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Resumo

Na década de 1960, a descoberta da atividade anticancerigena da cisplatina e a sua eficacia
clinica despertaram um grande interesse na investigacdo de compostos de coordenagdo para
tratamento do cancro. Para além da cisplatina, surgiram outros complexos de platina, como a
carboplatina e a oxaliplatina. Estes compostos sdo amplamente utilizados no tratamento de varios

tipos de cancro, incluindo testicular, pulmonar, ovario e bexiga.

O mecanismo de acdo dos farmacos de platina é bastante complexo, sendo que a formacgéo
de adutos inter ou intracadeias com o ADN nuclear é uma das vias mais estudadas e reconhecidas.
A formacéo destes adutos resulta na interrupcao dos processos de replicacdo e trancricdo do ADN,
promovendo desta forma apoptose. No entanto, o ADN nuclear ndo é o unico alvo, existem outros
alvos celulares que contribuem para o efeito dos farmacos de platina. O complexo de cisplatina
ataca as mitocondrias e desencadeia a producdo de espécies reativas de oxigénio, destruindo os
lisossomas e por sua vez, induzindo a libertacdo de protedses lisossomais que degradam o reticulo
endoplasmatico. Estes complexos podem ainda, através da formacdo de adutos com grupos
funcionais em proteinas, em particular com atomos de enxofre presentes nos residuos de cisteina

e metionina, alterar a fungéo proteica contribuindo para a morte celular.

Apesar da eficacia comprovada, a resisténcia aos farmacos de platina representa um grande
desafio no meio oncoldgico. As células cancerigenas podem desenvolver resisténcia através de
diversos mecanismos, como a alteracdo da captacdo/efluxo de farmaco, a inativacao da cisplatina

por moléculas contendo tiol, e a capacidade de regeneracdo do ADN danificado.

Compreender estes mecanismos de resisténcia é crucial para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. Ao longo desta monografia sdo demonstrados diversos mecanismos de

resisténcia, bem como formas de ultrapassar e otimizar o tratamento farmacoterapéutico.

Palavras-Chave: Platina; Resisténcia; Cancro; Tratamento; Cisplatina; Atividade
anticancerigena.
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Abstract

In the 1960s, the discovery of the anticancer activity of cisplatin and its clinical
efficacy sparked significant interest in investigating coordination compounds for cancer
treatment. In addition to cisplatin, other platinum complexes emerged, such as carboplatin
and oxaliplatin. These compounds are widely used in the treatment of various types of

cancer, including testicular, lung, ovarian, and bladder.

The mechanism of action of platinum drugs is quite complex, with the formation of
inter- or intra-strand DNA adducts being one of the most studied and recognized pathways.
The formation of these adducts results in the disruption of DNA replication and
transcription processes, thereby promoting apoptosis. However, nuclear DNA is not the
only target, there are other cellular targets that contribute to the effect of platinum drugs.
Cisplatin, for instance, attacks mitochondria and triggers the production of reactive oxygen
species, leading to the destruction of lysosomes and the subsequent release of lysosomal
proteases that degrade the endoplasmic reticulum. These complexes can also form adducts
with the functional groups in proteins, particularly with sulfur atoms in cysteine and

methionine residues, altering protein function and contributing to the cell death.

Despite their proven efficacy, resistance to platinum drugs presents a major
challenge in oncology. Cancer cells can develop resistance through various mechanisms,
such as altering drug uptake/efflux, inactivating cisplatin via thiol-containing molecules,

and repairing damaged DNA.

Understanding these resistance mechanisms is crucial for developing new
therapeutic strategies. Throughout this monograph, various mechanisms of resistance are
demonstrated, as well as ways of overcoming and optimising pharmacotherapeutic

treatment.

Keywords: Platin; Resistance; Cancer; Treatment; Cisplatin; Anticancer activity.
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1. Introducéo

Desde da época de 1960, a descoberta de diversos compostos a base de platina tem a vindo a
suscitar interesse farmacoterapéutico. O primeiro complexo deste metal aprovado para uso clinico
foi a cisplatina, que foi e é até aos dias de hoje fundamental para o tratamento de varios cancros
que englobam o cancro dos ovérios, pulmé&o, bexiga, testicular entre outros. No entanto, 0 seu uso
continuo demonstrou efeitos indesejaveis severos que limitavam desta forma a dose administrada
e, posteriormente o desenvolvimento de resisténcia®?.

Nos ultimos 30 anos, cerca de 23 complexos de platina foram submetidos a ensaios clinicos,
dos quais apenas alguns foram aprovados para uso farmacoldgico. Entre os farmacos aprovados, a
carboplatina e oxaliplatina obtiveram aprovacgéo para comercializacdo internacional, enquanto que
a nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina foram aprovados apenas em alguns paises. Durante esse
periodo, houve mais insucessos do que éxitos, com o desenvolvimento de 14 farmacos
interrompidos nos ensaios clinicos®.

Relativamente aos farmacos de platina, estes complexos partilham um mecanismo de agéo
semelhante ao da cisplatina, que envolve a formacao de adutos inter- ou intracadeias com 0 ADN
nuclear sendo esta uma das principais vias de atuacdo reconhecida e estudada. Estes adutos vao
interferir nos processos de replicacdo e transcricdo do ADN, levando assim, a indugdo da apoptose.
O complexo de cisplatina ataca seguidamente as mitocondrias, produzindo espécies reativas de
oxigénio, destruindo lisossomas e libertando por sua vez proteases lisossomais que vao degradar
o reticulo endoplamastico. Adicionalmente, este tipo de complexos tém a capacidade de alterar a
funcdo proteica e contribuir para a morte celular através da formacdo de adutos com grupos
funcionais em proteinas, nomeadamente com atomos de enxofre que se encontram presentes nos

residuos de cisteina e metionina*®.



A resisténcia a medicamentos € um fendmeno amplamente reconhecido no contexto
oncologico, sendo que os farmacos a base de platina, como a cisplatina, carboplatina, oxaliplatina,
nedaplatina e lobaplatina, exemplos notaveis de agentes anticancerigenos, mas cuja a sua
utilizacdo é limitada devido a este grande desafio. Apesar da eficécia inicial que estes complexos
demonstram, as células tumorais tendem a desenvolver resisténcia, tanto intrinseca como
adquirida, sendo que ao longo do tempo, compromete de forma significativa o tratamento
farmacoterapéutico. Deste modo é necessario descobrir novas estratégias para ultrapassar este
obstaculo®.

Existem varios mecanismos, pelos quais as células cancerigenas podem adquirir a resisténcia
aos compostos a base de platina, tais como, a alteracdo na captacao/efluxo de farmaco, a inativacao
da cisplatina através de moléculas contendo tiol e a capacidade de regeneracdo do ADN

danificado’.

E essencial compreender estes mecanismos de resisténcia, para o desenvolvimento de novas
abordagens farmacoterapéuticas que possam superar estas barreiras e melhorar os resultados
obtidos no tratamento oncoldgico. Estas abordagens incluem a modificacdo da estrutura dos
farmacos de platina e a criagdo de terapias combinadas que tém como foco multiplos alvos para

prevenir ou reverter a resisténcia®.

Deste modo, os objetivos desta monografia incluem uma anélise detalhada dos farmacos de
platina utilizados em tratamento oncol6gico, com foco nos seus mecanismos de atuacdo e
resisténcia que limitam a sua eficécia clinica. A revisdo bibliografica é baseada em artigos e bases
de dados entre os anos 2000 e 2024, provenientes de bases como PubMed, American Chemical

Society, Web of Science, entre outros.



2. Cancro

2.1. Perspetiva historica, definicdo

O termo cancro surgiu da palavra grega “karkinos”, utilizada pelo fisico Hipdcrates (460-370
A.C) para descrever carcinomas. Foi no antigo Egito, que foram descobertas algumas das primeiras
evidéncias de cancro 6sseo em seres humanos encontradas em mumias e manuscritos datados de
1600 a.C. O registo mais antigo documentado de cancro de mama data aproximadamente de 1500
A.C, onde se verificou a falta de tratamento direcionado, sendo apenas realizadas medidas
paliativas °.

O cancro advém de mutacGes em células normais, as quais Ihes conferem a capacidade de
evadir os mecanismos normais de controlo bioldgico e, desta forma, utilizar carateristicas celulares
normais de modo anormal. Este processo inicia-se quando as células saudaveis de uma regido
especifica do corpo perdem a capacidade de regulacdo do crescimento celular, resultando num
crescimento descontrolado®?°,

Existem diferentes tipos de cancro, em que as células cancerigenas dividem-se continuamente,
sem controlo normal da proliferacdo celular, invadindo, perturbando e destruindo os tecidos locais.
Alguns tipos de células cancerigenas podem migrar para outras partes do corpo através da
circulacdo sanguinea ou dos vasos linfaticos, e nesse local iniciam novamente o seu crescimento.

Este processo é conhecido como metastase (Figura 1) *°.
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Figura 1- Como o cancro se dissemina?l,



O risco de desenvolver cancro ndao depende apenas da idade e do gendtipo do hospedeiro, mas
também de fatores que influenciam a potencialidade do seu aparecimento. Como tal, para
minimizar a hipdtese do surgimento do cancro, podem ser feitas alteragdes no estilo de vida do
individuo, tais como, praticar exercicio fisico, evitar a ingestdo excessiva de calorias/nutrientes,
evitar o tabagismo e o alcool, evitar a exposicdo a radiacéo ultravioleta (UV), entre outros®?.

Estes fatores genéticos e ambientais, induzem pressdes seletivas que impulsionam a evolugéo

clonal, isto &, criam ou eliminam vulnerabilidades metabdlicas facilitando assim a progressao do
cancro (Figura 2) &3,
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Figura 2- Fatores intrisecos e extrinsecos que contribuem para os fendtipos nos tumores®3.

Para que seja possivel realizar o diagnéstico do cancro, o tumor deve atingir uma dimensao
de aproximadamente 1cm ou consistir em cerca de 1 milhdo de células. Nesta fase, o tumor pode
ser classificado de diversas formas, tais como, massa, nédulo, caroco, lesdo, crescimento ou tumor.
Porém existem algumas excecdes, sobretudo em casos de cancro do sangue como a leucemia ou
da medula 6ssea, onde ndo é comum se formar massa tecidual®.

As células cancerigenas prosseguem na sua proliferacdo a menos que ocorra uma das quatro
intervencgdes: a remocdo cirdrgica do tumor, administracdo de terapias anticancerigenas, aplicagcdo
de radiacdo terapéutica, regressdo espontanea das células neoplésicas. No entanto, este Gltimo

cenario, embora raro, pode ocorrer em alguns casos de melanoma ou carcinoma renal®.



2.2. Desenvolvimento do cancro

A metastizacdo ¢é considerada o evento mais letal na formacdo de tumores, sendo vista
como o fim do processo. Anteriormente, as metastases ocorriam frequentemente numa fase tardia,
no entanto, investigacdes recentes revelaram que podem surgir precocemente durante o
desenvolvimento do tumor®®.

Estes fatores, indicam que a metastizacdo pode ocorrer tanto em fases iniciais, como em
fases tardias, contudo, estes processos patogénicos sdo distintos. As células que desencadeiam a
metastizacao precoce sdo caracterizadas pela presenca exclusiva de mutacdes troncais, enquanto
que as células metastaticas que emergem em estagios tardios exibem mutacdes subclonais®®.

Para uma compreensdo mais aprofundada do desenvolvimento do cancro, é essencial
analisar as seguintes etapas do processo de metastizacdo: o estabelecimento do tumor primario
com crescimento invasivo, que inclui a intravasacdo; a circulacdo intravascular das células
tumorais; e a extravasacao dessas células, resultando no crescimento metastatico. Estas etapas sao
fundamentais para elucidar como o cancro se dissemina e evolui ao longo do tempo?®.

O tumor primario surge da multiplicacdo descontrolada de células cancerigenas num
determinado 6rgdo ou tecido, devido a uma reposta inadequada aos sinais intracelulares que
normalmente sdo responsaveis pela divisao e crescimento celular. Esta proliferacdo esta associada
a mutacdes que ativam genes envolvidos na estimulagédo da diviséo celular, os proto-oncogenes,
ou que desativam genes supressores do tumor que estdo envolvidos no controlo e reparacao de
mutac6es de ADN, bem como na indu¢do de morte celular programada com mutacdes irreparaveis
(Figura 3)1016,
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Figura 3- Passos basicos desde a iniciacdo do tumor primario até a formacgéo de metastases. Da
esquerda para a direita, ilustracdo do processo de metéstase, comegando com o tecido normal e a
geracdo do tumor primario. Etapas principais, como a formagéo do tumor primario, intravasacao,
células tumorais circulatorias (CTC), extravasacéo e colonizacio metastatica’®.



Os marcadores do cancro, conforme abordados por Hanahan et al., sintetizam varios tracos
que permitem a sobrevivéncia e o crescimento das células cancerigenas face a condicGes
adversas®®,

A carcinogénese refere-se ao processo pelo qual células normais adquirem caracteristicas
cancerigenas. Este processo envolve vérias classes de genes, incluindo oncogenes, genes
supressores de tumores e genes de estabilidade genética. E relevante referir que, ao contrario de
doengas como a fibrose cistica ou a distrofia muscular, onde apenas uma Gnica mutagdo num gene
pode provocar a doenga, no cancro ndo existe um unico defeito genético que cause o seu
desenvolvimento ',

Os proto-oncogenes normalmente, desempenham um papel crucial na regulacdo do ciclo
celular quando ativados adequadamente. No entanto, quando um proto-oncogene sofre uma
alteracdo genética ou uma amplificacdo excessiva da sua cdpia, pode ser transformado num
oncogene. O oncogene guando ativado, resulta na ativacdo continua ou independente de sinais de
crescimento e por sua vez, no aumento descontrolado da divisdo celular. Os oncogenes podem ser
ativados nas células de varias formas, através de mutacdes genéticas, mudancas epigenéticas,
rearranjos cromossoémicos e duplicagdo de genes 1718,

Relativamente aos genes supressores de tumores, sdo alvos de alteracdes genéticas de
forma oposta, isto €, as mutacoes reduzem atividade do produto genético. Estas inativacGes surgem
de mutagdes em pontos criticos, 0s quais sao essenciais para atividade do gene, tais como, delecGes
ou insercdes, silenciamento epigenético e mutacbes que resultam na producdo de uma proteina
truncada 1718,

A Ultima classe de genes associados com o cancro sdo chamados de genes de estabilidade
que sdo divididos em duas categorias, 0s controladores e os cuidadores. Os genes controladores,
tém como funcdo o controlo direto do crescimento celular, inibindo a proliferagdo, induzindo
apoptose e, posteriormente promovendo a diferenciacdo terminal. Este tipo de genes, pode ainda
facilitar a reparagdo de danos no ADN retardando o ciclo celular, aumentando desta forma a

sobrevivéncia celular 71920,



Por outro lado, os genes cuidadores supressores de tumores tém relevancia na manutencédo
da estabilidade gendmica atraves do controlo de mutagdes. A inativacdo dos genes cuidadores pode
potenciar 0 processo de carcinogénese. Esta classe abrange o0s genes de reparacdo de
incompatibilidade (MMR), reparacao por excisdo de nucledtidos (NER) e reparagdo por excisao
de bases (BER), que corrigem erros ocorridos durante a replicacdo do ADN ou induzidos pela

exposicio a agentes mutagénicos!®2,
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Figura 4- Vias dos genes cuidadores e controladores supressores de tumores 2.



Segundo o cientista Knudson, que prop0s a teoria de “two-hit” em que refere que na via
dos genes controladores, os individuos que herdam um cépia mutada do gene apenas necessitam
de uma mutacdo somaética adicional no outro alelo para ativacdo do processo neoplasico (Figura
4). Assim, como a probabilidade de adquirir uma Unica alteragdo somatica é exponencialmente
superior do que obter duas mutagdes, entdo o risco para os individuos que ja possuem esta alteracdo
é 103 vezes maior comparativamente com a populagio em geral?:.

Os genes cuidadores encontram-se frequentemente mutados em linhas germinativas, porém
em tumores esporadicos estas mutagdes sdo pouco comuns. Portanto, as alteracbes nos genes
cuidadores ndo sdo essenciais nem suficientes para o surgimento de um tumor, posto isto,
independentemente da sua recuperacdo funcional, caso o gene controlador ja esteja mutado nao ird
impedir o crescimento neoplasico. De modo geral, um gene controlador que sofra alteragdo ira
potenciar o0 processo de iniciacdo tumoral, enquanto que uma mutacdo no gene cuidador vai

acelerar a progressdo do tumor 2%,

2.3. Distincéo entre tumores benignos e malignos

A classificacdo dos tumores depende da sua aparéncia e comportamento bioldgico,
podendo ser benigno ou maligno consoante as suas capacidades comportamentais bioldgicas que
estdo associadas a mudancas morfoldgicas (Figura 5) °.

Os tumores benignos sdo caracterizados pela capacidade de permanecer no local de origem,
sem invadir outras regiGes do corpo. Ao contrario dos tumores malignos, estes tumores ndo se
disseminam para outras estruturas adjacentes ou para locais distantes, prosseguem 0 seu
crescimento lentamente e mantendo fronteiras distintas?2.

Geralmente, os tumores benignos nao representam uma ameaca significativa a saide. No
entanto, estes tumores podem atingir tamanhos consideraveis, resultando assim na compresséo de
estruturas proximas e provocando desconforto ou complicagdes médicas. Estas neoplasias nao
cancerigenas, apés serem removidas cirurgicamente, a sua probabilidade de reaparecimento é

pouco provavel?,



Existem varios tipos de tumores benignos, tais como, adenomas, fibromas, hemangiomas
e lipomas. Os adenomas tém origem no tecido epitelial, onde forma uma camada fina de células
que reveste as glandulas e os 6rgdos, sendo o cdlon frequentemente afetado. Os fibromas
desenvolvem-se no tecido fibroso, sendo o Utero o 6rgdo maioritariamente prejudicado. Os
hemangiomas sdo caraterizados por um crescimento anormal de vasos sanguineos adicionais,
sendo bastante comum no figado e na pele. Os lipomas surgem com mais frequéncia em pessoas
entre 0s 40-60 anos, e encontram-se no tecido adiposo em qualquer parte do corpo, geralmente ao
redor do pescogo, ombros, axilas e tronco?,

Contrariamente as neoplasias benignas, os tumores malignos apresentam um potencial
cancerigeno, isto é, tém a capacidade de se disseminarem e atingir outros 6rgaos. Devido a sua
propensdo para se disseminarem, estes tumores requerem tratamento imediato para conter o seu
avango?22,

O tratamento das neoplasias malignas estd dependente do estadio em que 0 cancro se
encontra, ou seja, caso esteja numa fase precoce o mais indicado seria cirurgia seguida de
quimioterapia ou radioterapia. Por outro lado, se o tumor for encontrado numa fase tardia, o
tratamento provavelmente sera sistémico recorrendo-se a quimioterapia/imunoterapia ou cuidados
paliativos??.

H& uma variedade de tumores malignos distintos, entre eles, carcinomas, sarcomas e
blastomas. Os carcinomas originam-se a partir das células epiteliais e representam o tipo mais
prevalente de neoplasia, constituindo entre 80-90% dos diagnosticos de cancro. Um exemplo de
carcinomas, sdo 0s adenocarcinomas provenientes de células epiteliais que secretam fluidos ou
muco, sendo que maioritariamente 0s cancros de mama, célon e prostata representam este tipo de
tumor. Outros exemplos de carcinomas sdo, 0 carcinoma basocelular que surge na camada basal
da epiderme, o carcinoma de células escamosas que se forma na superficie externa na pele e o
carcinoma de células de transicao que se desenvolve nos revestimentos da bexiga, ureteres e parte

dos rins324,



Os sarcomas tém origem em células dos tecidos conjuntivos, como 0sso, musculos,
gordura, vasos linfaticos, vasos sanguineos e tecido fibroso. Os tipos mais comuns de sarcomas de
tecidos moles sdo o leiomiosarcoma, o sarcoma de Kaposi, o histiocitoma fibroso maligno, o
lipossarcoma, o dermatofibrossarcoma protuberante e o osteossarcoma, sendo este ultimo o mais
frequente?,

Os blastomas surgem de células precursoras designadas de blastos e cada tipo de blastoma
é designado de acordo com a sua localizacdo no corpo. Exemplos deste tipo de tumores séo o
nefroblastoma encontrado no rim e o retinoblastoma localizado no olho, sendo que estas neoplasias

sdo mais frequentes em criangas?>.
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Figura 5-Diferencas entre tumor benigno e tumor maligno®.

Estudos relativos a tumores malignos, sugerem que a acumulagéo progressiva de mutagdes
ao longo do tempo desempanha um papel preponderante na dindmica do cancro que influencia a
progressao do tumor, assim como a sua metastizacdo. Adicionalmente, a progressao de adenoma
para o carcinoma também reforca a hipotese de que a acumulacdo de mutagdes determina um papel

significativo do trajeto do tumor benigno, havendo a possibilidade da sua progressio ser maligna?®.
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2.4. Cancro na atualidade

O cancro € a 2% principal causa de morte mundial, sendo que em 2020 registaram-se
aproximadamente 10 milhdes de obitos segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Figura
6). Inimeras pessoas conseguem prolongar o seu tempo de vida devido a identificacdo precoce e

do tratamento?’.

Most common site

N Lung (36) N Not applicable
[ Breast (28) No data
N Cervix uteri (21)

Liver (18)
N prostate (14)
N stomach (12)

Colorectum (5}

I Ocsophagus (1)

Figura 6- Visdo global dos locais mais comuns de cancro por pais em 2022, destacando 0s
nimeros absolutos de casos e a taxa de mortalidade para ambos o0s sexos?’.

De acordo com a OMS, os tipos de cancro mais comuns sdo o da mama, pulmao, célon e
reto, e préstata. Estes tipos de cancro afetam 6rgdos vitais do corpo humano, tornando-os alvos de
investigacdo cientifica de modo a compreender os seus mecanismos de desenvolvimento e
identificar estratégias eficazes de prevencéo e tratamento?”.

Em 2022, a American Chemical Society (ACS) previu que haveria aproximadamente 1 918
030 novos casos de cancro e 609 360 de dbitos por cancro nos Estados Unidos da América (EUA).
Destes, estimaram que ocorreriam cerca de 350 mortes por dia devido a cancro pulmonar,

continuando a ser a principal causa de mortalidade no ambito oncoldgico(Figura 7) 8.
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Estimated New Cases

Prostate 268,490 27% Breast 287,850 31%

Lung & bronchus 17,910 12% Lung & bronchus 118,830 13%

Colon & rectum 80,690 8% Colon & rectum 70,340 8%

Urinary bladder 61,700 6% Uterine corpus 65,950 T%
Melanoma of the skin 57,180 6% Melanoma of the skin 42,600 5%
Kidney & renal pelvis 50,290 5% Non-Hodgkin lymphoma 36,350 4%
MNon-Hodgkin lymphoma 44120 4% Thyroid 31,940 3%
Oral cavity & pharynx 38,700 4% Pancreas 29,240 3%
Leukemia 35,810 4% Kidney & renal pelvis 28,710 3%

Pancreas 32,970 3% Leukemia 24,840 3%

All Sites 983,160 100% All Sites 934,870 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 68,820 21% Lung & bronchus 61,360 21%

Prostate 34,500 11% Breast 43,250 15%

Colon & rectum 28,400 9% Colon & rectum 24,180 8%

Pancreas 25,970 8% Pancreas 23,860 8%

Liver & intrahepatic bile duct 20,420 6% Ovary 12,810 4%
Leukemia 14,020 4% Uterine corpus 12,550 4%

Esophagus 13,250 4% Liver & infrahepatic bile duct 10,100 4%

Urinary bladder 12,120 4% Leukemia 9,980 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,700 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,550 3%
Brain & other nervous system 10,710 3% Brain & other nervous system 7,570 3%
All Sites 322,090 100% All Sites 287,270 100%

Figura 7-Dez principais tipos de cancro para a estimativa de novos casos de cancro e mortes por
sexo, Estados Unidos, 2022. As estimativas sdo arredondadas para 0s 10 mais proximos e excluem
os cancros da pele de células basais e de células escamosas e 0 carcinoma in situ, exceto o da
bexiga urinaria 8.

12



3. Cisplatina: Exemplos do uso clinico em tratamento oncolégico

3.1. Cancro testicular e da Préstata

Ha dois principais tipos de cancro testicular, 0 seminoma e o0 ndo-seminoma. Ao contrario
dos ndo-seminomas, 0s seminomas podem surgir em qualquer idade e tendem a crescer e alastrar
mais lentamente, sendo o uso de cisplatina bastante eficaz apresentando uma taxa de cura de cerca
de 85% em casos avangados apés trés ou quatro ciclos. Por outro lado, a taxa de cura com a
carboplatina, quando utilizada como tratamento Unica, é reduzida para cerca de 59%2°.

Em comparacdo, 0s ndo-seminomas sdo normalmente observados em individuos
masculinos entre o final da adolescéncia e o inicio dos 30 anos, e incluem cerca de quatro subtipos,
carcinoma embrionario, carcinoma do saco endodérmico, coriocarcinoma e teratoma. O tratamento
combinado com bleomicina, etoposido e cisplatina é mais eficiente para doentes com teratoma,
alcancando um taxa de cura de 90%. A aprovacao do uso da cisplatina para o tratamento do cancro
testicular e metastatico do ovario foi dada em 1978 pela FDA %°.

A resisténcia aos medicamentos anticancerigenos é frequentemente observada na terapia
do cancro da prostata, sendo este um dos cancros mais comuns nos homens. Embora o motivo
exato da elevada sensibilidade do cancro a cisplatina ainda seja desconhecida, tém vindo a ser
identificados diversos mecanismos para justificar este fendmeno. Segundo Gong et al., verificou-
se que a proteina Kindlin-2 estava superexpressa em linhas celulares de cancro da préstata
independentes de androgénios (PC-3 e DU-145), desempenhando um papel fundamental na
manutencdo da sobrevivéncia das células cancerigenas, bem como na sensibilidade a CDDP.
Contrariamente ao que se observava nas linhas celulares PC-3 e DU-145, nas linhas sensiveis a
androgénios (LNCaP) a expressdao da Kindlin-2 era reduzida. A proteina Kindlin-2 foi
superexpressa em células LNCaP, conferindo uma maior resisténcia a cisplatina, enquanto que nas
celulas PC-3, verificou-se uma reducédo da expressdo de Kindlin-2 aumentando a sensibilidade ao

farmaco (Figura 8)%.
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Figura 8-Niveis relativos de mRNA de Kindlin-2 nas células de hiperplasia benigna da prostata
(BPH-1) comparativamente as linhas celulares do cancro da prostata (LNCaP, PC-3 e DU-145)%,

Estudos realizados por Usanova et al., demonstraram que as ligacGes intra e intercadeias
induzidas pela cisplatina em tumores testiculares ndo séo reparadas devido a baixa expressdo do
complexo ERCC1-XPF, sendo este responsavel pela reparacdo do ADN e, quando sobreexpresso,
diminui a sensibilidade a cisplatina®!.

De acordo com Koster et al., a presenca do gene supressor tumoral TP53 e os baixos niveis
de p53 associada com MDM2, um regulador de feedback negativo da proteina p53, contribui para
a sensibilidade da cisplatina. Para além disso, os elevados niveis de Oct4, um regulador de
pluripoténcia, resulta num aumento dos niveis de miR-17/106b e por sua vez da proteina proé-
apoptdtica Noxa, causando sensibilidade ao complexo cis-diaminodicloroplatina (11) (CDDP). E
de notar que miR-17/106b, pertencem a uma familia de microARNs sendo o miR-106b
responsavel pelo controlo de diferenciacdo, manutencdo das células estaminais embrionarias e
regulacao da expressdo da proteina p21 através da inibicdo da traducdo da p21 pela sua ligacdo a
regido 3"-UTR do gene. Os niveis baixos de p21 correlacionam-se de forma semelhante com a
elevada expressdo de Oct4 e de miRs (mir-17/106b) no ambito da sensibilidade das células
cancerigenas ao farmaco cisplatina®.

Awuah et al., provaram que a proteina HMGB4 (High-mobility group box protein 4), que
€ um repressor de transcricdo expresso preferencialmente em testiculos ligando-se ao ADN
danificado pela cisplatina, bloqueia de forma Unica a reparagdo por excisao de adutos de cisplatina-
ADN, como as ligagdes 1,2-intracadeias cruzadas, aumentando a sensibilidade dos tumores de

células germinativas testiculares & cisplatina®.
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3.2. Cancro do pulmao

Entre os tumores malignos fatais, o cancro do pulmao é um dos mais frequentes, podendo-
se dividir em dois tipos, 0 de pequenas células e de ndo pequenas células. A diferenca entre eles,
reside na forma como se desenvolvem e disseminam. Devido ao seu rapido crescimento e
agressividade, o cancro do pulmdo de pequenas células geralmente j& se encontra disseminado
quando é diagnosticado logo é mais dificilmente tratado, sendo a quimioterapia o tratamento mais
eficaz nestas situacdes®,

Na quimioterapia, sdo principalmente utilizados dois farmacos de platina, a carboplatina e
a cisplatina, sendo a ultima a escolha preferencial visto que possui uma intensa atividade
antitumoral, embora cause efeitos indesejaveis como nauseas, vomitos e toxicidade renal. Nos
estadios I e Il do cancro do pulméo de células ndo pequenas, é normalmente realizada a cirurgia
para remocdo tumoral, seguida por quimioterapia adjuvante. No caso dos estadios Il e 1V, a

cirurgia ndo ¢ possivel, sendo a quimioterapia combinada com radioterapia 0 método mais eficaz*°.

3.3. Cancro dos ovarios

O cancro dos ovarios € considerado o 3° mais comum entre os cancros que afetam as
mulheres, tendo sido estimado em 2020 cerca de 314.000 mulheres diagnosticadas com a doenga.
Apesar de ndo se conhecer com certeza as causas para 0 aparecimento do cancro dos ovarios,
acredita-se que possa estar associado a fatores hereditarios, em particular pessoas com
antecedentes de cancro da mama ou célon. A taxa de sobrevivéncia € cerca de 70% caso a doenca
seja idenficada numa fase inicial, porém apenas 20% dos casos sdo diagnosticados precocemente
visto que ndo ha sintomas especificos nesta fase*¢*'.

Atualmente, o tratamento commumente utilizado consiste na remocéo cirdrgica da massa
tumoral, seguida de quimioterapia ou radioterapia para destruir eventuais células cancerigenas que
residam apés a cirurgia. Adicionalmente, sdo também utilizadas no tratamento terapias

direcionadas como, a terapia hormonal e imunoterapia®,
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Embora a cisplatina apresente muitos efeitos indesejaveis continua a ser um agente
farmacoterapéutico bastante utilizado juntamento com paclitaxel ou docetaxel, pertencentes a
familia dos taxanos. Um dos principais inconvenientes desta terapia é a alta probabilidade de
recidiva do cancro apds um tratamento bem sucedido, havendo um aumento da resisténcia ao

complexo®’

4. Complexos de platina (I1) aprovados para uso clinico

A cisplatina é considerada um medicamento anticancerigeno de 12 geracdo a base de
platina. Os farmacos de platina de 22 e 32 gera¢do sdo semelhantes a cisplatina, no entanto diferem
nos grupos abandonantes bem como nos grupos de amina (Figura 9) 3.

0 H,

HN_. _Cl H;N_ _O N. O-
Pt pt” “Pt”
H;N~ “Cl H,NT O N -~

o H;

cisplatin carboplatin oxaliplatin
nedaplatin heptaplatm
: _N 13
lobaplatin

Figura 9- Estruturas quimicas de farmacos de platina anticancerigenos clinicamente aprovados e

comercializados “°.

Os farmacos de 22 geracdo sdo formados apenas pela variagdo dos grupos abandonantes ou
dos grupos de amina, enquanto que os complexos de 3?2 geracdo apresentam diferencas tanto nos
grupos abandonantes quanto nos grupos de amina. A carboplatina e a nedaplatina séo exemplos
significativos de farmacos de platina de 22 geracdo. Por outro lado, a oxaliplatina, lobaplatina e

heptaplatina sdo exemplos de complexos de 32 geragéo®.
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Apesar da cisplatina ser um farmaco amplamente utilizado em quimioterapia
mundialmente, os seus efeitos indesejaveis e a sua resisténcia representam uma grande
controvérsia. Estes problemas impulsionam novos desenvolvimentos, nomeadamente de varios
novos compostos analogos da cisplatina, sendo estes projetados com base na relacdo estrutura-
atividade (SAR), porém apenas a carboplatina e a oxaliplatina foram aprovadas e alguns outros

farmacos progrediram para ensaios clinicos*.

4.1. Farmacos de 22 geragéo
4.1.1. Carboplatina

A carboplatina, foi aprovada em 1989 a nivel mundial, sendo atualmente utilizada em
tratamento de Vvarios tipos de cancro nomeadamente o dos ovarios. Este complexo é vantajoso
comparativamente a CDDP, uma vez que possui um perfil toxico baixo e menos efeitos
indesejaveis, o que permite desta forma a sua administracdo em doses mais elevadas e por sua vez
melhores efeitos terapéuticos (Tabela 1) 3.

O menor efeito citotdxico da carboplatina esta associado a substitui¢do dos ligandos cloreto
labeis da cisplatina por 1,2-ciclobutanodicarboxilato, que ¢ um mau grupo abandonante, o que se
traduz numa reacdo mais lenta com a glutationa e as metaloteoneinas. No entanto, é administrada
por via intravenosa e apresenta atividade no mesmo tipo de tumores que a cisplatina. Este farmaco
apresenta resisténcia cruzada com a cisplatina (ou seja as células tumorais apresentam resisténcia
a carboplatina ganha com administragdo de cisplatina) 4344,

Comparativamente ao complexo de 1%geracéo, a carboplatina apresenta uma menor eficacia
no tratamento de tumores de células germinativas, cancro da cabeca e pescoco, e carcinomas da
bexiga e es6fago. No entanto, ambos os complexos demonstraram eficacia semelhante quando

utilizados no tratamento do cancro dos ovarios, CPPC e CPNPC*.
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Tabela 1-Propriedades e Aplicagbes Terapéuticas da Carboplatina“®.

Complexo Estrutura Quimica Tipos de cancro Efeitos indesejaveis Ano
descoberta
Vx Cervical
HN 0—X Mama e Mielosupresséo
'P.' A ..
. ALY Ay Cerebral e Nefrotoxicidade
Carboplatina SN D ) i 1989
HiN  0—4 Cabeca e pescoco e Trombocitopenia
0O e Testicular

4.1.2. Nedaplatina

A diamina [hidroxiacetato(2-)-O,0O]platina(ll), também conhecida como nedaplatina, € um
farmaco de platina de 22 geracdo da platina que apresenta uma atividade anticancerigena superior
a da carboplatina e a da cisplatina. De acordo com estudos clinicos japoneses, a nedaplatina
demonstrou um atividade antitumoral superior a cisplatina no tratamento de cancros da cabeca e
pescoco, pulmonar e cervical, para além de possuir uma menor toxicidade a nivel renal ou
gastrointestinal (GI)*'. Esta eficécia, deve-se ao facto de possuir na sua estrutura um glicolato no
grupo abandonante invés do ciclobutano-1,1-dicarboxilato, o que Ihe confere uma solubilidade em
meio aquoso 10 vezes superior comparativamente ao complexo de 12 geragdo (CDDP), resultando
numa menor nefrotoxicidade relativamente aos restantes complexos*84°,

Este complexo obteve aprovacdo regulatéria em 1995 apenas no Japdo, sendo este utilizado
no tratamento de cancros da cabeca, pescoco, pulmdes, figado e es6fago®™.

O complexo de 22 geracdo apresenta menor nefrotoxicidade, neurotoxicidade e toxicidade
Gl comparativamente com a cisplatina. Contudo, pode induzir trombocitopenia e existe um
potencial risco de provocar nefrotoxicidade na dose terapéutica caso ndo haja uma hidratacao
adequada, sendo por este motivo aconselhavel realiza-la previamente e ap0s o tratamento (Tabela
2) 5L,
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Tabela 2-Propriedades e Aplicacdes Terapéuticas da Nedaplatina®®.

Complexo

Estrutura Quimica

Tipos de cancro

Efeitos indesejaveis

Ano

descoberta

Nedaplatina

Neuroblastoma
Estébmago
Pancreas

Cabeca e pescoco
Testicular
Ovarios

Cervical

Mama

Pulméo

e Mielosupressdo
e Anemia
e Trombocitopenia

1995

4.2. Farmacos de 32 geracéo
4.2.1. Oxaliplatina

No que diz respeito a oxaliplatina, esta apresenta a particularidade de conseguir ultrapassar

a resisténcia da cisplatina sendo bastante utilizada no tratamento do cancro do c6lon. O complexo

de 32 geracgdo foi aprovado em 1996 em paises europeus, incluindo Franca e Inglaterra®.

A atividade da oxaliplatina contra o cancro colorretal é associada a sua capacidade de atuar

como substrato para os transportadores de catiGes organicos humanos, que se encontram sobre-

expressos em pacientes com este tipo de cancro. Atualmente, a oxaliplatina continua a ser o Unico

agente terapéutico a base de platina que demonstrou eficacia contra o cancro colorretal®>>4,

A oxaliplatina distingue-se da cisplatina por possuir dicarboxilatos como grupos

abandonantes em vez de cloretos. Este tipo de ligandos reduzem significativamente a reatividade

do complexo de 3? geragdo, limitando assim os efeitos indesejaveis associados a neuropatia

sensorial periférica (Tabela 3) L.
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Este complexo apresenta ainda um grupo quelante designado de trans-(1R,2R)-
diaminociclohexano (DACH) em vez de amoniaco. Este ligando contribui para o aumento da
lipofilicidade resultando assim numa maior penetracdo do farmaco através da membrana celular.
E de notar ainda que a maior absorcao celular e diferente conformacio de ADN s&o responsaveis
por ultrapassar a resisténcia a cisplatina, uma vez que ocorre a formacédo de predominantemente
de adutos intracadeiras GpG, sendo que o ligando hidrofébico DACH direciona-se para ranhura

principal o que impede a ligacéo a proteinas reparadoras do ADN *°.

Tabela 3-Propriedades e Aplicacdes Terapéuticas da Oxaliplatina®.

Complexo Estrutura Quimica Tipos de cancro Efeitos indesejaveis Ano
descoberta
P o | * Estdmago e Nefrotoxicidade
[ d o | e Pancreas e Neurotoxicidade
Oxaliplatin H 0N, e Colorretal o Dlsturblo_s Gl _ 2002
e Trombocitopenia

4.2.2. Heptaplatina

Em 1999, foi aprovada na Coreia do Sul para o tratamento do cancro gastrico o complexo
de Pt(Il) de 32 geracdo, a heptaplatina, devido ao facto de apresentar malonato como grupo
abandonante e o 2-(1-metiletil)1,3-dioxolana-4,5dimetanamina como grupo quelante ndo residual.
Este complexo apresenta também a particularidade de possuir uma alta solubilidade em agua *°.

Foi realizado um estudo para investigar os mecanismos moleculares da heptaplatina em
linhas celulares de cancro que séo resistentes a cisplatina, focando-se no papel da metalotioneina.
Estes ensaios observaram que a expressao de genes antioxidantes e de transporte contribuem para
a manutencdo da resisténcia a cisplatina em células de cancro gastrico. Os resultados
demonstraram que, embora a metalotioneina desempenhe um papel importante na resisténcia a
cisplatina e carboplatina em células do cancro gastrico, a sua influéncia na resisténcia ao complexo
de 32 geracdo € menor. 1sso sugere que a heptaplatina possa ser uma alternativa eficaz em casos

onde a resisténcia a cisplatina seja associada aos niveis elevados de metalotioneina (Tabela 4) *°.
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Tabela 4- Propriedades e Aplicacdes Terapéuticas da Heptaplatina“®.

Complexo Estrutura Quimica Tipos de cancro Efeitos indesejaveis Ano
descoberta
Heptaplatina e Gastrico avancado Nefrotoxicidade 1999

/\ NHz o
NHz

4.2.3. Lobaplatina

A [(1R,2R)-1,2-ciclobutanodicarboxilato(2-)-O,0]1,4-butanodiamina platina(ll), conhecida
como lobaplatina, ¢ um farmaco de 32 geracdo que foi aprovado na China em 2010 para o

tratamento da leucemia mieloide cronica (LMC), cancro da mama metastatico e para o CPPC

inoperaveis. Este complexo completou ainda ensaios clinicos de fase 11 nos EUA, Australia, Unido

Europeia (UE), Brasil e Africa do Sul para o tratamento de vérios cancros, tais como, mama,

esofago, ovario e LMC (Tabela 5) *°.

A lobaplatina é uma mistura diastereometrica de complexos de platina (I1), a qual possui

um ligando estavel denominado de 1,2-bis(aminometil)ciclobutano e um &cido lactico como

grupos abandonantes. Relativamente a sua atividade anticancerigena, esta encontra-se associada a

formacéo de adutos de ADN-farmaco, nomeadamente através de ligagdes intra-cadeias GG e AG.

Desta forma, o complexo de 3? geracdo influencia a expressao do gene c-myc, gene este que esta

envolvido no processo de oncogénese, apoptose e proliferacdo celular®’.

Tabela 5- Propriedades e Aplicacdes Terapéuticas da Lobaplatina®.

Complexo | Estrutura Quimica Tipos de cancro Efeitos indesejaveis Ano
descoberta
S ~NH» O / e Mama
Lobaplatina [ Yoo\ e Carcinoma hepatocelular e Trombocitopenia 2010
N N"ﬁp\'c.—{ e Osteosarcoma
\,

21




4.3. Farmacoterapia com complexos de Pt(l1)

A utilizacdo da quimioterapia combinada é fundamental em muitos tratamentos
oncologicos, uma vez que visa maximizar a sinergia entre os diferentes farmacos. Como o0s
mecanismos moleculares dos diversos farmacos podem diferir bastante, a sua combinacao torna-
se benéfica e mais eficiente, visto que foca-se em mdltiplos alvos simultaneamente. Os agentes
quimioterapéuticos podem ser classificados em seis grupos, os complexos de coordenacdo de
platina, agentes antimicrotubulos, antimetabolitos, antibioticos tumorais e, por fim os agentes

alquilantes (Figura 10)*.

Complexos de Agentes : g Antibidticos
3 St Antimetabolitos 5 . entes Alquilantes
coordenagéio de platina  antimicrotibulos | antitumorais Ag i q
| | |
Cisplatina Alcaldides da vinca Metotrexato Actinomicina D Ciclofosfamida
| (vinblastina, ——— " - I
Carboplatina vinorelbina) Fluoropirimidinas Mitomicina C Agentes baseados em
| | (5-FU, - mostarda de nitrogénio ou L-
Oxaliplatina TSTTGE capecitabina) Bleo"‘"cma fenilalanina (mecoretamina e
: ! . 1 mefalano, respetivamente)
ii Il i g’:i:;axx;;' Citocina Arabinose :ntramcbl‘u?as p|
ipoplatina . . 5 : :
pop (citarabina) (doxorru ) Nitrosoureias (carmustina)
. | daunorrubicina) ,
Lipoxal Gemcitabina - Alcanossulfonatos
Podofilotoxinas
: (bussulfano)
(etoposido,
teniposido)
|
Camptotecinas
(irinotecano,
topotecano)

Figura 10- Classificacdo de farmacos quimioterapéuticos *°.
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O tratamento de primeira linha padronizado para o cancro do pulmao de ndo pequenas
células (CPNPC) avancado, € um complexo de platina juntamente com agentes dos microtubulos
(docetaxel, paclitaxel, vinorelbina) ou antimetabolitos (gemcitabina) ou antibidtico antitumoral
(irinotecano). As combinagdes de gemcitabina (que impede a sintese de ADN), topotecano (um
inibidor da topoisomerase 1), doxorrubicina (que se intercala no ADN blogqueando a topoisomerase
I1) e etoposido (inibidor da topoisomerase I1) sdo vantajosas devido a sua acdo sinérgica contra o
cancro. O tratamento concomitante entre estes fa&rmacos e a platina, promove a inibicdo da

reparacdo do ADN impedindo por sua vez a reparagio dos adutos platina-ADN®.

4.3.1. Cisplatina

No tratamento oncoldgico, o0 complexo cisplatina é frequentemente utilizado como terapia
adjuvante. Contudo, apesar deste farmaco ser bastante eficaz provoca varios efeitos adversos e,
com o tempo, as células cancerigenas desenvolvem resisténcia comprometendo a sua eficacia. De
modo a minimizar esta resisténcia e toxicidade, utiliza-se a combinacdo de multiplos
medicamentos®®, Foram desenvolvidas varias terapéuticas com a cisplatina (Tabela 6), destacando-
se entre elas os seguintes farmacos, paclitaxel, gemcitabina, doxorrubicina e tegafur-uracilo
(TFU).

O paclitaxel, € um agente que ao se ligar aos microtubulos estabiliza-os, suprimindo a
reformacdo do complexo de redes de microtubulos. Este farmaco também induz apoptose em
células tumorais através da sua ligacdo a proteina Bcl-2, que geralmente inibe a morte celular. A
terapia com cisplatina e paclitaxel é eficaz no tratamento de varios tipos de cancro, nomeadamente,
no cancro dos ovarios. A sua eficacia resulta do seu baixo indice terapéutico e elevada
transportacdo intracelular, contribuindo para o aumento da taxa de sobrevivéncia dos pacientes
com cancro dos ovarios®.

A gemcitabina, é um antimetabolito que possui um efeito antiviral e apresenta uma baixa
toxicidade, o que a torna uma opcao adequada para tratamento oncolégico. Este farmaco quando
administrado, é convertido nos seus metabolitos ativos que competem com desoxicitidina
trifosfato (dCTP) pela incorporagdo no ADN, interrompendo a elongacédo da cadeia e induzindo
apoptose. Adicionalmente, inibe a ribonucleotido redutase, diminuindo a competicdo e
prolongando a alta concentracdo dos seus metabolitos nas células cancerigenas. Em linhas

celulares de cancro dos ovarios, a interagdo sinérgica entre a gemcitabina e cisplatina, aumenta a
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formacdo de adutos de platina-ADN e induz alteracbes dependentes da concentracdo e da
combinagdo nos niveis de ribonucleotidos (NTP) e desoxiribonucleotidos (ANTP)®°. Para além
disso, é amplamente utilizado com a cisplatina para o tratamento de cancros biliares®?.

A doxorrubicina, é um antibidtico antitumoral com uma toxicidade ligeira, €
frequentemente utilizada isoladamente ou em combinacdo devido a sua citotoxicidade. O
mecanismo de acdo consiste na inibicdo da replicacdo e transcricdo de ADN, através da sua
intercalagdo com o ADN e bloqueio da topoisomerase 1l. Os radicais livres também gerados pela
doxorrubicina, causam danos celulares que induzem o stress oxidativo e apoptose. A sua
associacdo com a cisplatina é muito utilizada para o tratamento de pacientes com cancro
endometrial®.

O Tegafur-uracilo (TFU), é um pro-farmaco que, quando administrado, é convertido em 5-
fluorouracilo (5-FU), que inibe a enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD), que é
responsavel pela degradacao de 5-FU no figado. Posteriormente, o 5-FU inibe a enzima timidilato
sintase, essencial para a sintese de ADN nas células tumorais, interrompendo assim a divisdo
celular e o crescimento do tumor. Em combinacdo com a cisplatina, o TFU é utilizado no

tratamento do cancro do pulméo de células ndo pequenas avangado®.
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Tabela 6- Exemplos de diferentes combinagfes terapéuticas com cisplatina®®-°8,

Composicao do farmaco

Tipos de cancro

e Qvarios
Cisplatina + Paclitaxel . Mame~1

e Pulméo

e Cabeca e Pescogo
Cisplatina + Etoposido CPNPC

Cisplatina + Ciclofosfamida + Doxorrubicina

Glandulas salivares avangadas

Cisplatina + Bleomicina

Carcinoma dos ovarios

Cisplatina + Bleomicina + Metotrexato

Carcinoma de células escamosas

avancado

Cisplatina + Capecitabina

Carcinoma Gastrico

Cisplatina + Irinotecano

e (astrico
e Pulmao
e Esofégico

Cisplatina + Doxorrubicina

Mesotelioma pleural maligno
difuso (MPMD)

Cisplatina+Doxorrubicina+Fluorouracilo+Ciclofosfamida

Carcinoma das  glandulas
salivares

Cisplatina + Tegafur-uracilo (TFU)

CPNPC avangado

Cisplatina + Mitocina + Vindesina CPNPC
Cisplatina + Oxaliplatina + Quercetina + Timoquinona Ovérios
Cisplatina + Gemcitabina Vias biliares
Cisplatina + Veneno de abelha Ovarios

e Mama

e Colon
Cisplatina +Anvirzel * Prosta}ta

e Pulméo

e Pancreas

e Melanoma
Cisplatina+Ostol Pulméo
Cisplatina+Everolimus Bexiga
Cisplatina + Oxido tetraarsénico Cervical
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4.3.2. Carboplatina

A carboplatina comparativamente ao complexo de 12 geracdo, apresenta uma menor eficacia
em tumores de células germinativas, como o cancro da cabeca e do pescoco, bexiga e esofagico.
No entanto, ambos 0os complexos demonstram uma eficacia semelhante no tratamento do cancro
dos ovarios, cancro do pulmao de pequenas células e estadios avancados do CPNPC 4,

Como alternativa a cisplatina, a carboplatina demonstrou uma sinergia com a gemcitabina em
estudos in vitro, apresentando um perfil de toxicidade ndo hematoldgica menor e sendo mais
conveniente para administracdo em ambulatorio®. Hirsh et al., realizaram um estudo de fase Il
sobre a utilizacdo da carboplatina e gemcitabina como quimioterapia de inducdo, seguida de
radioterapia combinada com uma baixa dose de paclitaxel e gemcitabina, em doentes com CPNPC
no estadio 111,

O tratamento habitual para o cancro epitelial do ovario continua a ser cirurgia seguida de
guimioterapia com carboplatina e paclitaxel. Contudo, a carboplatina tem apenas contribuido para
a diminuicdo de algumas toxicidades associadas a cisplatina, ndo se mostrando eficaz contra

cancros resistentes 8 CDDP (Tabela 7)°’.

Tabela 7- Exemplos de diferentes combinag@es terapéuticas com carboplatina®.

Composicdo do farmaco Tipos de cancro

Carboplatina + Paclitaxel e Qvarios

e CPNPC
Carboplatina + Gemcitabina CPNPC
Carboplatina + Docetaxel CPNPC
Carboplatina + Vinorrelbina CPNPC
Carboplatina + 5-Fluorouracilo Esofagico avancado
Carboplatina + Topotecano Leucemia mieloide aguda
Carboplatina + Irinotecano Pulméo
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4.3.3. Oxaliplatina

Na década de 1980, estudos demonstraram que o acido folinico aumentava a eficacia de 5-
fluorouracilo (5-FU) sem um aumento significativo na toxicidade. Recebeu aprovacdo nos EUA
em 2002, sendo utilizado como 12 linha para o tratamento do cancro colorretal avancado em
combinacdo com o0 5-FU e o acido folinico, o qual se da o nome de regime “Folfox”. Atualmente,
a quimioterapia do cancro colorretal consiste muitas vezes na combinacdo de 5-FU/acido folinico
com oxaliplatina (Folfox), capecitabina (CAPOX) ou irinotecano (Folfiri). Adicionalmente, o
anticorpo monoclonal cetuximab liga-se competitivamente ao dominio extracelular do recetor do
fator de crescimento epidérmico inibindo a dimerizacdo e, consequentemente, o crescimento e
metastizacdo do tumor, podendo ser combinado com regimes de oxaliplatina para o tratamento do
cancro colorretal®®,

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), o regime Nalirifox (Oxaliplatina +
Irinotecano lipossomal + Fluorouracilo + acido folinico) foi aprovado para adenocarcinoma
pancreatico metastatico, apos este demonstrar melhorias significativas na sobrevivéncia global dos

pacientes (Tabela 8)%.

Tabela 8- Exemplos de diferentes combinag@es terapéuticas com Oxaliplatina®.

Composicdo do farmaco Tipos de cancro
Oxaliplatina + Capecitabina (CAPOX) e Colorretal
e Estdmago
Oxaliplatina + 5-FU+ acido folinico (FOLFOX) e Colorretal
e Estdmago

Oxaliplatina + Irinotecano lipossomal + Fluorouracilo + | Adenocarcinoma pancreatico
acido folinico (NALIRIFOX) metastatico
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5. Cisplatina

5.1. Estrutura e atividade

A cisplatina foi sintetizada por Michele Peyrone no final do século XIX, e conhecida assim
como cloreto de Peyrone. O biofisico Barnett Rosenberg, em 1965, descobriu a atividade
anticancerigena da cisplatina através da andlise do efeito dos campos elétricos no crescimento
bacteriano. Para além da andlise realizada aos campos elétricos, concluiu também que a
proliferagdo bacteriana era inibida por alguns compostos de platina®.

Na década de 60, tanto a descoberta da atividade anticancerigena da cisplatina {cis-
[PtCI2(NH3)2]} como o éxito clinico demonstrado, suscitaram um interesse consideravel na
exploracdo de compostos metalicos para tratamento oncoldgico. Alguns compostos metalicos
foram, posteriormente, sintetizados e avaliados como potenciais agentes quimioterapéuticos,
embora apenas uma minoria tenha obtido aprovacao clinica®.

Tém exibido também atividade anticancerigena promissora diversos complexos, tais como,
complexos de ruténio, ouro, metalocenos de titanio, niébio, molibdénio e rénio. Para além destes
complexos, destacaram-se ainda os complexos derivados da platina (Il), a carboplatina e
oxaliplatina, que complementam a eficécia da cisplatina*->2.

Apbs a realizacdo de inimeros ensaios clinicos, que se iniciaram em 1971, a cisplatina
obteve aprovacao para uso no tratamento de cancro testicular com uma taxa de cerca de 90% de
eficacia, cancro dos ovarios, cabeca, pescoco, bexiga, cervical, melanoma, linfoma, entre outros.
Esta aprovacdo foi dada pela FDA em 1978, sendo hoje em dia, a cisplatina um dos farmacos

anticancerigenos mais benéficos para o tratamento oncoldgico (Tabela 9) 412,

Tabela 9-Propriedades e Aplicacdes Terapéuticas da Cisplatina“®.

Complexo | Estrutura Quimica | Tipos de cancro Efeitos indesejaveis Ano descoberta
HGN\ /CI e Testicular e Nefrotoxicidade
Cisplatina /PI\ e Ovarios e Neurotoxicidade 1978
HsN Cl e Bexiga e Otoxicidade
e CPNPC
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A platina no estado de oxidacdo +2 (Pt(I1)) forma complexos de coordenacdo de geometria
quadrangular plana a volta do centro metalico. Embora os complexos octaedricos sejam bastante
comuns para um grande nimero de metais de transicdo, ndo sdo conhecidos exemplos de
complexos octaédricos com a platina neste estado de oxidagdo. Este facto leva a uma quimica
muito particular, em que as principais rea¢fes quimicas envolvendo o centro metalico sdo reacfes
de substituicdo. Neste caso, e porque a Pt(Il) € um metal considerado macio, sdo preferiveis (pelo
menos do ponto de vista cinético) os ligandos com 4tomos doadores macios como o enxofre. Estas
caracteristicas quimicas contribuem para a atividade terapéutica destes complexos, mas também
estdo na origem de alguns dos mecanismos de resisténcia a estes farmacos’®.

O complexo cisplatina, também conhecido como cis-diaminodicloroplatina (I1)
desempenhou um papel crucial na teoria quimica de coordenacdo. A CDDP, contém dois ligandos
labeis e dois ligandos neutros que sdo inertes em condicdes bioldgicas, verificando-se assim que
complexos neutros com dois ligandos labeis em posicéo cis e dois ligandos com fraco efeito trans
sdo os que apresentam melhores resultados. A presenca de ligandos bidentados geralmente
promove a formagdo do isdmero cis. Adicionalmente, os complexos de geometria quadrangular
plana podem ser quirais se os ligandos forem também, sendo os isémeros cis e trans mais
frequentemente encontrados nesses tipos de complexos’™.

Os resultados obtidos nas reacdes de substituicdo em complexos de Pt(11) envolvendo os
ligandos cloreto e amoniaco sugerem que o efeito trans do ligando cloreto é superior ao do ligando
amoniaco. As sequéncias reacionais seguintes (Figuras 11 e 12) mostram que a substituicdo se da
preferencialmente na posicdo oposta ao ligando cloreto e que o produto final depende da sequéncia
reacional escolhida .

2- _
Cl /,CI—| wi, Sl /NHﬂ N, Ol NH;
Pt e Pt — Pt
a1’ i a’ a a1’ N,

Figura 11- Reacdo de substituicdo num complexo de platina(ll) com amoniaco. O composto
inicial, [PtCls]*", passa por uma reacado com NHs, onde um atomo de cloro € substituido por uma
molécula de amoniaco, formando [PtCl3(NHs)] . A segunda adi¢do de NHs resulta na formagéo do
complexo cis-[PtCl2(NHs):], também conhecido como cisplatina.
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Figura 12- Reacéo de substituicdo num complexo de platina(ll) com cloreto. O composto inicial,
[Pt(NHs)4]**, reage com cloreto (Cl7), substituindo progressivamente os ligandos de amoniaco por
cloro, formando [Pt(NH3):Cl]" como intermediario e, posteriormente, trans-[Pt(NH3)2Clz], também
conhecido como transplatina’®.

Quando o ligando altera as propriedades termodindmicas do estado fundamental de um
complexo através do aumento na distancia metal-ligando, que pode ser observado em
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear por uma diminuicdo no acoplamento metal,
ligando ou, por uma diminuicdo na frequéncia de estiramento, utiliza-se o termo de “influéncia
trans” para distinguir estas alteragdes do efeito trans propriamente dito, que por sua vez aumenta
a taxa de substituicdo’.

Este complexo apresenta uma configuracdo quadrangular plana e isémeros distintos, o cis
e o trans, a cisplatina e a transplatina {trans-[PtCI2(NH3)2]}(Figura 13) °2.

H3N\ /CI H3N\ /CI
Pt =
7\ / N\
3N Cl cl NH

(a) Cisplatin (b) Transplatin

H 3

Figura 13- Estruturas quimicas dos isdmetos de platina, (a) cisplatina e (b) transplatina’.

Por outro lado, comparativamente com a cisplatina, a transplatina demonstrou ser ineficaz
contra células cancerigenas devido, ndo s6 a sua elevada reatividade mas bem como a sua rapida
desativacdo. Embora a transplatina formasse ligacOes cruzadas, estas eram maioritariamente 1,3-
intracadeias e intercadeias, sendo que estas ultimas resultam numa alta toxicidade pois 0s
processos celulares sdo dependentes da separacdo da cadeia de ADN, incluindo a trancricdo e
replicagdo’>".

De modo a simplificar e focar na compreensdo do mecanismo de a¢do, 0 mecanismo da
cisplatina é frequentemente utilizado como referéncia representativa para os complexos de platina,
dado que este engloba de forma geral os efeitos destes compostos e 0 motivo das suas propriedades

terapéuticas.
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5.2. Mecanismo de ac¢do
5.2.1. Ligacao da cisplatina ao ADN

Os primeiros estudos efetuados sobre a cisplatina visavam aprofundar a compreenséo da
hidrélise do complexo, pois a ativagdo por hidrdlise havia sido previamente estabelecida como o
passo limitante de velocidade. Eventualmente, foi descoberto que a orientacdo cis dos grupos
abandonantes permitiam a ligacdo de duas bases de guanina adjacentes na mesma cadeia
resultando por sua vez na torcdo na hélice de ADN, levando a imobilizacdo das polimerases no
local da torgéos®e7.

Durante varios anos presumiu-se que a cisplatina entrava nas células por difusdo passiva,
uma vez que a sua absorcdo € dependente da concentracdo e nao é saturavel. No entanto, foram
realizados estudos que revelaram que o transportador de cobre 1 (CTR1) é também responsavel
pela absorcdo do complexo de cisplatina nas células tumorais. O complexo de platina provoca a
diminuicdo da concentracdo de CTR1, o que resulta numa menor acumulagéo de cisplatina pelas
células cancerigenas. Por outro lado, as células que apresentam uma maior expressao de CTR1
tém a capacidade de armazenar uma maior quantidade de cisplatina, que se traduz numa maior
sensibilade & mesma 34146,

O mecanismo de ac¢do da cisplatina estd maioritariamente relacionado com a ligacdo ao
ADN, apés a entrada do complexo nas células tumorais (Figura 14). Uma vez dentro da célula, a
cisplatina é ativada através de uma reacdo de substituicdo dos ligandos de cloro por ligandos de
agua, formando um eletréfilo com afinidade por grupos sulfidrilicos em proteinas e atomos
doadores de azoto em acidos nucleicos, uma vez que agua € um melhor grupo abandonante
comparativamente com o cloreto 6. Esta substituicio ¢ desencadeada pela baixa concentracdo de
iGes cloreto a nivel intracelular (~4mM) comparativamente com a extracelular (~100mM) 8387,

No citoplasma, a cisplatina liga-se ao ADN formando ligagdes cruzadas entre intracadeias
e intercadeias que alteram a estrutura do ADN causando danos. O complexo cisplatina liga-se no
local mais nucleofilico do ADN, que é a posi¢cdo N7 da guanina, ocorrendo posteriormente a
formacao dos adutos®°8,

A formacéo dos adutos resulta das interagfes 1,2-intracadeias, que envolvem duas bases
de guanina adjacentes de ADN, e das intera¢Ges 1,2-intracadeias, que inclui uma base de adenina
e uma base de guanina adjacente do ADN(Figura 15). Estes adutos vao interferir com a replicacéo
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e transcricdo de ADN, levando assim a inibicédo da divisdo celular ou pode induzir a célula a morte

celular programada (apoptose) %¢7°,

n,n\m S
N el
(i [CI] =104 mM (blood) Plasma membrane
[CI] = 4-10 mM (cytoplasm) \
l(ii) cisplatin binds at N7 NH,
. \ 7

\—Hg 8 - Pt = NH, >
HN_ W12 T ) = v 8
P + 2 {Cn-n=NG "y—-) —_— 3
HN" oM, N =W 3
L S 4 ?
- 7]

C-G DNA Base Pair 1,2-d(GpG) intrastrand adduct
(major product)

Figura 14- Mecanismo da principal via de acdo da cisplatina incluindo os seguintes passos:
i)absorcao celular, ii)ativacéo, iii)formagao dos adutos, iv)apoptose 8.

Figura 15- Estrutura de ADN de cadeia dupla incluindo o aduto 1,2 intracadeia da cisplatina’®.

Para além do seu envolvimento com o ADN nuclear, a cisplatina possui outras vias de

atuacdo envolvendo o ADN mitocondrial e alguns organelos da célula (Figura 16).
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5.2.2. Stress oxidativo

O mecanismo do stress oxidativo € amplamente associado a citotoxicidade da cisplatina.
O complexo induz o stress oxidativo ao produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como,
os radicais hidroxilo e superdxido. A producdo destas espécies esta condicionada pela
concentracéo de cisplatina e o seu tempo de exposicdo’’. A homeostasia das reacdes de oxidagao-
reducdo intracelulares sdo reguladas por moléculas que possuem grupos tiol (-SH). Em condicdes
especificas, um grupo tiol pode originar a formacdo de radicais contendo um atomo de enxofre
com um eletrdo desemparelhado que, por sua vez podem interagir com o oxigénio molecular
gerando EROs®,

A exposicdo ao stress oxidativo pode perturbar as funcGes bioldgicas, sendo as EROs
consideradas responsaveis pela peroxidacdo lipidica, deplecdo de grupos sulfidrilicos, pela
alteracdo de vias distintas de transducdo de sinal, homdlise do célcio, entre outros processos que
podem provocar danos no ADN e, por sua vez conduzir a morte celular programada’.

A CDDP que induz o stress oxidativo, tem como principal alvo as mitocondrias, resultando
numa perda significativa da proteina contendo grupo sulfidrilo, na inibicdo da captacdo de célcio
e na diminuic&o do potencial da membrana mitocondrial®,

A Bax, também conhecida como proteina X associada a Bcl-2 é um interveniente crucial
nos processos celulares relacionados a apoptose, que juntamente com as EROs e o influxo de ibes
de célcio, desempenham um papel fundamental na inducdo de danos do ADN mitocondrial e na
instabilidade da transicdo de permibilidade mitocondrial, o que contribui para a rutura das
mitocondrias®®’®,

As EROs tanto podem induzir a apoptose por meio de via extrinseca, como de intriseca®.
Na via intrinseca, da-se a rutura da mitocdndria que liberta o citocromo C e a procaspase-9, que é
uma proteinase especifica do aspartato de cisteina, ligam-se ambos a um fator de ativacdo da
protease apoptotica 1 designada de Apaf-1 citosolica, e ao ATP de modo a formar um complexo
apoptossoma que ativa a caspase-98'. A caspase-9 ap0Os ser ativada, vai interagir com outras
caspases, como a caspase-3, caspase-6 e a caspase-7, levando a clivagem de substratos-chave e,

por sua vez, a apoptose®.
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Na via extrinseca, as EROs sdo geradas pelo ligando Fas (Fasl) e pela proteina
transmembranar do tipo 1, desencadeando ativacdo do recetor Fas por fosforilacéo e, facilitando
posteriormente a formacdo do complexo apoptossoma através do fator de ativacdo de morte
associado ao Fas (FADD) e da procaspase-8. O complexo apoptossoma ativa a caspase-8, que
subsequentemente ativa as restantes caspases, nomeadamente a caspase-3, caspase-6 e a caspase-

7, que vao depois clivar o substrato principal e induzir a apoptose celular?6:83,

5.2.3. Interacdo de adutos cisplatina-ADN através da proteina HMG1

Existem vérias proteinas, como as proteinas de grupo de alta mobilidade (HMG), que
possuem a capacidade de reconhecer as ligagdes cisplatina-ADN. A proteina HMG1 liga-se
seletivamente aos adutos de 1,2-cisplatina-ADN, podendo deste modo protegé-los de reparacéao
do ADN®,

O complexo cisplatina-ADN-HMGL1 pode seguir trés vias distintas. O primeiro caminho
engloba o mecanismo de reparacdo por excisao de nucledtidos (NER) para obter a reparacéo do
ADN e a célula sobreviver. A segunda via baseia-se no chamado modelo de protecédo da reparacéo,
no qual estd estipulado que a proteina HMG pode proteger os adutos cisplatina-ADN do
reconhecimento através das enzimas de reparacdo do ADN. Por fim, o terceiro mecanismo é
denominado de “hijacking model”, que estabelece que as proteinas HMG, como a SSRP1, podem

ser capazes de alterar eventos do ciclo celular apds danos no ADN e desencadear apoptose®!.

5.2.4. Mecanismo de reparacdo do ADN

O mecanismo de reparagdo de ADN constitui um papel importante na citotoxicidade induzida
pela cisplatina. Quando se efetua o tratamento com a CDDP, o ADN da célula cancerigena sofre
danos, principalmente pela formacéo de ligagdes intra-cadeias cruzadas entre bases de guanina.
Existem dois sistemas principais de reparagdo do ADN que estdo relacionados na resposta a esses

danos, a reparacdo através de NER(nucleotide excision repair) e o MMR (mismatch repair) .
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O sistema NER é composto por cerca de 17 proteinas diferentes, as quais sdo responsaveis
tanto por reconhecer como remover os adutos cisplatina-ADN. Este processo envolve a excisao de
uma sequéncia de ADN contendo até 29 pares de bases ao redor do local afetado. Posteriormente
a excisdo, a ADN polimerase atua de modo a preencher a lacuna deixada, restaurando assim a
integridade do ADN®,

Relativamente ao sistema MMR, este tenta corrigir os erros de emparelhamento que
ocorrem na cadeia de ADN néo danificado oposta ao aduto de cisplatina. No entanto, quando este
sistema falha na reparacdo do dano, ocorre a apoptose da célula. Este mecanismo é essencial para
a eficacia da cisplatina como agente anticancerigeno, uma vez que a incapacidade de reparar

adequadamente o ADN danificado resulta na eliminacdo das células tumorais®’.

5.2.5. Apoptose induzida por cisplatina

A morte celular programada, também conhecida como apoptose, pode ser desencadeada pela
cisplatina através da inducdo da paragem do ciclo celular (fases G1, S e G2). Estas paragens
permitem que as células tenham um tempo adequado para que haja a reparacdo do ADN danificado
previamente a sintese do ADN. O complexo de 12 geracdo promove a ativacdo das quinases de
controlo, a Chk1 e Chk2, que desempanham um papel importante no que diz respeito as paragens
nas fases G e S%.

Havendo uma interrupcdo destas paragens pode resultar na morte das células tumorais,
forcando-as a reentrar precocemente no ciclo celular devido a danos no ADN ndo reparados,

facilitando, desta forma, a apoptose celular através da via NER.

5.2.6. Papel da proteina p53 na apoptose induzida por cisplatina

A proteina p53, conhecida como “guardia do genoma”, € uma proteina supressora de vida curta
que tem como fungéo a conservacao da estabilidade, impedindo assim a mutacdo do genoma. Esta
proteina é ativada por duas quinases distintas, a ATM e a ATR. Posteriormente, a cisplatina ativa

a quinase ATR, que por sua vez, também ativa o p53 fosforilando-o na serina-15°%,
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Ap0s ser fosforilado, o p53 ativa 0s genes p21, Mdm2 e GADDA45, que sdo responsaveis pela
paragem do ciclo celular e desencadeiam apoptose através da via de reparacdo do ADN. Por outro
lado, a proteina supressora provoca apoptose de forma direta por outros mecanismos, tais como, a
degradacdo de FLIP, sobre-expresséo de PTEN e ligacdo direta e neutralizagcdo da fungéo
antiapoptotica de Bcl-xL. Além disso, o p53 ativa a familia de proteinas PUMA, PIDD, MAPK,
que sio essencias para morte celular programada® %4,

Existe ainda outra possibilidade de entrar na via mitocondrial, através da ativagdo da Bax que
se encontra presente no citosol, de modo atingir apoptose. Por fim, foi igualmente referido que o

p53 permite a ativacio de Fas/FasL, que conduz & morte celular pela via da caspase 8 e 3%°.
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Figura 16-Esquema do mecanismo de agdo da cisplatina no ADN celular e vias de resposta®.
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6. Toxicidade da Cisplatina

A toxicidade da cisplatina ¢ um dos incovenientes da sua terapia, resultante da ligacéo
covalente ao ADN, e também do aumento do stress oxidativo induzido pelo farmaco que ocorre
quando os sistemas de defesa celular sdo ativados para formar adutos cisplatina-ADN. Desta
forma, os 6rgdos frequentemente mais afetados sdo os rins, o sistema auditivo e 0S nervos

periféricos®.

6.1. Nefrotoxicidade

A excrecdo renal é a principal via de eliminacdo da cisplatina permitindo que 0s rins
acumulem uma quantidade de cisplatina muito superior em comparagdo com os restantes 6rgaos,
através do funcionamento transportador de cobre 1 (CTR1) e do transportador de catides
organico 2 (OCT2). Por sua vez, a lesdo renal aguda com oligouria associada, continua a ser o
problema mais comum em pacientes tratados com cisplatina, sendo a hidratacdo
maioritariamente a abordagem utilizada para prevenir a nefrotoxicidade induzida pelo farmaco®.

Foram implementados regimes de hidratacdo de curta duracdo e baixo volume para
melhorar a seguranca sem prejudicar a eficacia clinica da cisplatina no tratamento oncolégico dos
pacientes. Crona et al., demonstraram que estes regimes eram seguros e adequados, mesmo em
doentes submetidos a doses moderadas a altas de cisplatina®’.

Para além disso, pode ser também benéfico a administracdo de manitol, uma vez que esta
substancia € um agente osmotico que aumenta a diurese e, consequentemente, a concentracdo de
cisplatina nos rins. No entanto, o manitol ndo é recomendado em regimes de diurese forcada, pois
pode aumentar significativamente a eliminacdo de grandes volumes de urina provocando
desidratacdo nos pacientes. Porém, os doentes que estejam a ser tratados com doses elevadas de
cisplatina, por exemplo 100 miligramas por metro quadrado (mg/m?), podem beneficiar do manitol

em regime de diurese forcada prevenindo a nefrotoxicidade®.
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6.2. Neurotoxicidade

A neuropatia induzida pela cisplatina é classificada como uma neuropatia sensorial
periférica, manifestando-se principalmente nas médos e nos pes, podendo alastrar até aos
cotovelos e joelhos. Esta neuropatia é predominantemente sensorial, uma vez que 0S neurénios
motores normalmente n&o séo afetados®.

A persisténcia dos sintomas sensoriais anormais, como parestesia, sensacao de ardor, dor
entre outros, contribui para uma diminuicdo da qualidade de vida dos pacientes, sendo esta
frequentemente afetada mesmo apds o tratamento com cisplatina. Este problema, pode levar a
suspensdo precoce do tratamento oncoldgico. Em alguns pacientes, pode ocorrer a degeneracao
das grandes fibras sensoriais mielinizadas das colunas dorsais da medula espinal, o que resulta
na propagacdo de uma sensacao de choque elétrico da regido cervical até regido caudal da coluna
vertebral, este acontecimento é conhecido como o fenémeno Lhermitte®®.

Embora haja alguns estudos relativos a utilizacdo da vitamina E e acido o-lipdico, ndo

existe ainda nenhum tratamento eficaz para a neuropatia periférica induzida pela cisplatina®®.

6.3. Ototoxicidade

O tratamento com cisplatina causa perda auditiva progressiva, irreversivel e bilateral em
frequéncias altas, sendo também muito comum a dor de ouvido e 0 zumbido. A ototoxicidade é
caracterizada pelo acimulo elevado de cisplatina nas células cocleares através do transportador
de cobre 1 (CTR1) e do transportador de catides organico 2 (OCT2)%.

E relevante ter em conta a idade dos pacientes, uma vez que criancas s30 mais suscetiveis
que os adultos a desenvolver perda auditiva. Nestes casos, a administracao de tiossulfato de sodio
confere uma protegéo contra a perda de audigdo, no entanto, se o tiossulfato for iniciado seis horas
antes do tratamento da cisplatina estar completo pode ligar-se ao complexo inativando-o, e desta

forma, reduzindo a sua eficacia anticancerigena®®.
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7. Mecanismos de resisténcia

A cisplatina é frequentemente utilizada juntamente com outra medicacdo nao sé pelos seus
efeitos indesejaveis, mas também pela procura de possiveis sinergias que potenciem o efeito
terapéutico. Apesar de apresentar uma ampla efetividade no tratamento oncoldgico de vérios
cancros, a cisplatina pertencente a 12 geragdo, ndo é por si sO especifica, causando desta forma
toxicidade sistémica. Os farmacos de platina apresentam alguns efeitos indesejaveis significativos,
tais como, nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade, mielossupressdo e, em uso
prolongado, pode originar danos graves nos tecidos normais?®.

Atualmente, estima-se que aproximadamente 50% dos pacientes com cancro séo tratados
com cisplatina. O complexo tem sido uma das medicagdes citotdxicas anticancerigenas mais
utilizadas devido a sua elevada eficacia em diversos tipos de cancro®.

A resisténcia a cisplatina varia consoante o tipo de cancro, isto é, enquanto que o cancro
testicular, o cancro dos ovarios, da cabega, do pescoco e o cancro do pulmao de células pequenas
sdo altamente sensiveis a cisplatina, o cancro do pulmao de células ndo pequenas e o colorretal sdo
muito resistentes & acdo do complexo®:102,

Desta forma, é possivel verificar 2 tipos de resisténcia: a resisténcia inata, em que esta
surge antes da exposicao ao tratamento com o farmaco, e a resisténcia adquirida, na qual o farmaco
é primeiramente ativo e apenas ao longo do tempo se torna inativo®:102,

Os mecanismos de resisténcia ao complexo de cisplatina sdo multifatoriais resultando em
inimeras limitagdes no uso clinico. Geralmente, as moléculas envolvidas nos mecanismos de
resisténcia ao farmaco apresentam uma expressao aumentada em células resistentes a cisplatina,
sugerindo assim que os fatores de transcri¢do ativados em resposta ao complexo desempenhem
um papel crucial na determinagdo da resisténcia farmacoldgica’.

Existem diversos mecanismos envolvidos na resisténcia a cisplatina, dos quais se destacam
0s seguintes: alteracdes no transporte celular da cisplatina, aumento do efluxo de cisplatina,
inativacdo intracelular da cisplatina, aumento da eficacia de mecanismos de reparacdo de danos no
ADN, inibicdo de processos de apoptose, alteracdes nos processos de autofagia, alteragcdes na

mitocondria das células cancerigenas e alteracdes no microambiente tumoral (Figura 26) .
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7.1. AlteracOes no transporte celular da cisplatina

7.1.1. Reducdo da intensidade de captacgéo celular de cisplatina

Um dos mecanismos de resisténcia a cisplatina € a reducdo da intensidade de captacao
celular do farmaco. O complexo cisplatina entra para o interior das células no processo de difusédo
passiva, mas tambem pelos transportadores de membrana CTR1 e CTR2, que pertencem a
superfamilia de transportadores de proteinas de membrana codificadas, respetivamente pelos
genes, SLC31A1 e SLC7A2. Sao responsaveis pelo processo de transporte de ies de cobre nas
células e contribuem para a importagdo de cisplatina para as células'®,

O CTR1 é o transportador diretamente responsavel pelo transporte de ides metalicos, que
se liga aos ides de cobre e platina, importando-os para o interior das células através do seu
ectodominio de ligacdo a metais. A proteina CTR2 funciona como um regulador da CTR1, que ao
clivar o ectodominio, diminui a sua afinidade pelos i6es cobre e platina, alterando a intensidade
do transporte intracelular de ides de cobre e cisplatinal®-1%,

Em células resistentes a cisplatina, observam-se alteracdes na atividade dos transportadores
referidos, o que leva a uma diminuicdo do influxo do farmaco para o interior das células. Estas
observacGes foram comprovadas por Lee et al., que mostraram as células resistentes ao farmaco
demonstram uma diminui¢do consideravel do nivel da proteina CTR1 e aumento do nivel da
proteina CTR2, resultando numa menor absorcao de cisplatina por estas células e, por sua vez uma
menor eficacial®*1%,

Adicionalmente, Yoshida et al., obtiveram observacdes semelhantes ao estudo previamente
referido, sugerindo que o récio entre a proteina CTR2/CTR1 podera constituir um biomarcador
atil para estabelecer a sensibilidade de um tumor a cisplatina, uma vez que este racio quando esta

aumentado, a taxa de sobrevivéncia é menor (Figura 17) 17,
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Figura 17- Representacdo do grudo com racio CTR2/CTR1 positivo que teve uma sobrevivéncia
global significativamente mais curta em compara¢ao com o grupo negativo 7.

7.1.2. Aumento do efluxo de cisplatina

Existem outros mecanismos de resisténcia a cisplatina, entre eles, 0 aumento da exportacdo
de farmaco. O complexo CDDP é transportado para fora das células através dos transportadores
ATP7A e ATP7B, que estdo classificados no grupo das ATPases do tipo P transportadoras de
metais pesados. A principal funcdo destes transportadores é a exportacéo de iGes de cobre para o
exterior das células, o que é possivel uma vez que a presenca de dominios de ligacdo a metais na
sua estrutura permite a ligacdo e transporte de iGes metélicos para fora das células. Estes
transportadores possuem uma particularidade muito importante, que é a capacidade de
transportarem i0es de platina, 0 que resulta num mecanismo bastante significativo para a
exportacdo de cisplatina das células (Figura 18)%,

Segundo Li et al., a resisténcia cruzada entre farmacos a base de cobre (Cu) e de platina é
bidirecional sugerindo que estes medicamentos podem partilhar 0 mesmo mecanismo de
transporte. De acordo com Katano et al., as taxas de efluxo dos farmacos de platina eram
consideravelmente superiores em linhas celulares resistentes, quando comparadas as células

sensiveis, sendo que esta resisténcia esta associada a superexpressio de ATP7A e ATP7B®,
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A superexpressdo de ATP7B em células do carcinoma do ovario 2008, demonstrou um
aumento relevante na velocidade do efluxo dos farmacos e por sua vez uma resisténcia mais
acentuada aos compostos de platinal!®. De igual modo, a transfecdo do ADN complementar
(ADNCc) do ATP7B juntamente com a linha celular KB-3-1 resultou numa resisténcia 8,9 vezes
superior aos farmacos de platina e numa diminuicao de cerca de 50% na acumulacéo intracelular
de farmacos!*?,

A ATP7A e ATP7B possuem seis dominios de ligagdo a metais (MBD) nas suas regides
N-terminais, que incluem a sequéncia GMxCxxC. Os motivos CxxC presentes nos MBDs séo
importantes para que os transportadores possam mediar a resisténcia a platina. Quando se da a
ligacdo entre os farmacos de platina e os motivos CxxC, formam-se quelatos estaveis e nao
reativos, o que contribui para a resisténcia a estes compostos!*?.

Os farmacos de platina, assim como o cobre, tém a capacidade de serem transportados para
os MBDs da proteina chaperona de cobre Atox 1, onde se ligam aos motivos CxxC%, Os niveis
intracelulares de cobre regulam a expressdo e funcionamento de ATP7A e ATP7B. Desta forma,

a homeostase intracelular do cobre pode influenciar a eficacia dos compostos de platinal®,
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Figura 18- Mecanismos da ATP7A/7B na resisténcia aos farmacos de platina. (a) Os farmacos de
platina ligam-se aos MBDs de ATP7A/7B para formar quelatos estaveis e ndo reativos ou causam
sequestro vesicular. (b) ATP7A e ATP7B recebem farmacos de platina de ATOX1 e exportam
farmacos das células. (c) Os niveis de Cu modulam a resisténcia a platina®.

Fu et al., avaliaram o efeito do uso de quelantes de cobre e carboplatina em cinco pacientes
com cancro do ovario epitelial de alto grau resistente a platina, em que um paciente obteve
remissdo parcial, um apresentou progressdo da doenca e os trés restantes mantiveram-se estaveis.
O estudo sugere uma abordagem inovadora, onde os quelantes de cobre podem contribuir para
superar parcialmetne a resisténcia aos farmacos de platina'.

Adicionalmente, Chen et al. observaram que a D-penicilamina, um quelante de cobre,
aumentou a eficacia dos farmacos de platina em casos de cancro cervical humano resistente a
oxaliplatina ao diminuir a expressao de ATP7A. De modo semelhante, Chisholm et al. relataram
que o tetratiomolibdato de aménio (TM), também um quelante de cobre, aumentou a sensibilidade

do cancro da mama a cisplatina, ao atuar na proteina ATP7A (Figura 19)5116,
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Os tumores resistentes a cisplatina expressam niveis elevados de ATP7A que sequestram
a cisplatina no citoplasma para impedir a sua localizacdo nuclear e também bombeiam a cisplatina
para fora das células. A presenca de TM reduz os niveis intracelulares de ATP7A, facilita a
localizag&o nuclear da cisplatina, aumenta os danos no ADN e, consequentemente, sensibiliza os

tumores resistentes a terapia com cisplatinal?®.
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Figura 19- Resumo do mecanismo de sinergia entre a cisplatina e a tetratiomolibdato de amonio
(TM) 116.

Em células cancerigenas, quando ha uma superexpressao dos transportadores, a intensidade
do transporte do farmaco a partir das células aumenta, o que se traduz na diminui¢&o de cisplatina
acumulada nas células tumorais e, consequentemente, na intensificagdo da resisténcia 8 CDDP!Y’.

Komatsu et al. comprovaram que, devido a forte correlacdo existente entre o transportador
ATP7B e aresisténcia a cisplatina, esta proteina pode ser utilizada como um biomarcador de modo

a determinar a sensibilidade de um tumor ao complexo cisplatina®!*.
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7.2. Inativacdo intracelular da cisplatina

Outro mecanismo de resisténcia bastante importante € a inativacdo intracelular da
cisplatina, levando a uma reducéo da quantidade de farmaco capaz de se ligar ao ADN. Apds a
ativacdo no interior das células, a cisplatina pode ligar-se ndo s6 ao ADN, como também a outros
constituintes celulares nucleofilicos, como a glutationa (GSH) ou as metalotioneinas (MT), que
possuem atomos doadores de enxofre, provocando assim a sua inativacdo e perda do efeito
citotoxico 118,

A inativacdo da cisplatina por moléculas contendo tiol relaciona-se com a glutationa, uma
vez que as glutationa-S-transferases (GSTs) catalisam a conjugacdo da GSH ao complexo de
cisplatina, originando conjugados de platina-glutationa e desta forma, inativando o farmaco visto
que a solubilidade aumenta sendo posteriormente excretado da célula®®.

De acordo com os estudos realizados por Wang et al., as glutationa-S-tranferases-n (GST-
nt) desempenham um papel relevante na resisténcia a cisplatina das células estaminais do cancro
do pulmado, através da diminuicdo do niveis de EROs. Além disso, demonstraram também que a
regulacdo da expressdo das GST- w, com 0 consequente aumento da concentracdo de espécies
reativas de oxigénio, poderiam tornar as células estaminais cancerigenas pulmonares mais
sensiveis a quimioterapia'?.

De igual modo ao que ocorre com a glutationa, a CDDP pode ser inativada através da
ligacdo as metalotioneinas, uma vez que quando ha uma alta expressao das metalotioneinas | e 11,
o tratamento com cisplatina tende a ser ineficaz*?!. Isto deve-se ao facto das metalotioneinas serem
ricas em residuos de cisteina contendo tiol, o que lhes confere uma alta capacidade de se ligarem
a cisplatina, favorecendo a inativacdo do farmaco e aumento de resisténcia ao tratamento com
CDDP!2,
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Hishikawa et al., de forma semelhante ao que foi anteriormente referido, comprovaram que
o nivel intracelular aumentado de metalotioneinas no carcinoma de células escamosas do es6fago
é um determinante crucial para a resisténcia a cisplatina e pode ser um indicador de mau
progndstico. Os pacientes que apresentavam uma superexpressdo de MT tinham uma taxa de
sobrevivéncia de cerca de 26% quando comparada com 0s que apresentavam uma baixa expressao
da proteina MT (56%). Observou-se que a cisplatina melhorou o prognostico dos pacientes com
tumores com baixa expressédo de MT, enquanto que em tumores com expresséo elevada de MT o
impacto foi menor. Assim, sugere-se a possibilidade de modular a resisténcia a cisplatina no
carcinoma esofagico espinocelular avancado com superexpressdo de MT utilizando a

propargilglicina, que inibe especificamente a sintese de MT*?3,

7.3.  Aumento da eficacia de mecanismos de reparacdo de danos no ADN

Um mecanismo de resisténcia bastante importante é o aumento da eficacia dos mecanismos
de reparacédo de danos no ADN, sendo que estes danos causados pela cisplatina séo principalmente
reparados por duas formas, a reparacdo por excisdo de nucleotideos (NER) e a reparacdo de
incompatibilidades (MMR).

Apbs a cisplatina se ligar ao ADN, o sistema NER € a principal forma de eliminar os danos
do ADN causados pelo complexo. Este sistema NER, € responsacel por remover os adutos ADN-
cisplatina, sendo que numa primeira fase de reparacdo, as proteinas XPCHR23B reconhecem 0
ADN e, posteriormente, as cadeias sdo separadas por XPD e XPBhelicases, e a cadeia de ADN é
dividida em ambos os lados do aduto por XPF/ERCC1 e Xpgendonucleases. Em seguida, séo
excisados cerca de 30 nucledtidos, incluindo o aduto, e a falha resultante é ocupada pela DNA
polimerase. As celulas resistentes a cisplatina, quando apresentam uma alta expressao da proteina
ERCC1 promovem a melhoria da reparacdo dos danos no ADN provocados pelo farmaco.
Adicionalmente, as células com superexpressdo de NER apresentam uma menor sensibilidade a

cisplatina?41,
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Segundo Olauseen et al., a proteina ERCC1 é um determinante para a sensibilidade das
células de cancro do pulméo de ndo pequenas células (CPNPC) a cisplatina. Observou-se que num
estudo com 761 pacientes com cancro do pulmé&o, a maioria dos doentes que apresentavam uma
baixa expressdo de ERCC1, obtiveram melhores resultados com o tratamento com cisplatina
aumentando consideravelmente a sobrevivéncia dos doentes. Por outro lado, os doentes que tinham
uma elevada expressdo de ERCC1, ndo obtiveram nenhum beneficio significativo com o
tratamento. Os resultados demonstram que o grupo de pacientes com tumores ERCC1-negativos
apresentaram um risco de morte reduzido em 35%. Em contrapartida, o risco letal para pacientes
com tumores ERCC1-positivos que receberam quimioterapia adjuvante a base de cisplatina era

superior (Figura 20)*2°,
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Figura 20- O Painel B mostra a sobrevivéncia global de acordo com o tratamento em pacientes
com tumores ERCC1-negativos. O Painel D mostra a sobrevivéncia global de acordo com o
tratamento em pacientes com tumores ERCC1-positivos?®.
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De modo semelhante ao estudo anteriormente referido, Metzger et al. demonstraram que
os doentes com adenocarcinoma gastrico com niveis inferiores de ERCC1 apresentavam um maior
beneficio de tratamento com cisplatina, em comparagdo com 0s que superexpressavam a proteina
ERCC1Y,

O mecanismo MMR é crucial para a reparacdo de danos no ADN causados pela cisplatina,
sendo responsavel pela correcdo de erros numa cadeia de ADN tais como, “mismatches”, insergoes
ou delecBes de bases durante a replicagdo. Porém, este processo so é capaz de substituir a base
oposta ao aduto ADN-cisplatina, ndo conseguindo eliminar totalmente os danos, o que leva ao
comeco de novamente todo o mecanismo, podendo eventualmente resultar numa quebra de cadeia
dupla no ADN, ativacdo de proteinas de sinalizacdo de danos, entre elas a p53 e,
consequentemente, a ativacdo do processo de apoptose!?®.

O mecanismo mais frequente para a deficiéncia de MMR é a hipermetilacdo da regido CpG
do promotor do gene MLH1 em ambos os alelos. Nas células com deficiéncia em MMR, 0s
nucleoétidos ndo emparelhados acumulam-se gerando uma instabilidade de microssatélites. Gifford
et al. comprovaram que a hipermetilacdo dos genes MMR no promotor aumenta efetivamente apos
0 tratamento com cisplatina, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco.
Observou-se que a metilacdo de hMLH1 encontrava-se aumentada quando havia uma progressdo
da doenca, sendo que 25% das amostras de recaida apresentavam metilacdo que ndo era detetada
previamente ao tratamento estando também associada a uma menor sobrevivéncia global dos
doentes com cancro dos ovarios'?°. Adicionalmente, Plum et al. demonstraram que a resisténcia a
cisplatina dos xenotransplantes de células tumorais de cancro do ovario ou colon humano em
animais, neste caso ratos nude, que apresentam hipermetilacdo no promotor do gene MLH1, pode
ser ultrapassada através da inoculacdo das células com o agentes desmetilante 2’-desoxi-5-
azacitidina (DAC)¥,
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7.4. Inibicdo de processos de apoptose

Um dos mecanismos de resisténcia a cisplatina que as células cancerigenas desenvolveram
é ainibicdo de processos de apoptose induzidos pelo farmaco. As células tumorais resistentes ao
complexo de 12 geracao, permanecem vivas devido a superexpressao da proteina antiapoptotica
BCL-2, proteina esta que previne apoptose, resultando na diminuicdo da proporcdo de outra
proteina, BAX, que normalmente auxilia na morte celular. Para além disso, células que néo
respondem ao farmaco frequentemente possuem altos niveis das proteinas survivina e XIAP,
pertencentes a uma familia de proteinas inibidoras de apoptose, que bloqueiam a ativacao das
caspases, nomeadamente a 3, 8 e a 9, impedindo que a cisplatina provoque morte celular. Desta
forma, o tratamento com cisplatina € menos eficaz, uma vez que o farmaco ndo consegue induzir

apoptose!?2131,

Foi observado por Nomura et al. que a superexpressao de IAP-2, XIAP e survivina podem
ser um fator crucial para a resisténcia adquirida a apoptose induzida por cisplatina em células de
linha celular do cancro da prostata(LNCaP). Este fator pode influenciar o tratamento com
cisplatina para as LNCaP comprometendo a sua eficcia e desenvolvendo resisténcia cruzada. E
de notar que a baixa expressdo de IAP é essencial para a inducao da apoptose, podendo aumentar
a sensibilizacdo ao tratamento com cisplatina. Apesar da cisplatina diminuir a taxa de
crescimento das sublinhagens de LNCaP de forma dependente da dose de farmaco, os efeitos
anti-proliferativos foram consideravelmente menores nas sublinhagens de LNCaP, em
comparacdo com as células LNCaP originais. As sublinhagens resistentes a cisplatina,
LNCaP/Cl, LNCaP/C2 e LNCaP/C3, apresentaram uma resisténcia ao farmaco 6.3, 9.1 e 22.3
vezes maior que as células LNCaP, respetivamente, sendo essa resisténcia associada a uma

menor indugdo da morte celular programada (Figura 21)%2,
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Figura 21-As sublinhagens de LNCaP foram expostas a cisplatina em diferentes concentragdes
(0,1, 1, 10 e 100 uM) por 48 horas, € as percentagens de células que passaram por apoptose foram
registadas®®?,

A inibicdo de BCL-2 por ARN de cadeia curta (ShRNA) ou pelo inibidor YC137, aumenta
de forma sinérgica a sensibilidade a cisplatina em células do carcinoma nasofaringeo com
superexpressdo de BCL-2. Low et al. verificaram ainda que o YC137 potencializa a apoptose
induzida por cisplatina nas células HK1 e CNE1 do carcinoma nasofaringeo através da
diminuicdo da expressdo de BCL-2, induzindo a despolarizagdo mitocondrial e ativacdo da
caspase 9 e das caspases 3/7. Isto sugere que o uso combinado de inibidores de BCL-2 e
cisplatina possam constituir uma abordagem eficaz contra o carcinoma nasofaringeo. Por outro
lado, o inibidor YC137 de BCL-2 ndo demonstrou atividade inibitéria ou sinérgica em linhas
celulares no carcinoma nasofaringeo, nomeadamente as células TW01 e SUNEL que apresentam
baixos niveis de BCL-2,
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7.5. AlteracOes nos processos de autofagia

O processo de autofagia tem desempenhado um papel importante como um dos
mecanismos de resisténcia da cisplatina. Este processo ocorre em células eucaridticas, quando
estas se encontram em condi¢cOes de deficiéncia de nutrientes ou stress, removendo as proteinas
incorretamente dobradas, organelos disfuncionais ou residuos celulares. Estes elementos sdo
encapsulados por autofagossomas, estruturas vesiculares compostas por uma membrana lipidica
dupla e, posteriormente, transportados para os lisossomas, onde sdo degradados. Os componentes
resultantes podem ser reaproveitados pela célula®3,

Estas alteracGes nos mecanismos de morte celular nas células cancerigenas resistentes ao
farmaco favorecem a sua sobrevivéncia através do stress celular, permitindo que a autofagia seja
ativada no lugar da apoptose, 0 que contribui para a diminuicdo da eficacia da cisplatina®.

A compreensdo do mecanismo de efluxo de cisplatina mediado por exossomas em células
cancerigenas é fundamental para o desenvolvimento de novas terapias contra a resisténcia a
cisplatina. A producdo de exossomas € um processo complexo, que envolve a formacao de corpos
multivesiculares (MVB) e vesiculas intraluminais (ILV), o transporte dos MVBs até a membrana
plasmatica e, posteriormente, a fusdo com a membrana. A secrecdo de exossomas € regulada por
uma familia de proteinas denominadas de SNARE, cuja proteina SNAP-23 pertencente a esta
familia, e tem como funcdo induzir a fusdo de MVBs com a membrana plasmatica e promover a
secrecdo de exossomas. Para além da SNAP-23, as proteinas VAMP8 e Stx4, também sdo
responsaveis pelo processo de regulacdo da fusdo da membrana e secrecdo exossomal. A auséncia
destes componentes impede a formacdo do complexo e, por sua vez impede a secrecdo de

exossomas (Figura 22) 3,
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Figura 22- Representacdo esquematica da regulacdo negativa de OGT que promove a formacéo
do complexo SNAP-23-Stx4-VAMPS e a secre¢do de exossomas, aumentando assim o transporte
de cisplatina intracelular e reduzindo a concentracdo intracelular de cisplatina, melhorando assim
a resisténcia das células de cancro do ovario a cisplatina®.

Qian et al. mostraram que a regulacdo negativa da enzima O-GIcNAc transferase (OGT)
reduziu a O-GIcNAcilacdo de SNAP-23, promovendo a sua interacdo com as proteinas Stx4 e
VAMPS, facilitando a formagdo do complexo SNARE, de modo aumentar a fusdo dos MVBs e,
consequentemente, a secrecdo de exossomas. A regulacdo negativa da OGT ndo sé promove a
secrecdo de exossomas, como aumenta o efluxo de cisplatina intracelular, levando a diminuicéo
da sua concentracdo nas células, o que contribui para a resisténcia ao tratamento no cancro dos
ovarios™3,

De forma semelhante ao estudo anterior, Zhou et al. sugerem que a regulacdo negativa da
OGT aumenta a autofagia induzida pela cisplatina através da proteina SNAP-29, resultando num
aumento da resisténcia a cisplatina no cancro dos ovarios. A regulacdo negativa da enzima O-
GIcNAc transferase (OGT) reduziu a O-GIlcNAcilagdo de SNAP-29, promovendo a sua interagdo
com as proteinas Stx17 e VAMPS. Esta intera¢do induz a formagao do complexo SNAP29-Stx17-

VAMPS e, consequentemente, a autofagia, contribuindo para a resisténcia a cisplatina®’.
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7.6. AlteracOes na mitocondria das células cancerigenas

As modificagbes na mitocondria das células tumorais, como por exemplo variagdes no
numero de copias de ADN mitocondrial, tém tido um grande impacto na resisténcia a cisplatina.
Foi observado em ceélulas resistentes a cisplatina, um aumento significativo nas copias de ADN
mitocondrial, o que potencialmente conduz a uma elevada expressdo de genes de enzimas
antioxidantes, permitindo neutralizacdo dos efeitos das espécies reativas de oxigénio, derivados
da acdo da cisplatina®3®,

Frezza et al. verificaram que as células resistentes a cisplatina exibem uma superexpressao
da proteina OPA-1, que esta envolvida no processo de fusdo mitocondrial, isto é, quando duas
mitocondrias se unem para formar uma Unica estrutura, intensificando a fusdo mitocondrial
comparativamente as células sensiveis a cisplatina. Deste modo, o processo de fusdo mitocondrial
permite manter o seu funcionamento adequado em condi¢cdes de stress oxidativo e,
consequentemente, permite a sobrevivéncia das células expostas & cisplatina®®.

Para além disso, as células tumorais apresentam uma diminui¢do da expressao da proteina
DRP1, estando esta envolvida na fissdo mitocondrial, que é o processo de divisdo de uma
mitocéndria em duas mitocéndrias que funcionam independentemente. Durante este processo, o
citocromo c € libertado da mitocdndria ativando apoptose em fases posteriores. Desta forma, a
inibicdo da fragmentacdo mitocondrial favorece a sobrevivéncia das células resistentes ao
farmaco®%1%,

O processamento da L-Opal, uma proteina de fusdo mitocondrial no seu formato longo, é
fundamental para a fissdo mitocondrial e a subsequente apoptose. Deste modo, é importante
compreender os mecanismos moleculares pelos quais a expresséo e o processamento de L-Opal
sdo regulados. A ativacdo da p53 na serina 15 € necessaria para o processamento de L-Opal
mediado por uma metalopeptidase mitocondrial (Omal), induzida por cisplatina e para a

fragmentaco mitocondrial nas células cancerigenas ginecoldgicas®4°.
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Nas células quimiossensiveis, a CDDP induz a fosforilacdo da p53 (serina 15), que se
transloca para as mitocéndrias e tem como alvo o complexo de Phbl e Opal. A fosfo-p53 (serina
15) liga-se a Phbl e liberta Opal. A CDDP também induz a ativagdo da Omal que processa a L-
Opal e induz a fragmentacdo mitocondrial e a subsequente apoptose. Nas células
quimiorresistentes, a fosforilacdo da p53 induzida pela CDDP é minima ou inibida e, por
conseguinte, estabiliza 0 complexo de Phbl e Opal. A ativacdo de Omal induzida por CDDP
também € inibida. A L-Opal é protegida contra o processamento, o que leva a que a CDDP néo

induza a fragmentacdo mitocondrial e a apoptose (Figura 23) 140,
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Figura 23- llustracdo do envolvimento de p53, Phbl, Omal e Opal na regulacdo da fragmentacéo
mitocondrial, apoptose e quimiossensibilidade em células ginecologicas
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De acordo com Kong et al., sugere-se que a p53 fosforilada (serina 15) induz a apoptose
regulando a dindmica mitocondrial, através da ligacdo competitiva a proteina Phb1, expondo a L-

Opal as proteases responsaveis pelo seu processamento#,
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7.7. AlteracOes no citoesqueleto das células cancerigenas

Recentemente foi descoberto um novo mecanismo nas células resistentes a cisplatina, que
envolve alteracfes na dindmica do citoesqueleto de actina. Este citoesqueleto de actina é uma
estrutura responsavel pela movimentacdo celular, pelo transporte intracelular e pela apoptose,
sendo composto por filamentos de actina formados pelo entrelagamento de dois filamentos de G-
actina, que sofrem polimerizacao e despolimerizacéo reversiveis durante as suas funcdes celulares.
Os reguladores de organizagdo e dindmica do citoesqueleto de actina s&o principalmente as
proteinas da familia RHO, nomeadamente a RHOA, RHOB e RHOC!4:142,

As células resistentes a cisplatina apresentam diferencas significativas na maneira como o
citoesqueleto de actina funciona comparativamente as células sensiveis. De forma geral, as células
resistentes tendem a ser mais rigidas e possuem distarbios relevantes no citoesqueleto. Uma
possivel razdo seriam as alteracdes na expressao das proteinas RHO, havendo uma superexpressao
das proteinas RHOA e RHOC e uma baixa expressao da proteina RHOB. Estas mudancas na
expressao das proteinas mencionadas conduzem a depolimerizacdo da actina F, comprometendo o
seu funcionamento e o dos transportadores de membranas tais como, 0s canais aniénicos VSOR.
Como resultado, hd uma diminuicdo do influxo de cispltina nas células e, consequentemente,
contribui para a resisténcia ao tratamento®#.

Como reguladores chave do citoesqueleto, as GTPases da sub-familia Rho estéo envolvidas
em varios processos celulares. A RhoA e RhoC, tendencialmente promovem a progressao do
cancro e a resisténcia a cisplatina, enquanto que a RhoB atua como um supressor tumoral e, deste
modo aumenta a sensibilidade ao farmaco. A principal funcdo da RhoA é a remodelacdo do
citoesqueleto de actina, através do aumento da formacéo de fibras de stress e ades6es focais que
contribuem para a resisténcia aos farmacos. Guilluy et al. identificaram uma forte correlacao entre
rigidez celular, adeses focais e a atividade da RhoA#2143,

Os inibidores da farnesiltransferase (FTIs) constituem uma classe de agentes
quimioterapéuticos contra o cancro, ao inibir a farnesilacdo das GTPases Ras e a diminuicdo do
seu crescimento, contribuindo para a sobrevivéncia das células cancerigenas. A RhoB pode ser

tanto farnesilada quanto geranilgeranilada. Atraves do tratamento com FTIs, os niveis da forma
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geranilgeranilada de RhoB aumentam resultando no seu posicionamento inadequado, que
demonstrou ser necessario e suficiente para mediar os seus efeitos apoptoticos e antitumorais'#?,

Segundo Chatterjee et al., o tratamento de células de cancro da mama com o FTI L-744,832
diminui significativamente os niveis de RhoA ativo e aumentou os niveis de RhoC ativo. Estas
alteracdes efetuadas pelos FTIs, sugerem que mecanismos envolvendo RhoA e RhoC podem
contribuir para a sensibilizagio a cisplatina causada pelos FTIs*4,

Ainibicéo da sinalizagdo RhoA/ROCK, utilizando o inibidor da ROCK Y27632, aumentou
a resposta apoptotica ao tratamento com cisplatina e fatores de necrose tumoral (TNF-a). Desta
forma, evidenciou que a inativacdo de RhoA/ROCK provocada pelo TNF-a, desempenha um papel
importante na apoptose. Estes fatores, reforcam a importancia do citoesqueleto e da adeséo celular
na quimiorresisténcia. Sugere-se que RhoA, RhoB e RhoC desempenhem papéis diferentes na
quimiorresisténcia a cisplatina. Enquanto RhoA e RhoC tém efeitos antiapoptoticos que
promovem a quimiorresisténcia, RhoB apresenta um efeito proapoptotico que resulta na reducéo

da quimiorresisténcia (Figura 24)42,

. cisplatin

isolati
damggg rgg;?onse

Figura 24- Resumo do envolvimento de RhoA, RhoB e RhoC nos mecanismos de resisténcia a
cisplatina descritos no texto. As vias/efetores proapoptéticos e de reducdo da quimiorresisténcia
estdo assinalados a vermelho, enquanto as vias/efetores antiapoptdticos e de aumento da
quimiorresisténcia estdo marcados a azul. Setas pretas indicam ligagfes bem estabelecidas,
enquanto setas pontilhadas indicam conexdes especulativas. Os asteriscos representam proteinas
ou vias putativas que medeiam o efeito das proteinas Rho na quimiorresisténcial#?.
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Wang et al. observaram que a expressao de RhoB teve um aumento significativo apds o
tratamento. Os ensaios imunohistoquimicos revelaram niveis elevados de RhoB em tecidos de
pacientes que tiveram uma resposta insatisfatoria a quimioterapia, em compara¢do com 0s que nao
foram tratados ou obtiveram uma boa resposta. A RhoB favorece o desenvolvimento e a progressdo
do cancro do colo do Utero, sendo que a diminuicdo da sua expressdo aumenta a sensibilidade das
celulas cancerigenas a cisplatina. Deste modo, sugere-se que RhoB pode ser considerado como um
alvo terapéutico no tratamento do cancro do colo do Gtero, assim como um marcador preditivo de

resisténcia a cisplatinal#°.

7.8. Alteraces no microambiente tumoral

De modo a complementar os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas células, as
alteracdes no microambiente tumoral também contribuem para o desenvolvimento de resisténcia
ao farmaco. As principais mudancas incluem uma elevada densidade de células cancerigenas ou
modificagfes na matriz extracelular, como o seu aumento na rigidez, podendo limitar a
penetracdo da cisplatina no tumor4®.

Um fator importante para a resisténcia ao complexo CDDP é o papel das células normais
presentes no microambiente do tumor, tais como os fibroblastos associados ao carcinoma (CAFS)
e 0s macrofagos associados ao tumor (TAMs). Estas células possuem a capacidade de inibir o
efeito pré-apoptotico da cisplatina, através da secrecdo de proteinas (quimiocinas) e fatores de
crescimento, que ativam processos que previnem a apoptose’46147.

A quimiocina 22 com motivo C-C (CCL22) é libertada pelos TAMSs no estroma das células
do carcinoma espinocelular do es6fago (ESCC), onde estimula a producédo de acido fosfatidico
(PA) através da diacilglicerol quinase o (DGKa) intratumoral. ESta enzima, por sua vez suprime
a atividade da NADPH oxidase 4 (NOX4) bloqueando a producgéo excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROs) intratumoral induzida pela cisplatina. O CCL22 ativa o eixo DGKa/ fator
nuclear-xB (NF-xB), e desta forma regula positivamente o nivel de transportadores da
superfamilia ABC, incluindo o membro 3,4 e 5 (ABCA3,ABCG4 e ABCADb respetivamente),
diminuindo a concentracdo de cisplatina intratumoral e contribuindo para a sua resisténcia nas
células do ESCC (Figura 25)¢,
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Figura 25-Modelo proposto de CCL22 que confere resisténcia a cisplatina das células
cancerigenas através da regulagdo da DGKa /NOX4, o CCL22 estimula a DGKa para produzir
PA, que suprime a atividade da NADPH oxidase 4 (NOX4) e bloqueia 0 excesso deproducao
excessiva de EROs intratumoral induzida pela cisplatina. O CCL22 também ativa a DGKa /NF-
kB para regular positivamente a expressdo de ABCG4, ABCA3 e ABCAS, para diminuir a
concentragio intratumoral de cisplatinal®.

Chen et al. sugerem que DGKa atua como um alvo intratumoral 0til para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos em combinacdo com quimioterapia, sendo que
desempenha também um papel importante na interacdo entre 0 ESCC e 0 microambiente tumoral.
Para além disso, observaram que a NOX4 e alguns transportadores ABC sdo fatores cruciais da
DGKa, que promovem a resisténcia a cisplatina, em resposta ao CCL22 libertado pelos TAMs.
Desta forma, o eixo CCL22/DGKa pode ser utilizado como alvo terapéutico para o tratamento
adjuvante do ESCC. Adicionalmente, observou-se que a selecdo de DGKa com ARN de pequena
interferéncia conjugado com colesterol, aumentou significativamente a quimiossensibilidade da

cisplatina no tratamento de ESCC48,
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Figura 26- Espetro de mecanismos de resisténcia a cisplatina®.

8. Estratégias para minimizar a toxicidade dos farmacos de platina

Efetuaram-se ao longo dos anos varios estudos que abordavam as limitacdes relativamente
aos farmacos de primeira linha de platina, devido a sua toxicidade e efeitos indesejaveis e, por esse
motivo, desenvolveram-se algumas estratégias com objetivo de melhorar a eficacia, reduzindo
simultaneamente a toxicidade'*°. Entre estas estratégias esta a bioconjugacio de substancias-alvo,
0s nanomateriais como transportadores de farmacos, bem como a sua aplicabilidade, e a

lipoplatina®.
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8.1. Bioconjugacéo de substancias-alvo

A bioconjugacdo de substancias-alvo tem como objetivo integrar a componente molecular,
que tem como alvo as células cancerigenas, nos pré-farmacos de Pt(1V), de modo a melhorar o
efeito citotoxico dos farmacos a base de platina nas células tumorais. Os sistemas de administracdo
de farmacos baseados em peptidos permitem melhorar as propriedades de direcionamento do
farmaco e diminuir significativamente os efeitos indesejaveis, devido a bioatividade e baixa
resposta imunitaria dos péptidos, que sdo especificamente expressos nas membranas das células
tumorais®.

Os complexos de Pt(Il) sdo normalmente utilizados no tratamento de tumores malignos,
enquanto que os complexos de Pt(I\V) surgem como promissores pro-farmacos de Pt(11), ativados
por reducdo nas células tumorais com o objetivo de reduzir os efeitos indesejaveis e melhorar as
propriedades farmacolégicas. Enquanto que os complexos de Pt(I1) apresentam uma geometria
quadrangular plana e quatro ligandos, os complexos de Pt(IV) possuem uma geometria octaédrica
e seis ligandos. A facil modificacdo dos ligandos axiais nestes Gltimos complexos permite
aumentar bastante o seu potencial terapéutico, quer incorporando moléculas com propriedades de
direcionamento para determinadas estruturas quer incorporando moléculas com atividade
biolégica. Por outro lado, sendo os complexos de Pt(IV) cineticamente mais inertes do que 0s
complexos de Pt(ll), sdo menos propensos a reacbes de substituicdo de ligandos e, em
contrapartida apresentam menos efeitos indesejaveis (Figura 27)'*°. E aceite que estes complexos
sofrem reducdo no interior das células, sendo mais favoravel essa reducdo em ambientes com
pouco oxigénio. Dado que a geometria octaédrica ndo € compativel com o centro metalico no
estado de oxidacdo 2, sdo assim libertados os dois ligandos axiais que podem ou néo ter acao

terapéutica, bem como o complexo ativo de Pt(I1) de geometria quadrangular plana.
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Figura 27-Reducéo de pro-farmacos de Pt(IV) em espécies de Pt(I1) terapeuticamente ativas®®,

As sequéncias de péptidos que possuem a capacidade de reconhecimento de proteinas
superexpressas ou outros recetores podem ser introduzidos em prd-farmacos de Pt(I1V), de modo
alcancar a funcdo-alvo desejada. Para além disso, estas sequéncias polipeptidicas podem
desempenhar funcdes de seleco distintas®.

As integrinas regulam processos de adesdo célula-célula e estdo superexpressas nas
membranas das células tumorais, desempenhando um papel crucial na progressdo do cancro. O
tripeptideo arginina-glicina-aspartico (RGD) é capaz de reconhecer a integrina avp3 que se
encontra superexpressa nas células cancerigenas. Yuan et al. sintetizaram e avaliaram
biologicamente um pré-farmaco de Pt(IV), cujas duas posi¢des axiais foram funcionalizadas com
o tripeptideo ciclico RGD, com o objetivo de interagir especificamente com células tumorais, que
tém elevada expressdo da integrina avp3, e um péptido Asp-Glu-Val-Asp (DEVD) especifico para
a enzima caspase-3. Esta integrina é caracterizada por ser um sensor de apoptose composto por
fluordforo tetrafenilsilole (TPS) com caracteristicas de emissdo induzida por agregagdo (AIE). O
pré-farmaco de Pt(I\V) em estudo, pode ligar-se seletivamente a integrina av3 superexpressa nas
células tumorais, de modo a factilitar a captacdo celular. Para além disso, o pro-farmaco é reduzido
a sua forma ativa, Pt(ll), sendo posteriormente libertado pelo sensor de apoptose TPS-DEVD. O
farmaco de Pt(I1), pode induzir apoptose celular e ativar a enzima caspase-3 para clivar a sequéncia
peptidica DEVD, que gera o residuo TPS hidrofobico, cujas rotacbes intramoleculares dos anéis
fenil ficaram restritas devido a sua agregacdo, levando ao aumento da fluorescéncia. Deste modo,
este design de pro-farmaco sugere uma administracdo de farmacos a base de platina as células mais

eficiente (Figura 28)™°L,
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Figura 28- llustracdo esquematica do pro-farmaco de platina(l\V) com um sensor de apoptose
induzido por agregacdo (AIE) incorporado para avaliagdo precoce in situ ndo invasiva das suas
respostas terapéuticas>

8.2. Nanomateriais como transportadores de farmacos

8.2.1. Nanoclusters de Au (GNCs) como transportadores de farmaco

Ao longo dos anos, os sistemas de administracdo de farmacos de platina que se baseavam em
nano-transportadores vieram a demonstrar ser uma alternativa promissora, incluindo os GNCs,

devido & sua elevada fotoestabilidade, solubilidade em &gua e biocompatibilidade®®?.
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Comparativamente com as nanoparticulas tradicionais, as particulas das GNCs apresentam
geralmente um tamanho inferior a 2 nanometros (nm) o que contribui para que o tempo no sangue
seja mais longo. Os complexos de platina podem ser transportados através das GNCs com uma
acumulacéo preferencial nos tecidos tumorais pelo efeito de permeacgéo e retencdo otimizadas
(EPR), permitindo que haja uma melhor eficicia terapéutica e uma menor toxicidade
associadal®14,

Segundo Zhou et al, foram utilizadas as GNCs protegidas com BSA como uma nanoplataforma
de dupla funcéo destinada & administracdo de farmacos e a imagiologia fluorescente do cancro.
Primeiramente, 0S GNCs foram acopladas a um pré-farmaco
cis,cis,trans[Pt(NH3)2CI2(OH)(02CCH2CH2CO2H)] (MDDP), farmaco este que se destaca por
ser uma forma de cisplatina mais seletiva e menos téxica sendo por esse motivo, mais sensivel a
processos de reducdo. Em seguida, foram funcionalizados com &cido félico, um ligando que
direciona as nanoparticulas para as células cancerigenas que superexpressam o recetor de folato a
(Figura 29)%,

Utilizando as células 4T1, que consiste numa linhagem celular de cancro da mama agressivo,
comprovaram que havia uma acumulacdo seletiva do pré-farmaco juntamente com as GNCs
conjugadas com acido folico no interior das células cancerigenas. Deste modo, as nanoparticulas
sdo capazes de prevenir o crescimento do tumor primario e as mestastases®®.

Adicionalmente, a BSA utilizada na sintese das nanoparticulas pode ser substituida por
albumina humana sem que afete as suas propriedades fisico-quimicas. O complexo FA-GNC-Pt
que é formado, apresenta um didmetro de cerca de 10nm, permitindo a sua fuga do sistema
reticuloendotelial no figado, sendo rapidamente eliminado pelos rins. Assim, é evitada a sua

acumulac&o no figado e sdo minimizados os efeitos adversos®®.
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Figura 29- llustracdo esquematizada da nanoplataforma baseada em GNC para quimioterapia

dirigida a tumores e imagiologia por fluorescéncia®®.

Brown et al. ligaram o componente ativo da oxaliplatina a nanoparticulas de ouro (AuNPSs)
funcionalizadas com uma monocamada de polietilenoglicol (PEG) tiolado revestida com grupos
carboxilato terminais (Figura 32), com o objetivo de otimizar a sua administragdo. O farmaco
demonstrou uma citotoxicidade aproximadamente seis vezes superior a oxaliplatina contra células
epiteliais de cancro do pulmao A549 (1Cs0=0, 135uM vs ICso= 0,775 UM, respetivamente) e em
varias linhas celulares do cancro do célon (HCT116, HCT15, HT29, e RKO). Para além disso, as
AUNPs apresentaram uma capacidade surpreendente de penetrar no nucleo das células pulmonares

cancerigenas (Figura 30)*".

Figura 30- Estrutura do farmaco preparado por Brown et al., envolvendo a conjugacéo da platina
a nanoparticulas de ouro®’.
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8.2.2. Nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro como transportadores de
farmaco

As SPIONSs, ou nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro, sdo frequentemente
utilizadas para administracdo direcionada devido as suas vantagens, como baixa toxicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e boa dispersdao em &gua. Estas nanoparticulas podem
estabelecer uma ligacdo com farmacos e serem direcionadas para os tecidos de interesse ou
tumores utilizando um campo magnético externo.

Guo et al. sintetizaram nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro revestidas
com carboximetilcelulose, cujo o grupo carboxilato foi, posteriormente, quelatado com cisplatina.
Este conjugado entra mais facilmente nas células cancerigenas comparativamente a cisplatina,
exercendo uma maior citotoxicidade nas células HeLa do cancro cervical e nas células HepG2 do
hepatocarcinoma. Neste estudo, os SPIONs foram modificados com carboximetilcelulose sédica
(CMC-SPMNC:s), sendo utilizados como nanotransportadores para a administracdo de farmacos
a base de platina. Os SPIONs tém a vantagem de aumentar a magnetizacéo de forma controlavel,
mantendo as caracteristicas superparamagnéticas do 6xido de ferro. A carboximetilcelulose sddica
(CMC-Na) foi selecionada por ser um polimero biocompativel e biodegradavel, e possuir elevado
numero de grupos carboxilato que podem se coordenar com ides de ferro ou ligar-se a fragmentos
de platina. O farmaco6foro de platina, [cis-monoclorodiaminoplatina(ll), CMDP], foi transportado
nos aglomerados ao reagir com 0s grupos carboxilato na superficie das particulas, formando um
conjugado magnético CMDP-CMC-SPMNC. Este conjugado apresenta um efeito citostatico

superior contra as células cancerigenas comparativamente & cisplatina (Figura 31)*°8,
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Figura 31- Processo de formagéo do conjugado CMDP-CMC-SPMNC*,

8.3. Nanoclusters de platina (Pt NCs) como nova terapia

Os nanoclusters de platina (Pt NCs), a semelhanca dos GNCs, sdo agregados moleculares
relativamente estaveis compostos por até centenas de atomos de metal. Os Pt NCs podem ser
compostos por um Unico metal, no entanto € mais comum a sua agregacdo com outros metais, tais
como Fe e Co, de modo a melhorar as propriedades fisico-quimicas®®®. Devido a sua composicéo
e ao perfil de seguranca bioldgica favoravel que apresentam, os Pt NCs mostram grande potencial
para o uso no tratamento do cancro®.

O mecanismo de citotoxicidade das Pt NCs ainda néo est4 bem definido, devido as diferencas
no tamanho, forma, revestimentos de superficie e na pureza das particulas. Porém, sugere-se que
a citotoxicidade dos Pt NCs depende da libertacio de ides de Pt?* em condigdes de pH baixo, como

ocorre nos endossomas celulares, o que contribui para danos do ADN*°,
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8.3.1. Aplicacéo de Nanoclusters de platina (Pt NCs)

Segundo Gao et al. os nanoclusters de FePt-CoS; do tipo “Yolk-shell”, consistem num
nucleo FePt (a gema) revestido por uma camada de CoS> (a casca). Estes Pt NCs sintetizados
apresentaram uma concentracdo inibitoria de 50% (ICso) de 35,5 nanogramas por mililitro
(ng/mL), que corresponde a 4,7 ng/mL de platina, em células HelLa, enquanto a cisplatina
apresentou uma ICso superior de 230 ng/mL de platina. A oxidagdo de nanoclusters de FePt leva
a formagéo de ides de Pt?* e Fe®", especialmente em lisossomas tardios intracelulares com um
ambiente com pH inferior a 5,5, uma vez que foram encontradas nanoesferas ocas nas mitocondrias
das celulas cancerigenas, sugerindo a decomposicdo do nucleo de FePt. Desta forma, apds
absorcdo celular, os nacleos de FePt desintegram-se, libertando ides metalicos no ambiente acido
dos lisossomas secundarios. Em seguida, este ides metalicos podem escapar dos endossomas e
entrar no nucleo da célula para ligar-se ao ADN, levando a formacéo de adutos cisplatina-ADN,
provocando apoptose das células tumorais. Para além disso, a analise por microscopia eletrénica
de transmissao (TEM) confirmou a absorc¢éo celular dos nanoclusters FePt-CoS2. Apds a absor¢do
celular, as nanoparticulas de FePt sdo oxidadas, gerando ides Fe*" e Pt**. Os i0es Pt** entram no

nucleo (e nas mitocondrias), ligam-se ao ADN e induzem a apoptose das células HeL a (Figura 32)
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Figura 32- llustracdo de um possivel mecanismo pelo qual os nanoclusters FePt-CoS, em forma
de casca de ovo matam células HelLa .,
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8.4. Lipoplatina

A lipoplatina é constituida por nanoparticulas baseadas na formacéo de micelas reversas
entre a cisplatina e glicerofosfato de dipalmitoil (DPPG) sob condicdes especiais de pH, etanol,
forca ionica e outros parametros. Atraves da interacdo com lipidos neutros, as micelas reversas de
cisplatina-DPPG sdo posteriormente convertidas em lipossomas®®?.

A molécula DPPG carregada negativamente na superficie confere as nanoparticulas
propriedades fusogénicas, que € uma caracteristica essencial para a entrada através da barreira da
membrana celular. Para além disso, devido ao seu tamanho pequeno e a menor integridade da
parede dos vasos sanguineos, contribui para o seu extravasamento passivo para 0s tumores,
enquanto uma fagocitose mais intensa, caracteristica das células cancerigenas, aumenta
significativamente a captacdo intracelular e nuclear do farmaco. O seu revestimento com PEG
confere ainda propriedades de longa circulacdo, permitindo que as nanoparticulas se mantenham
no sistema por mais tempo e aumentando a sua acumulagdo no tumor. O modelo apresentado na
Figura 33 mostra a bicamada lipidica e as moléculas de cisplatina no seu Ilimen (esferas amarelas)
com as moléculas de PEG na sua superficie (estruturas vermelhas semelhantes a pélos) que
revestem a particula com um polimero inerte hidrofilico o que Ihe confere a capacidade de escapar

a detecdo dos macréfagos e a vigilancia imunitaria®®?,
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Figura 33- Estrutura de uma nanoparticula de lipoplatina®0-162:163,
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Um fator crucial que contribui para a eficicia terapéutica da lipoplatina é a sua seletividade
por tumores primarios e metastases, causando danos significativos nos tecidos tumorais
comparativamente com os tecidos normais. No desenvolvimento tumoral, a formagio de novos
vasos sanguineos, conhecida como neoangiogénese, é necessaria para garantir o fornecimento de
nutrientes permitindo o crescimento e expansdo do tumor. Para além disso, a captacdo da
lipoplatina pelo tumor ocorre devido ao extravasamento preferencial das nanoparticulas de
lipossomas de 100 nm através das falhas presentes na vasculatura tumoral. As nanoparticulas de
lipoplatina evitam a vigilancia imunoldgica devido ao seu revestimento com PEG e extravasam,
preferencialmente, para tumores primarios e metastases através do endotélio comprometido da sua
vasculatura, devido ao seu pequeno tamanho (100 nm) e a sua longa circulacdo. Assim, as
nanoparticulas de lipoplatina podem atingir os tumores primarios e as micrometastases, algo que
foi demonstrado em estudos com animais e humanos. Além disso, foi proposto que as
nanoparticulas de lipoplatina podem ter como alvo o endotélio da vasculatura tumoral, induzindo

apoptose, o que Ihes confere propriedades antiangiogénicas (Figura 34)2,
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Figura 34- llustracdo do processo de extravasamento'®,
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O endotélio das paredes vasculares, durante a angiogenese, apresenta falhas que requerem
tempo para se desenvolverem por completo. Assim, as nanoparticulas conseguem atravessar a
parede vascular comprometida afetando o tumor. Uma vez dentro da célula, a lipoplatina transporta
as nanoparticulas para o interior das células tumorais, induzindo sinaliza¢do e danos no ADN. A
ativacdo das vias de sinalizacdo pela cisplatina e pela lipoplatina inclui a mitocondrial, danos no
ADN, ERK, PI3K/AKT1 e o recetor de morte, levando a ativacdo das caspases e a apoptose. No
entanto, foi proposto que a Lipoplatina seja captada por fagocitose pelas células tumorais e por
fusdo direta dos lipossomas com a membrana celular devido ao lipido fusogenico DPPG na sua
bicamada. Enquanto o CTR1, o principal transportador de entrada de cobre, importa a cisplatina e
a sua saida é regulada, pelo menos, por dois transportadores de efluxo de cobre, ATP7A e ATP7B,
foi sugerido que a Lipoplatina contorne este processo. Assim, a Lipoplatina pode ter aplicagdes
em pacientes previamente tratados com farmacos a base de platina que desenvolveram tumores

resistentes (Figura 35)*2,

"‘_-_Lipoplatin

Eusion of:
Cisplatin/Copper. : liposomies
inflie. ) cathg ‘vios with cell

membrane

PI3K/AKTA ERK

\
\
. .4/\
= /

Casgpasc A

DNA .
damage Apoptosis genes
TRAIL,
TR3/Nur 77
Cell cycle genes
k Tumor suppressor
Nucleus ~ genes, PTEN B

r

ipn

- Up or down regu

Figura 35- Mecanismo de acdo através da ativacdo das vias de sinaliza¢do pela cisplatina e pela
Lipoplatina®4,
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Embora os estudos clinicos de Fase Il e Ill tenham demonstrado alguma eficacia em
determinados tipos de cancro, como CPNPC e o carcinoma escamoso da cabeca e do pescogo, 0S
resultados apresentados nédo justificaram, até a0 momento, a sua aprovacdo. Ravaioli et al.
realizaram uma avalicao da eficacia da lipoplatina em células do CPNPC e verificaram que, a taxa

de remissdo parcial era de apenas 5%, ndo suportando assim que a lipoplatina avancgasse para Fase
”|164

9. Conclusao

Os farmacos de platina no tratamento oncolégico tém demonstrado resultados muito bons ao
longo dos anos, no entanto ainda existem desafios inerentes relativos aos mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelos tumores, o que tem limitado nalguns casos a sua eficacia clinica.
E importante compreender os diferentes mecanismos de resisténcia, que incluem alteracdes na
captacdo e transporte do farmaco, ou mudancas na reparacdo de ADN e apoptose, de modo a
desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes.

Os estudos realizados sobre a resisténcia aos farmacos de platina séo cruciais para melhorar
0 progndstico dos doentes e desta forma, maximizar os beneficios destes complexos. As novas
abordagens, como seja a aplicagdo de nanoparticulas, tém vindo a demonstrar um grande potencial
em ultrapassar esta barreira que dificulta acdo dos farmacos, permitindo uma administracéo
direcionada e, portanto, mais eficiente. Estas estratégias tém como objetivo ndo s6 a melhoria da
eficacia clinica, mas também a minimizacdo dos efeitos adversos, permitindo uma distribuicéo
mais seletiva do farmaco nas células dos tecidos tumorais.

Deste modo, uma maior compreensdo e investigacdo dos mecanismos de resisténcia aos
farmacos de platina, assim como o desenvolvimentos de métodos inovadores, sera determinante
para 0 avanco da terapéutica oncoldgica. A inovagdo continua nesta area € imprescindivel para
melhorar a eficécia clinica de farmacos que ja provaram a sua utilidade, melhorando desse modo

a qualidade de vida dos pacientes a as perspetivas de um tratamento favoravel.
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