da temperatura ao qual foi sintetizado, sendo que
a temperaturas mais elevadas corresponde um aumento do didmetro. Os MWCNTS séo
formados por varias camadas cilindricas, em que os didmetros podem variar entre 1-3
nm para camadas interiores, e 2-100 nm para os cilindros exteriores.’

No direcionamento da terapéutica, os SWCNTSs apresentam uma maior eficiéncia,
devido a sua estrutura mono-dimensional e & sua grande area de superficie. Foi também
demostrado que farmacos antitumorais complexados a SWCNTS apresentam um tempo
em circulacdo superior, em comparacdo ao farmaco livre. Consequentemente,
favorecem o uptake do farmaco por parte das células tumorais, tendo em conta que a

permeabilidade e a capacidade de retencdo destas células se encontram aumentadas.®

4.1.4. Nanoparticulas magnéticas

Este tipo de nanoparticulas comegou a surgir nas ultimas duas décadas, e apresenta
potencialidades no tratamento de tumores e na area da imagiologia. E sobretudo na area
de imagiologia, nomeadamente como agentes de contraste em ressonancias magnéticas

(MRI), que a sua aplicacéo tem sido mais estudada.'®




Sdo normalmente cristais de magnetina (mineral magnético formado pelos 6xidos de
ferro 1l e 1lII) com um tamanho entre 5-20 nm de didmetro. Permitem um
direcionamento seletivo e eficaz da terapéutica e tém também uma funcdo importante
como agentes de diagndstico, através da utilizacdo de um campo magnético externo. A
sua aplicacdo in vivo é feita por via endovenosa, e é criado na zona alvo um campo
magnético externo, atraveés de um magneto. Uma vez em circulacgdo, e sob o efeito do
campo magnético criado, as nanoparticulas s&o atraidas para a zona pretendida.'®

Relativamente a outros sistemas de direcionamento, este apresenta algumas
vantagens, como a seguranca, a versatilidade e a resposta eficaz ao campo magnético
aplicado. Séo utilizadas hd mais de uma década como agentes de contraste, estando
assim bem estudadas e com a seguranca demonstrada. Existem varios estudos acerca da
utilizacdo de nanoparticulas magnéticas, que através das suas propriedades de contraste
podem ser monitorizadas, e pode ser verificada a sua distribuicdo no organismo.**

Por outro lado, sdo compativeis com um grande espectro de farmacos e moléculas, o
que permite a sua utilizagdo com varios compostos. Os folatos sdo ligandos que podem
ser utilizados para complementar o direcionamento destas nanoparticulas, devido ao
aumento do uptake de folatos pelas células tumorais. %%

No entanto, existem aspetos relacionados com estas nanoparticulas que devem ser
otimizados de forma a melhorar a terapéutica. Um pardmetro a ser melhorado é o
magneto, otimizando a forca do campo magnético criado bem como a sua

localizacao.

4.1.5. Nanoparticulas lipidicas sdlidas

As nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) sdo semelhantes a emuls@es do tipo O/A,
em que o Oleo € substituido por um lipido que é solido a temperatura ambiente e
corporal e sé@o estabilizadas por um ou mais tensioativos. As SLN podem transportar
farmacos hidrofilicos ou lipofilicos, dependendo do método de preparacéo.®®

Os lipidos utilizados sdo normalmente os de cadeia curta, sendo o acido butirico o
mais utilizado. O acido butirico € um componente natural, e intervém em varios
processos fisiopatologicos, como a alteracdo da estrutura cromossémica, a inibi¢do do
crescimento celular e a indugéo da diferenciacdo e apoptose celular. No entanto, os

mecanismos de acdo do &cido butirico ainda ndo bem conhecidos.™”’
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Um grupo de investigadores formulou SLNs constituidos por colesteril-butirato, e
doxorrubicina ou paclitaxel e avaliaram a sua atividade anti proliferativa em linhas
celulares tumorais, HT-28 (cancro do colon retal). Os resultados demonstraram uma
maior citotoxicidade em comparacdo com o farmaco livre, explicados pela ocorréncia

de um efeito sinergistico.*”’

4.1.6. Nanoparticulas virais

Existem também virus, como os parvovirus caninos, que tém uma afinidade natural
para recetores que sdo sobreexpressos nas células tumorais, como por exemplo 0s
recetores da transferrina. Por outro lado, podem ser adicionadas moléculas seletivas a
superficie da capside dos virus, como anticorpos monoclonais, a transferrina e o &cido
félico, através de processos quimicos ou genéticos, que conferem a particula viral

afinidade para um determinado local no organismo.*

4.2. Principios para a vetorizac¢ao

Conhecendo os varios mecanismos implicados no desenvolvimento de tumores e
na sua propagacao, € possivel tentar desenhar estratégias que sejam direcionadas para
essas vias. Aliando estes conhecimentos a novas tecnologias, nomeadamente a
nanotecnologia, o ser humano tem na sua posse uma “arma” com grande potencial.

Apesar da grande versatilidade dos farmacos disponiveis, 0 seu uso clinico ainda
estd longe daquilo que se pretende. A eficacia do tratamento € muitas vezes
contrabalangada com distribuicdo ndo seletiva e a0 mesmo tempo com a falta de
especificidade para o tecido tumoral. Esta falta de especificidade e seletividade tem
como consequéncia efeitos adversos, como perda de cabelo, neuropatia sensorial,
diarreia, nauseas, vomitos, mielosupressdo, neutropenia, nefrotoxicidade e
cardiotoxicidade.

Idealmente, favorecendo a acumulagdo do farmaco junto local alvo, ha uma
diminuicdo da exposicdo sisttmica ao mesmo, diminuindo os efeitos adversos, e
sobretudo aumentando a eficacia do tratamento. Neste sentido, comeca a surgir o

conceito de vetorizagao da terapéutica, ou terapéutica direcionada.
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Os sistemas nanoparticulados surgem como 0s principais candidatos para a
vetorizacdo dos farmacos, uma vez que tém caracteristicas vantajosas, j& mencionadas
no capitulo anterior. As nanoparticulas tém um tempo de semivida prolongado e uma
degradacdo moderada, permitindo que o farmaco tenha tempo de alcancar o tecido
pretendido. Por outro lado, para a obtencao destas caracteristicas, ha parametros como o
tamanho da particula, a natureza da superficie, o arranjo espacial, e composicdo dos
mondmeros, bem com como o peso molecular, que tém de ser manipulados e
controlados para obter as caracteristicas farmacocinéticas desejadas.**®

Como ja foi referido, um dos principais objetivos da vetorizacdo dos farmacos é
aumentar a concentracdo terapéutica no local do tecido tumoral. Esta vetorizacao,
através dos sistemas nanoparticulados, pode ocorrer por um mecanismo de vetorizacdo

passiva ou ativa.'®

4.2.1. Vetorizacao passiva mediada pelo efeito

EPR

O fenomeno EPR (permeabilidade e retencdo potenciada) foi inicialmente
descrido por Maeda, e é considerado um ponto fundamental para a terapéutica
vetorizada antitumoral, pois é uma caracteristica especifica dos tumores sélidos. Maeda
identificou que a maioria dos tumores sélidos apresentava elevadas concentracfes de
fatores de permeabilidade vascular, como a bradicinina e o éxido nitrico.** Por outro
lado, a retencdo também se encontra aumentada e as particulas de baixo peso molecular
que n&o ficam na célula, retornam & corrente sanguinea por difuso.*®

Tendo em conta a velocidade de proliferacdo das células tumorais e da formacao
de novos vasos sanguineos, sabe-se que a nova vascularizacao apresenta deficiéncias na
permeabilidade (figura 7), permitindo a difusdo para as células tumorais de
macromoléculas e nanoparticulas. No entanto, o efeito EPR ndo é suficiente para uma

acumulaco efetiva de moléculas de baixo peso molecular junto do local tumoral 1911
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Figura 4.2 - Comparacdo entre a vascularizacdo num tecido normal com um tecido tumoral. No tecido
normal ha a existéncia de juncdes, impedindo que o conjugado extravase. No tecido tumoral, ocorrem
malformacdes na vascularizacdo, que permitem o extravasamento do conjugado, aumentando a
permeabilidade e a retencéo.®®

4.2.2. Vetorizacao ativa

Apesar das caracteristicas das nanoparticulas poderem ser otimizadas, a sua
acumulacdo no local do tumor mediada pelo efeito EPR, é sobretudo no fluido
intersticial ou em TAM (tumores associados a macréfagos), ndo conferindo a
concentracdo necessaria no interior das células tumorais. Deste modo, ha a necessidade
de vetorizar as nanoparticulas com o farmaco, utilizando ligandos que ao interagir com
0s respetivos recetores vao desencadear a internalizacdo.™*

A vetorizacdo tem como base o facto de que os varios tipos de células que
constituem a massa tumoral possuem marcadores moleculares especificos, que
permitem a distingdo entre as células tumorais e as células normais. Esse tipo de
marcadores ou estdo ausentes nas células normais, ou sdo expressos em quantidades
muito inferiores.

Os marcadores tumorais sao moléculas ou componentes das células que se
encontram alterados, e podem ser genes mutados, ARN, proteinas, lipidos ou mesmo
metabolitos moleculares.'? Estes marcadores podem ser utilizados para efeitos de
diagnostico e prognostico, mas € sobretudo na area da terapéutica que sdo vistos com
grandes potencialidades. Com a presenca destes marcadores torna-se possivel conceber
uma terapéutica direcionada, explorando os padrdes de expressdo destas moléculas. Nos
ultimos anos, a investigacdo tém dado prioridade a pesquisa de novos ligandos, com
potencialidade para interagir com estes marcadores tumorais.***

De uma forma generalizada, o principal pré-requisito para a vetorizacdo da
terapéutica é a presenca da molécula alvo ou o epitopo tumoral na superficie da célula

tumoral. A nivel molecular, um parametro a ter em conta é a interacdo entre o ligando e
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a molécula-alvo. A interacédo é altamente dependente da afinidade e da seletividade do
ligando pelo recetor.*** Os recetores ou moléculas-alvo sdo expressas nas células em
concentragOes varidveis, sendo que o nimero de recetores e a sua disponibilidade limita
a quantidade de ligandos que podem interagir com a célula tumoral. Quando se atinge o
ponto de saturacdo, a especificidade diminui e consequentemente a eficacia da
vetorizacéo também.**®

Os ligandos escolhidos para a vetorizacdo das nanoparticulas tém que ter a
capacidade de induzir a internalizacdo do transportador.*** Esta capacidade de
internalizacdo ¢ afetada pela natureza da interacédo entre o ligando e a molécula-alvo. Se
a afinidade entre ambos for baixa, a estratégia de vetorizacdo fica comprometida e
dificultada. No entanto, as nanoparticulas apresentam um carater multivalente para a
ligacdo a outras moléculas, que pode ocorrer a partir dos ligandos ou através da
densidade de superficie da propria nanoparticula.’** Esta caracteristica aumenta a
variedade de ligandos disponiveis, permitindo a utilizacdo de moléculas com menor
afinidade, como alguns péptidos.**®*'” Embora, esta capacidade de ligacdo seja uma
vantagem, um aumento da densidade aumenta a probabilidade das nanoparticulas serem
reconhecidas e eliminadas através do sistema mononuclear fagocitario, diminuindo
portanto a eficacia da vetorizacdo.'** Ligandos de alta densidade apresentam também
como desvantagem, quando incorporados em nanoparticulas  poliméricas,
nomeadamente com cadeias de PEG, o facto de anularem o seu efeito protetor contra o
sistema reticular endotelial (RES).**®

Gu et al. estudou a situagdo acima mencionada, investigando in vivo a
biodistribuicdo de aptameros com varios ligandos, no local do tumor e a eliminacéo
pelo sistema imunitario. O autor desenvolveu uma série de ensaios em que alterava a
densidade dos ligandos, aumentando-a, e que inversamente diminuia a exposi¢do do
polimero PEG. De facto, verificou que ao aumentar a densidade dos ligandos,
aumentava a concentracdo de nanoparticulas do figado e no bago, uma vez que
mascarava a camada de PEG, e diminufa a capacidade protetora.*®

O processo de internalizacdo aumenta o uptake celular do transportador,
favorecendo a concentracdo de farmaco no interior da célula tumoral em relagdo ao
fluido intersticial. Bartlett e Kirpotin demostraram que, embora tanto os transportadores
vetorizados como 0s ndo vetorizados apresentassem uma biodistribuicdo semelhante no
local do tumor, a atividade antitumoral mais efetiva estava associada aos

transportadores vetorizados.*****°
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Debotton et al. trabalhou com nanoparticulas associadas anticorpos monoclonais
(MADb), e comparou-as a nanoparticulas ndo vetorizadas. Os resultados obtidos, foram
concordantes com os de outros autores, verificando-se que o comportamento
farmacocinético das nanoparticulas ndo era alterado, para ambos os casos. Ele sugeriu
que ao conjugar-se 0 MAb com a nanoparticula, as propriedades farmacocinéticas
intrinsecas dos MADb eram alteradas, e este adquiria o comportamento do
nanotransportador.'?

Deste modo, a otimizacdo da internalizagdo constitui um fator chave para o
desenvolvimento das terapéuticas vetorizadas, através de sistemas nanoparticulados.

Os sistemas nanoparticulados para uma vetorizacdo eficaz devem ser
constituidos por cinco componentes base:

e Esqueleto polimérico;

e “Escudo” superficial, que diminui a opsonizacdo do transportador e
aumento o tempo de circulagdo. Normalmente um polimero hidrofilico
(PEG).

e Ligando, que se vai ligar ao epitopo sobreexpresso na célula tumoral.

e Molécula de ligacdo ou grupo funcional, para a ligacdo entre o

transportador e o ligando.

e Farmaco ou meio de diagndstico (imagiologia). %

A modificagdo quimica dos nanotransportadores com polimeros sintéticos, como
0 PEG, foi inicialmente sugerida para os lipossomas, mas hoje em dia ja se aplica a
outros sistemas nanoparticulados, com o objetivo de prolongar a semivida do
transportador.*?

As cadeias de PEG, devido ao arranjo espacial, impedem a interacdo entre 0s
componentes do sangue e a superficie das nanoparticulas, e reduzem a ligacdo das
proteinas plasmaticas as mesmas. Esta caracteristica permite a diminuicdo da interacdo
entre as opsoninas e consequentemente uma menor eliminacdo pelo RES. A diminuigéo
da opsonizacéo é justificada pela protecdo da superficie da nanoparticula, que provoca
um aumento do caracter hidrofilico da superficie, potenciando interacfes repulsivas
entre 0s componentes sanguineos e as nanoparticulas revestidas com PEG.?1%3

A conjugacéo entre os ligandos e 0 nanossistema pode ocorrer atraves de ligacdo
covalentes, ou ligagdes ndo covalentes. Entre as formas de ligagdo ndo covalente mais

investigadas encontram-se a adsor¢do e 0s complexos biotina-avidina. A adsor¢do dos
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ligandos a superficie do transportador ndo € o método de conjugacgéo ideal, devido a
substituicdo competitiva por elementos presentes na corrente sanguinea.’?* Os
complexos biotina-avidina apresentam uma interacdo ndo covalente bastante forte, no
entanto a avidina tem uma origem bacteriana, logo o seu potencial imunogeénico limita a
sua utilizacdo.”® Considerando estes factos, pode afirmar-se que existe uma preferéncia
para que a conjugacgdo entre o ligando e o nanossistema seja feita através de ligagdes

covalentes. As duas formas mais comuns s&o as ligacdes amida e tioéster.'®

4.3. Estratégias de vetorizacao

A escolha do tipo de ligando tem por base, idealmente, caracteristicas como a
facilidade de producdo, a variabilidade, a afinidade, 0 método de conjugacdo com o
transportador, a imunogenicidade e o custo.*®

Inicialmente, a vetorizagdo era fortemente associada aos MAb. Eram os ligandos
mais utilizados para a vetorizacdo dos sistemas nanoparticulados. No entanto, com a
evolucdo dos trabalhos de investigacdo o reportorio de possiveis ligandos foi
aumentado, e atualmente qualquer ligando se pode conjugar com o transportador,
podendo assim ser utilizado para a vetorizagdo da terapéutica. Alguns exemplos de
ligandos sdo fracOes de anticorpos, pequenos péptidos, aptameros, oligossacaridos, ou
mesmo pequenas moléculas que possam reconhecer um alvo especifico na superficie
celular.1261%8
Os MADb sdo macromoléculas, normalmente com peso molecular cerca de 150
kDa, e com uma elevada especificidade e afinidade para as moléculas alvo. A utilizacao
de fragmentos de anticorpos (Fab) e fragmentos de cadeia simples varidvel (ScFv),
affibodies e péptidos tém como desvantagem o caracter imunogénico, levantando
algumas complicacBes. Os ScFv resultam da conjugacdo entre por¢des da zona variavel
da cadeia pesada e da leve do anticorpo, ligadas por intermédio de um péptido
constituido por aproximadamente 10-25 aminoacidos. Os affibodies sdo moléculas
proteicas constituidas por 58 aminoacidos, arranjados em trés dominios, com um peso
molecular de 6-15kDa. O seu peso molecular, juntamente com a alta afinidade para os
receptores, permitem a penetracdo no tecido tumoral. No entanto, ttm um tempo de
semivida curto, tornando-os excelentes agentes de imagiologia, mas limitando a sua
capacidade na vetorizacdo do tratamento, onde um tempo de semivida mais elevado é

um requisito.'?
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A utilizacdo de péptidos como ligandos apresenta vantagens em relacdo aos
referidos anteriormente, em relacdo ao peso molecular, cerca de 1 kDa, que confere uma
grande capacidade de penetracdo nas células tumorais, a auséncia de imunogenicidade,
producdo fécil e grande flexibilidade para nos processos de conjugacéo.'*® Como ponto
negativo, surge em muitos casos, como tendo menor afinidade para os recetores alvo,
relativamente aos MAb.'%°

Outro tipo de ligandos que surgiram devido as contrariedades impostas pelos
anteriores sdo os aptameros. Sdo cadeias simples e curtas de acidos nucleicos,
oligonuclettidos de ADN ou ARN (sSADN ou ssARN), com um arranjo tridimensional
e com a capacidade de se ligar com elevada afinidade e especificidade a marcadores ou
moléculas alvo presentes na superficie das células. Apresentam como vantagens o baixo
peso molecular e a falta de imunogenicidade.™*

As alteracdes provocadas pela oncogénese resultam na expressao anormal de
marcadores nas células tumorais, bem como a nivel hematolégico e relacionados com a
angiogénese. A vetorizacdo da terapéutica deve ser adaptada a situacdo em causa de
forma a obter-se os melhores resultados possiveis. Desta forma a terapéutica pode ser

vetorizada para um conjunto variado de recetores.

4.3.1. Vetorizag¢do para as células tumorais

1. Recetores Tirosina Cinase
Os recetores tirosina cinase sédo fundamentais na sinalizagéo dos processos celular,

como a proliferacdo, metabolismo, diferenciacdo, sobrevivéncia, entre outros. Numa
célula normal, estes recetores sdo altamente regulados, mas a sua desregulacéao esta
relacionada com o desenvolvimento e progressdo das neoplasias.***

A familia de recetores ErbB/HER, a qual pertencem os recetores HER2 e 0 EGFR
(recetor do fator de crescimento epitelial), ambos recetores tirosina cinase, so
expressos em concentragdes superiores, em varios tipos de cancro. Estes recetores séo
glicoproteinas transmembranares, ou seja, possuem um dominio extracelular, onde
interagem com o ligando especifico, normalmente fatores de crescimento, e um dominio

intracelular enzimatico associado a tirosina cinase.'®

a. HERZ2
As neoplasias onde o HER2 é sobreexpresso sdo caracterizadas por um baixo

prognostico clinico, significando um comportamento agressivo do tumor. O HER2 ¢




encontrado com niveis elevados de expressdo em varios tipos de cancro, sendo por esta
raz&o, um dos recetores mais utilizados para a vetorizacao.'*

Uma das estratégias na vetorizagdo deste recetor estd relacionada com o seu
dominio extracelular, através de MAD, evitando a dimerizacio do HER2. O
transtuzumab, também conhecido como Herceptina, € um MAb desenhado
especificamente para 0 HER2, antagonizando o recetor. Foi aprovado em 1998, para a
utilizacdo no cancro da mama metastatico, com elevada expresséo de antigénios HER2.
Outra forma de modular o HER2, pode ser através de pequenas moléculas, como
oligonucledtidos, inibindo a fosforilagdo do dominio intracelular do recetor, onde se
encontra a tirosina cinase.™

Steinhauser et al. obteve nos seus trabalhos resultados positivos ao trabalhar
com nanoparticulas de albumina humana ligadas covalentemente ao transtuzumab na
vetorizacdo para o HER2. O MADb foi conjugado com a nanoparticula através de uma
ligagdo tioéster, apds estudos de otimizacdo da ligacdo. O complexo nanoparticula-Mab
mostrou especificidade para as células que sobreexpressavam HERZ2, e induziam a
endocitose, favorecendo o uptake celular.3*

Anhorn et al. trabalhou também com nanoparticulas baseadas em albumina
humana com MAb na sua superficie, carregadas com doxorrubicina. O transporte
especifico do citostatico para as células tumorais que sobreexpressavam HERZ2, a sua
libertacdo e a sua atividade bioldgica foram demonstradas. Este foi o primeiro estudo a
demonstrar a vetorizacdo para as células tumorais com sobreexpressdo de HER2,
através de nanoparticulas-MADb carregadas com doxorrubicina.*®

Outras metodologias foram estudadas, como a conjugacédo de transtuzumab com
polimeros sintéticos, demonstrada por Sun, em gue, em ensaios in vitro demonstrou a
vetorizaco e a internalizagdo em células de cancro da mama.*** Debotton utilizou uma
metodologia semelhante, com nanoparticulas funcionalizadas com PEG, PLA e com
maleimida. A eficicia das nanoparticulas vetorizadas com o transtuzumab foi mais uma
vez demonstrada em células de cancro da préstata metastatico, quando comparada com
nanoparticulas ndo vetorizadas.*?

Gao et al. comparou a vetorizagdo da imunotoxina PE38KDEL através de
nanoparticulas funcionalizadas com PLA, com a vetorizacdo do PE38KDEL conjugado
apenas com Fab anti-HER2. Os resultados mostraram que havia vantagem na

encapsulacdo das moléculas farmacolégicas em nanoparticulas poliméricas.™*’
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b. EGFR

Tal como o recetor HER2, o EGFR também é um recetor transmembranar,
pertencente a familia HER. Este recetor tirosina cinase e os seus ligandos tornaram-se
um alvo da investigacdo no ambito da terapéutica através da utilizacdo de MAb’s
direcionados para o dominio extracelular, e pequenas moléculas para o dominio
intracelular.**

A expressdo desregulada deste recetor em células tumorais € um fenémeno bem
conhecido e ja demonstrado em varios tipos de cancro, tais como, da mama, da prostata,
dos ovérios e da bexiga.”**** Os ligandos mais estudados para este recetor sio o EGF
(fator de crescimento epitelial), anticorpos anti-EGF (Cetuximab, Erbitux®), Fab’s, e
péptidos especificos.**

Acharya et al. preparou um sistema nanoparticulado utilizando PLGA e um
anticorpo anti-EGFR, e carregou-o com rapamicina. O estudo foi realizado em linhas
celulares de cancro da mama (MCF7) e, através do ensaio MTT, foi determinado o
IC50, verificando-se que o efeito citotdxico do sistema nanoparticulado era superior
relativamente ao farmaco apenas encapsulado nas nanoparticulas. A atividade
antiproliferativa traduziu-se por um aumento do uptake das células, impedindo o ciclo
celular e induzindo a apoptose.'*!

Uma abordagem um pouco diferente foi apresentada por Yu et al., em que foi
explorada a terapia fototermal, a qual ndo requer metodologias invasivas para o
tratamento do cancro. A terapia fototermal consiste na utilizacdo de moléculas com a
capacidade de gerar calor quando irradiadas por infravermelhos, causando a destruigédo
das células. Neste estudo foi utilizada uma molécula, a indocianina verde (ICG),
encapsulada em nanoparticulas revestidas com anticorpo anti-EGFR e foi avaliada a
capacidade de vetorizacdo do sistema para células tumorais com diferentes niveis de
expressdao de EGFR, bem como o efeito fototermal da ICG presente nas células
tumorais. Os dados obtidos revelaram uma toxicidade termal significativa para as
particulas encapsuladas relativamente as particulas isoladas de 1CG.'*?

O cancro do pulméo é muito comum, e € um dos cancros mais agressivos. Tseng
et al. desenvolveu um sistema baseado em nanoparticulas de gelatina de forma a
direcionar a terapéutica para as celulas tumorais no pulmdo. O sistema € composto por
nanoparticulas de gelatina, revestidas por um composto derivado da avidina ao qual é

acoplado o EGF (fator de crescimento epitelial) e a administracdo € realizada sob a
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forma de aerossol. Os resultados mostraram a auséncia de inflamagdo aguda do pulméo
posterior a inalacdo, e através da andlise por fluorescéncia verificou-se que o sistema se
distribuiu principalmente nos pulmdes. Por outro lado, a acumulagdo do sistema
nanoparticulado foi mais baixa nos pulmdes normais, mostrando que este sistema foi
eficaz na vetorizacdo de células tumorais que sobreexpressam o EGFR.'*
Normalmente a terapéutica direcionada através de nanoparticulas é discutida num
contexto de administracdo sistémica, no entanto, estes dados sugerem que a
administracdo local também tem um grande potencial para a vetorizacdo dos
farmacos.'®

A capacidade de vetorizacdo de genes foi avaliada, atraves de um estudo num
cancro pacreatico, onde o EGFR também é sobreexpresso. Neste trabalho foi conjugado
um péptido especifico para 0 EGFR com um sistema nanoparticulado a base de gelatina
(GENS) e foi incorporado um plasmideo, que codifica uma proteina fluorescente
(EGFPN1). As celulas tumorais expressaram a proteina de uma forma significativa,
comprovando a potencialidade desta metodologia para a vetorizagdo de genes, abrindo

novos horizontes para a terapia génica.**

2. Recetores Transferrina

O recetor da transferrina (TfR) é uma glicoproteina transmembranar com um peso
molecular de 180kDa, e é altamente sobreexpresso em varios tipos de cancro. Tem
como ligando especifico a transferrina (Tf), formada por uma molécula circulante, a
apotransferrina, que se liga posteriormente ao ido ferro. Quando ocorre a interacdo entre
a transferrina e o recetor, ocorre a internalizacdo, e posteriormente a libertacdo do ido
ferro no espaco intracelular.**

Um estudo realizado por Krishna et al. demonstrou a especificidade e a eficacia de
nanoparticulas de apotransferrina na vetorizagdo do farmaco doxorubicina para celulas
tumorais hepaticas. Foram preparados dois sistemas nanoparticulados, um em que a
apotransferrina foi conjugada com a doxorrubicina e outro em que a doxorrubicina foi
encapsulada no interior da nanoparticula. Ensaios de competicdo com anticorpos
especificos do TfR, mostraram que ambos 0s sistemas entraram nas células atraves do
TfR, por endocitose. No entanto o sistema no qual o farmaco foi encapsulado,
demonstrou melhores resultados no uptake celular e nos parametros farmacocinéticos,

nomeadamente na libertacdo do farmaco e na localizacdo do local do tumor. Apos a
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administracdo, este sistema também foi encontrado em menores concentracdes em
0rgdos como o coragdo, rins e baco. Desta forma, este trabalho mostrou que o sistema
nanoparticulado de apotransferrina  com o farmaco encapsulado, induziu
significativamente a regressdo do tumor num modelo de ratinhos com cancro hepatico,
apresentando baixa toxicidade.'*°

Zheng et al. estudou a vetorizacdo de um inibidor da aromatase através de um
sistema nanoparticulado de PLGA, em células do cancro da mama. A atividade do
inibidor da aromatase foi avaliada e constatou-se que a IC50 para o sistema
nanoparticulado associado a Tf era cerca de metade, relativamente ao sistema sem Tf.
Desta forma, esta diferenca foi explicada pela presenca da Tf, como tendo um papel
fundamental no uptake celular.**®

Num outro tipo de abordagem, Sundaram et al. mostrou a capacidade de
sistemas nanoparticulados de PLGA funcionalizados com Tf no aumento da
permeabilidade da membrana nasal e na vetorizacdo de plasmideos contendo genes
supressores do VEGF. A nanoparticulas funcionalizadas demonstraram uma eficiéncia
na transfecdo e uma inibicdo significativa do VEGF, relativamente as nanoparticulas
ndo funcionalizadas. O estudo mostrou a potencialidade dos sistemas nanoparticulados
na vetorizagdo de plasmideos, no aumento do transporte através do epitélio nasal e na
terapia génica, em células alvo.*

Recentemente (2010) foi publicado o primeiro estudo em humanos de ensaios
clinicos em primeira fase, baseados em sistemas de administracdo de moléculas de ARN
de pequena interferéncia (siARN), utilizando nanossistemas para a vetorizacdo das
mesmas para células tumorais. Os nanosistemas utilizados foram nanoparticulas
baseadas em ciclodextrina com PEG, funcionalizadas com a proteina Tf. Este estudo
demonstrou, através de biopsia ao tecido tumoral, a presenca intracelular de
nanoparticulas em quantidades que se correlacionam com o0s niveis de nanoparticulas
administrados e foi demonstrada, uma diminuicdo de ambos, ARN e a proteina, do alvo
que é 0 RRM2 (subunidade M2 da redutase de ribonucleotidos), em relacdo aos niveis

iniciais antes do tratamento.'*®

3. Recetor do folato

O recetor do folato (FR) é outro marcador muito estudado nesta area da

vetorizagdo da terapéutica. E um recetor que se encontra em pequenas quantidades nas
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células normais, mas que que ¢é expresso em elevada quantidade em situacdes malignas,
como cancro dos ovarios, uterino, do pulmédo, e da mama.**® Estruturalmente, este
recetor é uma glicoproteina ligada a membrana por intermédio do
glicosilfosfatidilinositol (GPI), com um peso molecular de cerca de 38-40kDa. O
ligando correspondente é o acido folico (FA), também designado de folato, o qual
possui caracteristicas ideias para a utilizacdo na terapéutica vetorizada, como um
tamanho pequeno, alta afinidade para o FR, auséncia de imunogenicidade, estabilidade e
baixo custo.™*****

Estudos com este recetor reportaram a existéncia de um mecanismo diferente para
o transporte de moléculas de pequenas dimensdes, que embora se assemelhe a
endocitose, apresenta diferengas. O processo é designado por potocitose e esta
representado na figura 8. Este mecanismo, ao contrario da endocitose ndo forma
endossomas, utiliza umas estruturas denominadas de caveolae, semelhantes a umas
cavidades na membrana, que juntamente com o GPI concentram as moléculas no

local.*>?

Figura 4.3 - Representacdo do uptake celular de FA, mediado por potocitose. As caveolae tem no seu
interio recetores aos quais o0 FA se vai ligar quando o compartimento esta aberto. Postriormente, as
caveolae encerram, gerando-se um gradiente que resulta na liberta libertacdo do FA do FR. A elevada
concentragdo de FA presente nas caveolae cria novamente um gradiente que favorece o movimento do FA
para o espaco intracelular, através do transportador anidnico. Finalmente a caveolae abre novamente,
seguindo-se um novo ciclo.*®

Recentemente, um estudo desenvolveu um nanossistema, baseado em
nanoparticulas de hidroxipropil-quitosano conjugado com FA, no qual foram
encapsulados oligodeoxinucle6tidos antisense (asODNSs). O sistema foi desenvolvido
com o objetivo de diminuir a producédo da proteina P-gp, de forma a ultrapassar um dos
principais problemas da resisténcia a farmacos,e a0 mesmo tempo relacionar a
diminuicdo da glicoproteina, com o efeito da doxorrubicina. Para tal, foi posteriormente
administrada a doxorrubicina. Os resultados do estudo demonstraram uma inibi¢do do

crescimento do tumor de 35% na utilizagdo do nanossistema comparativamente a

54



administracdo apenas dos asODNSs. Os niveis de P-gp, bem como a expressdo dos genes
MDR1 diminuiram, aumentando a eficacia antitumoral da doxorrubicina.'>

A vetorizagéo da terapéutica e seu seguimento continua a ser um grande desafio.
Santra desenvolveu um nanossistema, de forma a administrar uma proteina indutora da
apoptose (citocromo c¢) e a0 mesmo tempo uma sonda de infravermelho proximo (NIR).
Esta sonda vai permitir a monitorizagdo do tratamento in vivo, contribuindo para a
teragnostica, entrando assim numa nova area da terapéutica. As nanoparticulas
poliméricas foram obtidas a partir deum polimero soltvel polihidroxil com vérias
ramificacdes, que permite uma dupla encapsulacdo, de uma proteina hidrofilica e uma
sonda fluorescente anfifilica. A vetorizacdo das nanoparticulas foi conseguida atraves
da conjugacdo com moléculas de FA. O potencial terapéutico deste nanossistema foi
demonstrado através da inducdo da apoptose em células tumorais com expressdo
elevada do FR, relativamente a células onde o FR se encontrava ausente. Este estudo
representa um avanco significativo para esta area, pois esta metodologia contribui para a
monitorizagdo da regress&o tumoral.***

Uma metodologia completamente diferente das anteriormente apresentadas foi
sugerida por Narayanan. Utilizou a vetorizacdo de nanoparticulas, especificas para o
FR, para o transporte de extrato de semente de uva. Este nutracéutico, um produto
natural com fungdes farmacoldgicas, mostrou um efeito antiproliferativo e um aumento

do indice de apoptose em células que expressavam o FR.*>

4. PSMA - Antigénio de membrana especifico da prostata
O PSMA é uma proteina membranar, que normalmente é expressa em quantidades

superiores na presenca de cancro da préstata, bem como na angiogénese associada a
tumores.™®

O gene do PSMA é sujeito a um splicing alternativo, originando uma variante de
PSMA’. Esta variante difere da wild type, no tamanho do cADN, que tem menos 266
nucleétidos, sendo que nesta regido ausente estdo localizados os coddes de iniciacdo da
transducdo e coddes do dominio transmembranar do antigénio. Deste modo a proteina
traduzida ndo apresenta qualquer tipo de sinalizacdo. Foi detetado nas células normais
um maior nivel de PSMA’ relativamente ao PSMA, e em contraste em células malignas
da prostata, a situacao inverte-se, sendo nimero de PSMA mais elevado. Estes dados

sd0 importantes na identificacdo e monitorizacéo da progressao do tumor.**’
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A maioria das estratégias utilizadas para a vetorizacdo da terapéutica para o
PSMA é através de nanossistemas conjugados com aptameros. No entanto existem
também estudos realizados, nos quais foram utilizados anticorpos anti-PSMA
associados a nanoparticulas e dendrimeros.**%*%°

A utilizacdo da cisplatina no tratamento de tumores € limitada pela elevada
toxicidade e pelo aparecimento de resisténcia. Dhar elaborou nanoparticulas
funcionalizadas com PGLA e PEG, associadas a aptameros especificos do PSMA, nas
quais encapsulou o composto de platina IV. A sua libertacdo, apos reducdo, resulta na
formacéo da cisplatina, que se liga ao ADN das células formando aductos, impedindo a
replicacdo do mesmo. A formacdo destes aductos foi confirmada através da utilizagéo
de MADb’s especificos. O efeito citotoxico foi avaliado e comparado com a
administracdo do farmaco na forma livre, obtendo uma eficacia muito superior no
tratamento com o nanossistema.'®

Um outro tipo de nanossistema, sdo 0s nano-conjugados. Tong produziu nano-
cojugados de paclitaxel e PLA, para a vetorizacdo do citotoxico para células tumorais da
préstata. A vetorizacdo foi conseguida atraves da utilizacdo de aptameros e mostrou ser
eficaz segundo os dados apresentados pelo autor. No entanto, o principal desafio de
Tong foi a preparacdo do nano-conjugado, para que a formulacdo sélida do
nanossistema ndo formasse agregados, apos os processos de liofilizacdo. Analisou uma
variedade de lioprotetores, tendo encontrado a albumina como um excelente lioprotetor,
permitindo uma disperso instantanea do nano-conjugado em solugo.*®*

Os marcadores e epitopos acima abordados sdo geralmente os mais estudados e
explorados na vetorizagdo de farmacos no tratamento do cancro. No entanto existem
outros antigénios associados a oncogénese que podem ser utilizados para a vetorizacdo

através de nanossistemas.

5. Outros marcadores
a. Ferritina

Debotton et al.explorou a vetorizagdo de um derivado lipofilico do paclitaxel, no
tratamento de cancro no pulmao, através de nanoparticulas de PLA e PEG conjugadas a
um MADb para a ferritina H, o0 AMB8LK. A ferritina H é uma das subunidades da
ferritina, tem um peso molecular de cerca de 21kDa, e por vezes encontra-se

sobreexpressada em alguns tipos de cancro. A sua sequéncia apresenta cerca de 50% de
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homologia relativamente a da subunidade L. O farmaco foi encapsulado e o seu efeito
citotoxico foi avaliado verificando-se um maior efeito para as nanoparticulas com o
MAb em relagdo as nanoparticulas sem MADb e a uma solucdo de palmitato de
paclitaxel. Outro dado importante retirado deste trabalho foi auséncia de alteracfes a
nivel da afinidade entre o0 AMB8LK conjugado a nanoparticula e a ferritina H,
relativamente a0 AMBSLK livre.'®

b. Molécula de adesado celular epitelial (EpCAM)

A molécula de adesdo celular epitelial (EpCAM) é uma glicoproteina
transmembranar com um peso molecular de cerca de 30-40kDa, que é expresso no
tecido epitelial e tem fun¢Ges no mecanismo de adesdo celular. Desempenha funcGes de
sinalizac&o nas vias de crescimento e proliferacdo celular, sendo por isso um alvo para a
terapéutica, através da vetorizagcdo com anticorpos e outros conjugados. Na membrana
celular pode formar complexos com outras moléculas, o que limita o nimero de
epitopos disponiveis para a vetorizacdo, com anticorpos.'®%

Esta molécula é expressa de uma forma elevada em tumores e metastases da
maioria de malignizagdes do tecido epitelial. Encontra-se frequentemente em tumores
epiteliais, em células estaminais cancerigenas e em células tumorais que circulam no
organismo. As células estaminais cancerigenas tém a capacidade de alterar os processos
normais da divisdo celular e originar o aparecimento de células diferentes da célula
progenitora, contribuindo para a heterogeneidade do tumor.*®

A utilizacdo de anticorpos anti-EpCAM ¢ frequente em metodologias de
vetorizacdo para células que expressam esta molécula. A conjugacdo de scFv anti-
EpCAM, o 4D5MOCB, a lipossomas revestidos com PEG, onde se encapsulou o
citotoxico doxorubicina, foi utilizada num modelo in vivo de ratinhos com cancro do
colon. Os parametros farmacocinéticos foram estudados, verificando-se um tempo de
semi-vida de 11h e uma distribuicdo elevada junto do local do tecido tumoral. Também
foi notada uma regressdo na progressdo do tumor. No entanto, os lipossomas néo
conjugados ao 4D5MOCB também mostraram uma distribuicéo e eficacia elevada, que
foi explicada pelo efeito EPR.*

Outras metodologias foram j& desenvolvidas de vetorizacdo para esta molécula,
tendo por base nanoparticulas de PLGA e carregadas com paclitaxel, no tratamento de
retinoblastoma. A vetorizacdo foi conseguida através da conjugacdo com anticorpos

anti-EpCAM. Os resultados a nivel da proliferacdo celular mostraram uma maior
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especificidade para as nanoparticulas conjugadas com o anticorpo. No entanto, ndo
houve diferencas significativas entre o uptake celular em moléculas com ou sem
EpCAM. Este fendmeno foi justificado pelo impedimento esterico provocado pelo
tamanho das particulas ou pela reducdo da afinidade do anticorpo pelo EpCAM apos o
processo de conjugacio.*®®

Muitas outras metodologias de vetoriza¢do para a molecula EpCAM encontram-
se ainda em desenvolvimentos pré-clinicos. Apesar dos resultados promissores, apenas
uma metodologia, em que se utiliza o anticorpo catumaxomab, foi aprovada e encontra-
se em ensaios clinicos.'®’

Uma grande diversidade de outros epitopos ha ainda por explorar, na procura de

novas e cada vez melhores metodologias de vetorizacdo das células tumorais.

4.4. Vetorizacao para o sistema vascular

tumoral

Como ja foi referido anteriormente, a angiogénese € um processo fundamental
para o crescimento e proliferacdo e um tumor. A metastizacdo a partir de um tumor
primario é dependente da criacdo de novos vasos sanguineos que suprimam as
necessidades do mesmo.*®®1% Este processo resulta uma variacio no equilibrio entre a
expressdo de indutores da angiogénese, como o VEGF, que aumenta, em contraste com
a expressdo de inibidores da angiogénese, que diminui.*’%"™

Entre os varios marcadores tumorais angiogénicos estudos, esté a integrina avp3.
E um recetor para lingados da matriz extracelular, como a vitronectina, fibronectina,
fibrinogénio, e laminina. A grande maioria dos tecidos apresenta baixos niveis de
expressdo da integrina avp3, no entanto a sua expressao é elevada nas células alteradas
epiteliais e do musculo liso principalmente nos vasos sanguineos tumorais.*"

O péptido Arg-Gly-Asp (RGD) apresenta alta seletividade para a ligacdo as
integrinas avp 3 e avp5, sendo por isso utilizado em conjugacdo com nanossistemas na
vetorizacdo de farmacos, genes e até agentes de radioterapia, tanto para as células
tumorais, como para 0s vasos sanguineos, onde ha elevados niveis de expressdo de
integrinas.*’>1"

Um estudo com nanoparticulas de albumina humana, funcionalizadas com

anticorpo anti-integrinas, (DI17E6), nas quais se encapsulou Doxorubicina, foi realizado
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em celulas com melanoma. A eficacia da vetorizacdo, bem como do farmaco foi
significativamente superior na presenca do anticorpo, verificando-se um aumento do
uptake celular e uma maior citotoxicidade sobre as células com melanoma.*”

Estudos realizados in vivo demonstraram que a vetorizacdo originava um
aumento da acumulacdo de nanoparticulas junto ao local do tumor. No entanto, 0s
estudos realizados por Kirpotin mostravam que a vetorizacdo das nanoparticulas
alterava a capacidade de internalizacdo do farmaco, mais do que a acumulagéo no local
do tecido tumoral.**! Os dados apresentados foram explicadas através da diferenca entre
as superficies dos nanossistemas utilizados. A superficie do nanossistema € também um
pardmetro a ter em conta para a otimizacdo da vetorizagdo, como foi ja referido
anteriormente.*’

Sundaram et al. apresentou uma metodologia muito interessante e que em muito
se assemelha as metodologias aplicadas com as terapéuticas convencionais, a terapia
combinada. O seu grupo estudou a combinacéo da vetorizagéo das celulas tumorais e do
sistema vascular, através da utilizacdo de um farmaco, o docetaxel, e um gene anti-
VEGF, FIt23k, respetivamente. Formulou dois tipos de nanossistemas, um conjugado
deslorelina-docetaxel, vetorizado para os recetores de LHRH (Hormona libertadora da
hormona luteinizante), no qual a deslorelina € um agonista. O outro nanossistema
formado por nanoparticulas com o péptido RGD, no qual se encapsulou o plasmideo
com o gene anti-VEGF, FIt23k. O estudo foi realizado, em ratinhos com cancro do
pulmdo, e demonstrou-se uma diferenca significativa entre os grupos, com a terapia
combina e com a monoterapia. A terapia combinada revelou um maior indice
apoptético, bem como uma maior inibi¢do do crescimento tumoral. Este estudo mostrou
mais uma vez, que o tratamento do cancro deve ser baseado em pelo menos farmacos,
com efeitos sinergisticos.!’”

Existem outros marcadores da angiogénese como o KDR, também conhecido
como VEGFR-2. E um dos principais recetores de ligado do VEGF e um mediador
primario no processo da angiogénese. Yu desenvolveu um estudo para a vetorizagdo do
paclitaxel através de nanoparticulas de aldeido de PEG e PLA, onde encapsulou o
farmaco. O péptido K237 é um ligando com alta afinidade e especificidade para o
recetor KDR expresso na superficie das células endoteliais nos novos vasos sanguineos.
A ligacdo do K237 conjugado com as nanoparticulas acima mencionadas ao recetor
KDR tem um efeito inibitorio sobre a via da angiogénese, pois impede a ligacdo do

VEGF. O nanossistema formado é facilmente internalizado através dos recetores KDR,

59



aumentando o uptake celular, verificando-se uma diminuigéo da proliferacdo, migracédo
e formacgédo de novos vasos, e posteriormente necrose. Este estudo mostra uma nova
estratégia de utilizacdo do paclitaxel, na quimioterapia, nhomeadamente a nivel da

inibicdo da angiogénese.'’

4.5. Outros marcadores associados a tumores

O sistema linfatico é uma via muito utilizada para a metastizacdo dos tumores.
Na zona periférica dos tumores existem uma grande quantidade de vasos linfaticos,
embora a drenagem linfatica dos tumores seja muito baixa. A vetorizacdo de
nanossistemas para o sistema linfatico ainda carece de informacdo devido a falta de
marcadores especificos nestes locais. No entanto, é de extrema importancia a tentativa
de evolugédo de conhecimentos nesta via, pelo seu papel tdo importante na disseminagéo
de metastases.'”

A vetorizacdo para células hematolégicas malignas também é uma area com
grande interesse, nomeadamente para o tratamento de leucemias. Para tal, é necessario a
utilizacdo de marcadores especificos presentes nas células do sistema imunitéario, como
por exemplo o CD8, um co-recetor do recetor das células T, ou o LFA-1 (antigénio

associado a funcéo leucocitéria).*®*'8*

5. Conclusao

A vetorizacdo da terapéutica anticancerigena é um grande passo na procura de
um tratamento cada vez mais eficaz e a0 mesmo tempo mais seguro para o doente. A
tentativa de se atingir uma maior seletividade para as células tumorais, diminuindo desta
forma os efeitos dos farmacos citotdxicos noutras células, garante ao doente melhores
perspectivas de tratamento, bem como um melhor estado fisiolégico e também animico
na luta contra esta doenca.

A compreensdo dos processos desencadeados pelo cancro, a complexidade dos
tecidos tumorais bem como o microambiente estabelecido, sdo aspetos fundamentais
para a formulacgdo e otimizagdo dos nanossistemas.

Os nanossistemas mostraram ser uma mais-valia na otimizagdo na terapia

antitumoral, ndo obstante, ainda ndo se tem um conhecimento completo acerca da sua
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seguranca e toxicidade, isto €, os efeitos destes nanossistemas a longo prazo na salude
humana ainda ndo estdo completamente estabelecidos.

Outras ddvidas surgem ainda a propdsito dos ligandos. ldealmente, as
metodologias apresentadas utilizam ligandos especificos que s6 deviam interagir com
recetores especificos, expressos, preferencialmente, apenas nas células tumorais. No
entanto, nas células normais existe sempre um nivel basal de expressdo desses
marcadores tumorais. Por vezes essa expressdo pode ser influenciada ou até induzida
por outras condi¢des, como por exemplo a inflamacéo.

Outro aspeto a ter em conta, é o facto de a maioria das metodologias aqui
apresentadas terem sido realizadas em modelos animais. Embora, esses animais sejam 0
mais proximo possivel, em termos fisiologicos, dos humanos, ndo representam com
precisdo a fisiologia humana, sendo que as conclusdes retiradas dos estudos, ndo podem
ser extrapoladas cegamente para os humanos. Desta forma apesar dos resultados pré
clinicos apresentarem uma grande potencialidade, os testes clinicos sdo ainda escassos,

e os resultados por vezes imprevisiveis.
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