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Resumo

O cancro é uma das mais conhecidas e temidas doencas existentes e,
como tal, existe um grande interesse no desenvolvimento de métodos de
tratamento das afecbes tumorais. Os grandes avancos da quimioterapia tém
dado 6timos resultados no tratamento do cancro. Contudo, a administracdo de
farmacos antineoplasicos ndo garante uma elevada eficacia pois os tecidos
tumorais apresentam propriedades estruturais que dificultam o transporte de
agentes terapéuticos, como a disposi¢cado heterogénea dos vasos sanguineos, a
auséncia de sistema linfatico funcional, as inUmeras barreiras de transporte que
o farmaco enfrenta até chegar as células alvo ou a disparidade da expresséao
de antigénios e recetores nas proprias células.

Para além disso, o0s agentes quimioterapéuticos exibem elevada
toxicidade néo especifica, afetando tanto as células tumorais como as células
saudaveis, 0 que resulta frequentemente em severos efeitos secundarios. Se a
dose for reduzida para diminuir estes efeitos, a eficacia do tratamento diminuira
também; por outro lado, o aumento da dose, apesar de permitir um melhor
controlo do crescimento do tumor, leva também a uma maior toxicidade nos
tecidos saudaveis. Para contornar este efeito tém-se desenvolvido diferentes
tipos de sistemas de libertacdo de farmacos com o objetivo de maximizar o

direcionamento para os tumores e minimizar a toxicidade sistémica.

Entre estas alternativas figuram os chamados smart polymers, que sao
macromoléculas que sofrem rapidas e reversiveis mudancas na sua estrutura
em resposta a estimulos, os quais correspondem geralmente a pequenas
alteracdes no meio, como pH, temperatura, incidéncia de radiacdo ou presenca
de determinadas substancias quimicas. Assim, associando um farmaco a um
destes polimeros, em geral recorrendo a técnicas de encapsulacéo, é possivel
fazer com que a libertacdo do farmaco ocorra apenas nas células tumorais,
seja por estas apresentarem as caracteristicas necessarias para alterar a
estrutura dos polimeros (acidez ou temperatura diferente das células
saudaveis, por exemplo) ou por se conferir externamente a zona do tumor
essas mesmas caracteristicas (por exemplo, incidindo radiagdo na zona

afetada).
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Os smart polymers tém outras vantagens. Os farmacos conjugados com
estes polimeros tém tendéncia para se acumularem nos tecidos tumorais
devido aos altos efeitos de permeabilidade e retencéo nestas células e também
demonstram menor toxicidade sistémica comparativamente com o farmaco
livre. Além disso, os sistemas de libertacdo poliméricos podem permitir o
aumento do tempo de semivida plasmatico e da solubilidade dos farmacos de

baixo peso molecular, assim como a sua libertagao controlada.

Com este trabalho pretende-se estudar mais profundamente de que
forma é que a utilizacdo dos smart polymers pode aumentar a eficacia e
diminuir a toxicidade sistémica das terapias anticancerigenas no tratamento de

afecdes tumorais.

Palavras-chave: Cancro, imagiologia, quimioterapia, radiacdo, sensibilidade

ao pH, smart polymers, terapia génica, termossensibilidade, ultrassons.
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Abstract

Cancer is one of the most known and feared diseases, and so there is a
great interest in the development of new methods of treating tumors. The
remarkable advances in chemotherapy have given good results in cancer
treatment. However, the administration of antineoplastic agents does not
guarantee an high efficiency, since the tumoral tissues have structural
properties that hinder the transport of therapeutic agents, such as the
heterogeneous distribution of the blood vessels, the absence of a functional
lymphatic system, the numerous barriers that the drug faces to reach the target
cells or the heterogeneity of antigen and receptor expression in the cancer cells.

In addition, the chemotherapeutic agents exhibit high non-specific
toxicity, affecting both tumor cells and healthy cells, which often results in
severe side effects. If the dose is decreased to reduce these effects, the
effectiveness of treatment will also decrease; on the other hand, increasing the
dose, despite allowing a better control of the tumor growth, also leads to greater
toxicity in healthy tissues. To circumvent this effect, different types of drug
delivery systems that maximize the targeting of tumors while minimizing

systemic toxicity have been developed.

These alternatives include the so-called smart polymers, which are
macromolecules that undergo rapid and reversible changes in its structure in
response to stimuli, which generally correspond to small changes in the
environment, such as pH, temperature, radiation incidence or the presence of
some chemicals. Thus, the association of a drug with one of these polymers,
generally using encapsulation techniques, can cause the drug release to only
occur in the tumoral cells, either because they have the characteristics
necessary to change the structure of the polymers (acidity or a different
temperature from healthy cells, for example) or because these characteristics
were conferred to the tumor (focusing radiation in the affected area, for

example).

The smart polymers have other advantages. The drugs combined with
these polymers tend to accumulate in tumor tissues due to high permeability

and retention effect in these cells and also show less systemic toxicity
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compared with free drug. In addition, the polymeric delivery systems improve
the plasma half-life and the solubility of drugs with low molecular weight, as well
as their controlled release.

The main objective of this work was to study more deeply how the use of
smart polymers can increase efficiency and decrease the systemic toxicity of

anticancer therapies in the treatment of tumor diseases.

Keywords: Cancer, chemotherapy, gene therapy, imaging, pH-responsiveness,

radiation, smart polymers, thermosensitivity, ultrasounds.
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1. Introdugao

1.1 O cancro

O cancro, também designado por neoplasia ou tumor maligno, é um
termo genérico para um largo grupo de doencas que afetam qualquer parte do
corpo. Uma das caracteristicas do cancro € a rapida producdo de células
anormais, que crescem para além dos seus limites habituais e que podem
invadir regides adjacentes e espalharem-se por outros 6rgaos. Este processo é
designado por metastizacao e é a principal causa da letalidade do cancro.™

Figura 1. Fotografia do corte de um figado com multiplos nédulos provenientes

de um cancro pancreatico.”

Os tumores comecam por se desenvolver a partir de apenas uma célula.
A transformacédo de uma célula normal numa célula tumoral € um processo que
compreende varias etapas, comecando geralmente numa lesdo pré-
cancerigena e continuando até a formacdo do tumor primario. Estas etapas
resultam da interagdo entre os fatores genéticos do doente e a exposi¢do a

agentes cancerigenos externos, que podem ser fisicos (como a radiagdo UV ou
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ionizante), quimicos (como o fumo do tabaco e contaminantes alimentares) e
bioldgicos (infecbes de certos virus, bactérias ou parasitas).¥! A idade também
€ um fator fundamental no desenvolvimento do cancro. A incidéncia do cancro
aumenta dramaticamente com o envelhecimento devido a acumulacdo de
riscos de desenvolvimento de determinados cancros, combinada com a

tendéncia para os mecanismos de reparacéo celular perderem a sua eficacia.!

Segundo a OMS, o combate ao cancro pode ser resumido

essencialmente em trés frentes:

A implementacdo de estratégias para a prevencdo do cancro, como

campanhas antitabagicas, de promocao de dietas saudaveis ou dos riscos

da exposicéo solar, p.e.;

e A detecdo precoce do cancro, através de analises sanguineas, a urina ou
por técnicas de imagiologia;

e O tratamento dos doentes com cancro, que pode ter como objetivo curar a

doenca ou prolongar e melhorar a qualidade de vida do doente.

Geralmente é feito por cirurgia, radioterapia ou quimioterapia.

1.2 A evolucado daquimioterapia

Apesar da grande importancia que tem nos dias de hoje, s6 ha
relativamente pouco tempo é que a quimioterapia se tornou uma ferramenta
legitima da medicina avancada no tratamento do cancro. Nos finais do século
XIX, o tratamento do cancro era feito apenas através de cirurgia, radioterapia e
ocasionalmente com abordagens homeopaticas tradicionais, envolvendo cicuta
ou silica, por exemplo. Os primeiros avancos na quimioterapia antineoplasica
seguiram os desenvolvimentos da quimioterapia das doencas infeciosas, muito
devido a crenca de que o cancro era contagioso. A solucdo de Fowler,
constituida por trioxido de arsénio e bicarbonato de potassio e utilizada
inicialmente para tratar a malaria, foi por essa altura experimentada no
tratamento da leucemia e linfomas e o seu uso nos casos de leucemia

prolongou-se até aos anos 30 do século passado.l®"®
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Durante a 12 Grande Guerra, varias autopsias mostraram que a
exposicdo ao gas mostarda poderia causar imunossupressao grave, aplasia da
medula 6ssea e neutropenia, o que levou a que, em 1937, Alfred Gilman e
Louis Goodman descobrissem que a mostarda nitrogenada tinha atividade
antitumoral quando administrada em ratinhos com linfoma. Em 1943 fez-se o
primeiro tratamento com mostarda nitrogenada de um cancro em humanos,
mais precisamente de um linfoma ndo-Hodgkin. No entanto, o sigilo de guerra e
a utilizacdo de gases tdxicos como arma quimica adiaram a publicacdo dos
relatérios destes casos até 1946. Comecaram a surgir varios derivados da
mostarda nitrogenada que ainda hoje séo utilizados, como a ciclofosfamida, o
melfalan, a ifosfamida e o clorambucilo.®” Desenvolvimentos paralelos durante
a 22 Guerra Mundial levaram a criacdo de antifolatos como o metotrexato que
em 1948 mostraram ser Uteis no tratamento da leucemia em criangas, e 0
antibidtico actinomicina D foi amplamente usado em casos de tumores
pediatricos durante os anos 50 e 60 do século XX. Nos primeiros anos do pos-
guerra também apareceram as tiopurinas (6-mercaptopurina e tioguanina),
utilizadas contra as leucemias agudas e como agentes imunossupressores. No
entanto, nos anos 50 a utilizacdo de farmacos antineoplasicos nédo era
consensual pois estes farmacos produziam efeitos rapidos mas de curta
duracdo, e a introducdo do 5-fluorouracilo e de corticosteroides nas terapias
anticancerigenas nao diminuiu a desconfianca em relacdo a capacidade de
cura da quimioterapia. Em 1958, Roy Hertz e Min Chiu Li usaram metotrexato
para tratar um coriocarcinoma, e assim conseguiram pela primeira vez curar
um tumor sélido humano utilizando apenas quimioterapia, devolvendo alguma

esperanca quanto ao potencial dos farmacos antineoplasicos.®”]

O inicio dos anos 60 viu a introducéo dos alcaloides da vinca (vincristina,
vimblastina) e da procarbazina. Até ao final da década de 60, a quimioterapia
era geralmente feita apenas com um farmaco. O conceito da associacdo de
diferentes farmacos em quimioterapia comegcou com o uso de “VAMP”
(vincristina, metotrexato, 6-mercaptopurina e prednisona) no tratamento da
leucemia linfoblastica aguda em criancas, que aumentou a taxa de remissao de
25% para 60%, sendo que 50% das remissdes tiveram uma duracédo suficiente

para serem consideradas “curas”.®”! O linfoma n&o-Hodgkin foi tratado com
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‘MOMP” (melfalan, metotrexato, vincristina e prednisona) e “MOPP” (difere
apenas na troca do metotrexato por procarbazina), obtendo-se com estes
protocolos uma taxa de remissdo que passou de quase zero para 80% e a
remissdo completa do linfoma em 60% dos pacientes tratados com “MOPP”. O
gradual sucesso dos farmacos antineoplasicos levou a que estes fossem cada
vez mais utilizados nos estagios iniciais do cancro e como adjuvantes da
cirurgia e/ou da radioterapia. A combinacdo da quimioterapia com a cirurgia
revelou-se especialmente benéfica para os pacientes com cancro da mama ou
colo-retal. Em 1984 fizeram-se os primeiros ensaios clinicos ao paclitaxel, que
pouco tempo depois foi considerado bastante Gtil para o tratamento do cancro
nos ovarios, cancro da mama, cancro do pulmdo, sarcoma de Kaposi
associado ao HIV, entre outros.®” Nos anos 90 chegou a era da terapia-alvo.
O interesse da comunidade cientifica no estudo do sequenciamento do genoma
forneceu dados que sugeriram que muitas das irregularidades das células
cancerigenas eram derivadas do funcionamento anormal das proteinas
qguinases. Em 1996 € lancado o primeiro inibidor da tirosina quinase, o mesilato
de imatinib, que juntamente com outros inibidores das proteinas quinases
revolucionaram o tratamento da leucemia mieloide cronica e do tumor estromal
gastrointestinal. Também nesta década foram introduzidos os anticorpos
monoclonais, cuja combinacdo com quimioterapia aumentou a eficacia do
tratamento por permitir que outros farmacos antineoplasicos se ligassem a
recetores celulares especificos. O rituximab foi o primeiro anticorpo monoclonal
lancado e viu o0 seu uso destinado ao tratamento de linfomas nao-Hodgkin
através da sua ligacdo ao antigénio transmembranar CD-20, existente na

superficie das células B.!*"]

Atualmente existem 14 categorias de farmacos antineoplasicos
representando mais de 50 agentes terapéuticos diferentes. O aumento do
conhecimento da biologia das células neoplasicas tem sido notavel e tem
possibilitado o desenvolvimento de tratamentos cada vez mais avancados. Os
eventos celulares envolvidos nas transformacdes tumorais e nas alteracfes do
crescimento celular estdo identificados e as etapas da carcinogénese de
diversos tumores ja se encontram documentadas. Os oncogenes que causam o

descontrolo do crescimento celular estdo identificados e caracterizados por
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origem genética e func&o.®¥ As vias especificas de regulacdo da replicacéo
celular sdo conhecidas ao detalhe e ja existe clonagem das proteinas
envolvidas na regulacdo. Estd demonstrado que a manipulacdo das vias do
ciclo de replicacéo celular possibilita a paragem do crescimento e a indugéao de
apoptose nas células neoplasicas. Em 2007, a mortalidade do cancro foi 50%
do que era em 1990, sendo que metade desse decréscimo se deveu a
prevencdo e detecdo precoce e a outra metade é atribuida aos avancos nos
tratamentos quimioterapéuticos. As novas iniciativas na quimioterapia e
radioterapia tém aumentado a sobrevivéncia dos pacientes com diversas
formas de neoplasias, e varios cancros tém agora uma taxa de sobrevivéncia
de cinco anos superior a 80%. Cerca de 70% da leucemia pediatrica é
potencialmente curdvel e a maioria dos casos de cancro testicular sdo trataveis
nos dias de hoje.®¥ No entanto, o cancro continua a ser uma das principais
causas de morte no mundo e segundo a Organizacdao Mundial de Saude (OMS)
foi responsavel por 7,6 milhdes de mortes em 2008 (cerca de 13% da
mortalidade), valor que a OMS prevé que aumente para 11 milhées no ano de
2030.1"°)

1.3 Obstaculos das terapias antineoplasicas

Uma das principais causas da letalidade do cancro € o facto de a sua
detecdo ser, em muitos casos, tardia. Apesar das metastases serem a
derradeira causa da morte, a falta de controlo do tumor primario é uma falha
determinante na terapia. Para além de ser mais facil tratar um cancro confinado
a uma area ou 6rgdo, ao tratar um tumor antes da sua metastizacao
aumentam-se consideravelmente as probabilidades do doente sobreviver ao
cancro. No entanto, o controlo local do tumor é particularmente dificil no colo do
Gtero, ovarios, pancreas, colon e cérebro, e este facto torna necessario o

aperfeicoamento das técnicas de diagnéstico dos tumores primarios.*%

As proéprias caracteristicas dos tecidos tumorais sdo entraves para o
sucesso dos tratamentos anticancerigenos. A libertacdo de agentes
terapéuticos nos tumores solidos é um problema significativo devido aos

impedimentos ao transporte de farmacos que sdo colocados pelas
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propriedades biologicas e ultraestruturais dos tumores. A distribuicéo
heterogénea dos vasos sanguineos, juntamente com a sua ramificacdo
andmala e sinuosa, resultam num fluxo sanguineo lento e desigual em redor
dos tumores. Para além disso, a tendéncia para escoar dos capilares tumorais
e a auséncia de um sistema linfatico funcional leva a que a presséao intersticial
seja elevada, o que retarda o transporte dos farmacos de alto peso molecular.
Outro obstaculo para a terapia antineoplasica € a prépria estrutura do tumor. As
células cancerigenas geralmente ocupam menos de 50% do volume total do
tumor, a vasculatura tumoral ocupa entre 1% a 10% e o restante é ocupado por
intersticio rico em colagénio. Assim, quando o farmaco sai dos capilares,
enfrenta vérias barreiras de transporte até chegar as células alvo. A
disparidade da expressdo de antigénios e recetores nas células tumorais
também pode diminuir a eficacia da quimioterapia. A maioria dos tumores néo
tém antigénios Unicos e 0s antigénios alvo ndo se encontram unicamente nos
tumores, o que faz com que os tratamentos com afinidade a determinados
antigénios ou recetores por si s60 hao sejam suficientes nem seguros para tratar
as neoplasias.'*™ pPor exemplo, o Recetor 2 do Fator de Crescimento Humano
(HER2) € correntemente utilizado no direcionamento de farmacos no
tratamento do cancro da mama, mas so € expresso em 20 a 30% dos tumores
da mama.*? Como resultado de todas as barreiras mencionadas, cada dose de
guimioterapia acaba por tratar o tumor apenas parcialmente e sdo necessarias
doses adicionais para eliminar o tumor na totalidade. As células cancerigenas
sobreviventes vao sendo sujeitas a uma pressao seletiva que favorece as
mutacdes genéticas que aumentam a resisténcia aos farmacos. Apos repetidos
tratamentos, as células cancerigenas inicialmente vulneraveis a certos
farmacos podem deixar de responder aos mesmos, e isso leva ao aumento da
dose (e consequente aumento dos efeitos adversos) ou a necessidade de
continuar o tratamento com outro farmaco. No entanto, com a troca de farmaco
muitas vezes constata-se que as células cancerigenas desenvolveram
mecanismos de defesa tdo eficazes que se tornaram ndo sO resistentes ao
farmaco inicial, como ja ndo respondem a outros farmacos que por vezes nem
estdo funcionalmente relacionados. Este fendmeno é designado por efeito
Multi-Drug Resistance (MDR).™*!
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Por fim, existe a questdo dos agentes quimio- e radioterapéuticos serem
geralmente toxicos tanto para as células tumorais como para as células
saudaveis, o que leva aos indesejaveis efeitos secundarios. Se a dose for
reduzida para aliviar esses efeitos adversos, corre-se o risco de comprometer a
efichcia da terapia; por outro lado, se aumentarmos a dose, o controlo do
crescimento tumoral sera maior mas a toxicidade nos tecidos saudaveis
também aumentard. Nalguns casos os efeitos secundarios limitam de tal forma
as terapias antineoplasicas que alguns pacientes com cancro ndo tém opcdes

terapéuticas.o!

Estas reacOes adversas podem ir desde as frequentes
nauseas, diarreia, fadiga e alopécia, até situacdes mais graves como

mielosupressao, neurotoxicidade e depresséo do sistema imunitario.**!

1.4 Novas abordagens quimioterapéuticas: os smart polymers

Com o objetivo de melhorar os meios disponiveis para a remissao do
cancro, tém-se desenvolvido diferentes tipos de sistemas de libertacdo de
farmacos que empregam macromoléculas, vesiculas ou outras particulas que
sdo portadoras de agentes terapéuticos e/ou funcionam como reservatorios

desses agentes no organismo.*!1%1°!

A funcdo principal destes sistemas
terapéuticos passa por alterar a biodisponilidade e a farmacocinética do
farmaco, de modo a maximizarem o0 seu direcionamento para o0s tecidos
neoplasicos, enquanto minimizam a sua toxicidade sisttmica e a sua
degradacado.'"!8 Estes sistemas terapéuticos também permitem manter a
concentracdo do farmaco dentro do seu indice terapéutico e com uma menor
frequéncia de doses, diminuem a necessidade de fornecer um
acompanhamento cuidado por parte dos médicos e aumentam o conforto do
doente e a sua adesdo ao tratamento. Estes sistemas de libertagcdo devem ser
de facil producdo e a sua relacdo custo/beneficio deve ser

compensadora.*>16:17:18.19]

Alguns destes sistemas de libertacdo sdo constituidos por smart
polymers, ou seja, por polimeros que tém capacidade de modificar as suas
caracteristicas como resposta a estimulos externos. Estas moléculas séo

polimeros funcionais que sofrem transformacdes rapidas e reversiveis na sua

[7]



microestrutura, passando de um estado hidrofilico para um estado hidrofébico
(ou vice-versa) e libertando o farmaco ao qual estavam ligados quando
formulados num sistema de administracdo. Estas transformacdes sé&o
causadas por pequenas alteracbes no meio, como pH, temperatura, presenca

2021 Assim, a utilizagdo destes

de determinadas biomoléculas, entre outras.
sistemas poliméricos possibilita uma libertacdo localizada do farmaco, seja por
se conferir exclusivamente a zona do corpo afetada as alteracdes necessarias
para a autodegradacdo do polimero e consequente libertacdo do farmaco, seja
porque os polimeros que constituem o sistema se degradam quando sujeitos a
um certo estimulo ja existente no tecido alvo. Esta capacidade de modular a
libertacdo do farmaco tem um elevado potencial para a quimioterapia, ja que
um dos problemas das terapias anticancerigenas é o facto de elas afetarem

tanto as células cancerigenas como as células normais.

O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar de que forma o uso de
smart polymers e a resultante libertacdo localizada dos farmacos
antineoplasicos pode influenciar a eficacia e a seguranca dos tratamentos

guimioterapéuticos.

[8]



2. Smart polymers: conceitos gerais

Os smart polymers podem adotar varias conformacdes, antes e depois de
sujeitos ao estimulo. Essas conformacdes dependem da estrutura do polimero
e do estimulo que provoca as alteragBes estruturais. Na figura 2 estdo
esquematizados alguns dos tipos de respostas dos smart polymers aos

estimulos do meio.?% 2

+ Estimulo . .
@ Agregacdo e/ou precipitacio
reversivel

[

=Estimulo

+Estimulo Adesdo reversivel a

s e
sy~ Estimulo

+ Estimulo

|

Colapso reversivel do polimero

fixado a superficie

= Estimulo

Estimulo , .
*_._ Colapso reversivel do hidrogel
— @

e libertacdo do conteddo

= Estimulo

@E%IEWS
r
:

Figura 2. Esquema de diferentes tipos de resposta dos smart polymers aos

estimulos do meio.?Y

A transicdo de estados € vital para os sistemas feitos a base de smart
polymers, pois o farmaco enquanto esta ligado ao polimero fica inativo e s6
volta a ganhar atividade quando deixa de estar conjugado e passa para a sua
forma livre. Para que esta transicdo de estados aconteca é necessario que haja
um balanco adequado entre grupos funcionais hidrofilicos (-CONH, p.e.) e

hidrofébicos (-CH(CHs)2-, p.e.) na estrutura molecular do polimero.?%?? Estas
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transformagBes ocorrem geralmente em meio aquoso, o que € ideal dado que o
sangue € constituido na sua maioria por dgua. Este facto é de tal forma
conveniente, que contribuiu para que os smart polymers se transformassem

num caso de grande interesse para a biotecnologia e a medicina.””

2.1 Vantagens dos smart polymers naterapia antineoplésica

Nas ultimas duas décadas, os sistemas de libertacdo constituidos por
smart polymers tém captado muita atencdo. Em pouco tempo varios destes
sistemas deixaram o laborat6rio e passaram a ser utilizados clinicamente, e
alguns j& sé@o produtos comerciais. Outros polimeros também utilizados para
formar sistemas de administracdo para alguns farmacos como nitroglicerina,
escopolamina, pilocarpina, antibioticos, contracetivos e antineoplasicos, ja se
encontram em fases avancadas de ensaios clinicos.**%?4 Todo este interesse
se deve as vantagens da sua utilizagcdo na terapia, incluindo a terapia

antineoplasica.

A principal vantagem da utilizacdo dos smart polymers nos sistemas de
libertacdo € a possibilidade de proporcionarem a libertacdo do farmaco de
forma seletiva nas células doentes, contribuindo para um tratamento mais
eficaz, pois a grande maioria do farmaco seria libertado no tecido alvo e a dose
necessaria para produzir efeito terapéutico seria menor. Como as células
saudaveis seriam pouco afetadas, o uso de smart polymers também tornaria o
tratamento mais seguro para o doente. Fazendo a analogia para as terapias
anticancerigenas existentes, 0 recurso aos smart polymers permitiria a
utilizacdo de doses de farmaco que antes eram impensaveis devido aos efeitos

secundarios que acarretariam para o paciente.!*”

Para além de libertarem o farmaco apenas nas células cancerigenas, 0s
sistemas com smart polymers acumulam-se preferencialmente nos tumores
devido a elevada permeabilidade e retencdo destes tecidos, conhecida como
efeito EPR, do inglés Enhanced Permeability and Retention. Este efeito baseia-
se no facto da vasculatura tumoral ser mais permeéavel, o que leva ao

extravasamento das moléculas/particulas e a sua acumulacdo no tecido
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intersticial do tumor. Esta acumulacdo é facilitada pela habitual auséncia de
sistema linfatico funcional nos tumores, que € responsavel pela drenagem das
macromoléculas nas células saudaveis. No entanto, ao usar um sistema de
administracdo de farmacos, o efeito EPR nao é suficiente para que haja a
passagem do farmaco para dentro da célula; esse papel € desempenhado
pelos estimulos que provocam a mudanca de estado do polimero e,

consequentemente, a libertacdo do farmaco.**"9

Muitos agentes quimioterapéuticos sao pequenas moléculas
hidrofébicas, o que os torna pouco sollveis e faz com que sejam rapidamente
excretados apds a sua administracdo intravenosa, e no pior dos casos podem-
se agregar e provocar toxicidade local, o que leva a que a concentracdo do
farmaco no tumor seja baixa. Como polimeros que sdo, os smart polymers
guando conjugados com farmacos de baixo peso molecular aumentam
consideravelmente 0o seu tempo de semivida plasmatico e a sua
solubilidade.™” O facto de serem polimeros erosiveis torna os smart
polymers mais vantajosos em relacao a outros compostos transportadores néo-
erosiveis, pois vao se degradando e gradualmente vao desaparecendo apos a
libertacdo do farmaco, o que os torna biodegradaveis.*® Comparativamente
com sistemas de libertacdo que necessitam de ser cirurgicamente implantados
e, halguns casos, posteriormente explantados, os smart polymers sdo menos
desconfortaveis para o paciente, trazem um menor risco de infecdo e

acarretam menores custos.®

A acdo dos smart polymers é compativel com a presenca de outras
particulas que procurem ativamente e se liguem a células especificas através
de ligandos, anticorpos ou aptameros. Assim, os sistemas de libertacdo de
farmacos podem combinar smart polymers com estes ligandos, de forma a
aumentar ainda mais a sua capacidade de direcionamento para os tumores. ™
Exemplos de ligandos com maior especificidade para os tumores sao o acido
félico e a transferrina. As células cancerigenas possuem um grande nimero de
recetores de acido folico e de transferrina, pois necessitam destas moléculas

para se desenvolverem e se proliferarem de forma rapida.™*"!
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Por fim, mas ndo menos importante, alguns estudos demonstraram que
os sistemas poliméricos de libertacdo podem superar os efeitos de MDR. O
principal mecanismo de MDR € a superexpressdo de bombas de efluxo,
geralmente com base na glicoproteina-P (P-gp), existente nas células
cancerigenas. Estas bombas de efluxo sdo transportadores transmembranares
gue se ligam ao farmaco quando este entra na membrana celular e o devolvem
ao espaco extracelular. Se o sistema de administracéo estiver desenhado para
proporcionar uma acumulagédo seletiva no tecido tumoral, isso leva a uma
libertacdo de farmaco de tal forma grande que supera qualquer mecanismo de
MDR, sendo suficientemente localizada para ndo afetar as células saudaveis.
Outro meio de contornar os mecanismos de MDR é utilizando sistemas de
libertacdo constituidos por micelas ou lipossomas e cobertos com smart
polymers. Estes sistemas entram na célula por endocitose, evitando assim o

contacto com as P-gp.*?

Apesar das varias vantagens, continuam a existir consideracdes criticas a
ter em conta na producdo de sistemas poliméricos de libertacdo em funcéao de
estimulos externos, como por exemplo a sua biocompatibilidade e toxicologia, o
tempo de resposta aos estimulos, a capacidade de libertar a quantidade de
farmaco desejada e no local designado, a sua esterilizacdo e a

reprodutibilidade da producéo.™

2.2 Classificacdo dos smart polymers segundo o tipo de mecanismo de

regulacao

Nos Ultimos anos varios grupos de investigacdo tém procurado
desenvolver smart polymers mais especificos para o tipo de tratamento que se
pretende pbér em pratica e/ou em que a quantidade de farmaco libertada seja
condicionada pelas préprias caréncias fisiologicas. Os sistemas poliméricos de
libertacdo podem ser classificados como sendo de regulacdo externa ou de
autorregulacdo. Os sistemas de regulacdo externa necessitam de ser
estimulados externamente para que a difusdo do agente terapéutico ocorra.
Essa estimulacdo é feita na zona em que se pretende que o farmaco se

distribua. Nos sistemas autorregulados a taxa de libertacdo do farmaco é
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controlada apenas por feedback homeostético, ndo existindo intervencao
externa ou, quando existe, a intervengdo é minima. Na tabela | estédo

classificados segundo mecanismo de regulacéo alguns dos estimulos utilizados

na libertacdo de farmaco.*

Tabela | — Classificacdo de estimulos segundo o mecanismo de regulacédo da

libertacéo de farmaco.*®

Mecanismo de regulagéo Estimulos associados

Temperatura
Regulacao externa Incidéncia de radiacao
Ultrassons

Magnetismo

pH
Autoregulacao Reacdes enzimaticas

Hidrélise dependente de metais

Atualmente, a utilizacdo dos smart polymers no tratamento do cancro é
feita em quatro frentes: a imagiologia, o tratamento utilizando estimulos
externos para focalizar a libertacdo do farmaco, o tratamento com sistemas
especificamente degradados pela maior acidez das células cancerigenas, e a
terapia génica. Este trabalho ird abordar cada uma destas frentes de forma

mais pormenorizada.
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3. Utilizacao de smart polymers em técnicas de
imagiologia do cancro

A detecdo atempada de tumores contribui em grande escala para um
tratamento quimioterapéutico eficaz e diminui a gravidade dos efeitos
secundarios inerentes a terapia. Desenvolvimentos na area da bioquimica e
biologia molecular tém permitido um maior conhecimento sobre os mecanismos
moleculares da carcinogénese. Cada etapa da carcinogénese envolve reacdes
entre moléculas especificas e a detecdo destas moléculas oferece a
oportunidade de deter a evolugdo da neoplasia nos seus estagios iniciais e de
prevenir efetivamente a progressao subsequente do cancro e a necessidade
dos tratamentos caros e dolorosos associados. A prevencdo através da
detecdo precoce continua a ser a melhor estratégia para a reducdo da
incidéncia e mortalidade do cancro, e a visualizacdo das caracteristicas ao
nivel molecular da carcinogénese possibilitam a condugcdo e monitorizacdo da

terapia.®®

Os avancos na tecnologia de imagiologia foram possibilitando a
substituicdo dos diagnosticos invasivos convencionais por técnicas nao-
invasivas de imagem fisioloégica/molecular. A alta resolucdo espacial,
juntamente com a acumulacédo continua de conhecimentos sobre os processos
fisioloégicos ao nivel molecular, tornaram a imagiologia molecular uma das mais
promissoras tecnologias do século XXI. No entanto, a aplicacéo de técnicas de
imagiologia molecular, como a imagiologia por ressonancia magnética (IRM),
por fluorescéncia otica ou por ultrassons, tem sido dificultada pela baixa
sensibilidade, especificidade e capacidade de direcionamento das atuais
sondas de imagem. Moléculas pequenas que sdo marcadas diretamente por
um grande numero de substancias quimicas tém tido o seu uso limitado pela
sua falta de especificidade, instabilidade, toxicidade e rapida eliminac&o.!?*27]
Recentemente, a combinacdo da quimica de polimeros com o campo da
imagiologia levou a criacdo de sondas para diagnéstico clinico contendo smart
polymers. A criacao de sistemas de libertacdo com smart polymers permite que

0 agente de contraste seja ativado apenas no local pretendido e através de
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mudancas na conformacdo ou na estrutura quimica, o que traz duas
vantagens: um baixo valor de ruido intrinseco e uma inerente amplificacdo do
sinal dependente da concentracdo no(s) tecido(s) alvo. Como os agentes de
contraste ndo transmitem sinal enquanto estdo inativados, ndo h& necessidade
de ter em conta o sinal que ndo chegou ao local pretendido, e como a ativagéo
é feita exclusivamente nos tecidos alvo, a intensidade do sinal vai ser em

funcdo da concentracdo nesses mesmos tecidos. 52"

Antes da introducdo dos smart polymers na constru¢cdo das sondas de
imagem, a utilizacdo de polimeros na imagiologia ja era uma realidade. Em
geral, as sondas de imagem sdo suscetiveis de agregacdo ou degradacao in
vivo, 0 que resulta numa ma qualidade de imagem. O uso de polimeros
hidrofilicos como o polietilenoglicol (PEG) é uma boa solugéo para evitar que
as sondas se agreguem ou degradem. A associacdo de Oxido de ferro com
PEG (ou outros polimeros) tem sido bastante investigada para aplicacdo em
IRM, especialmente em angiografia por ressonancia magnética, por ter um
tempo prolongado de circulacdo e uma boa estabilidade no sangue.?” Estudos
sobre o PEG mostraram que quanto maior a cadeia deste polimero, maior o
aumento de contraste nos rins, 0 que por sua vez indicou que o tamanho da
cadeia de PEG pode afetar a eliminacéo renal das sondas. Sondas poliméricas
tém sido utilizadas em varias técnicas de imagiologia, como nos instrumentos
de imagem 6tica ou nuclear. O Feridex® é um agente de contraste constituido
por oxido de ferro revestido por dextrano, sendo bastante utilizado em IRM e
apresentando excelentes imagens de carcinomas hepatocelulares, devido a

sua grande afinidade com o sistema reticuloendotelial hepatico.?”

Os primeiros sistemas de libertacdo envolvendo smart polymers e
fluoréforos foram desenvolvidos em 1999 por Weissleder e Ntziachristos e
adquiriam fluorescéncia apds serem ativados proteoliticamente pela acdo de
determinadas enzimas. Consistiam em fluor6foros com absor¢cdo no
infravermelho proximo (NIR — do inglés Near-Infrared) ligados a copolimeros de
polilisina-PEG que podem ser clivados pela proteinase lisossomal catepsina-B,
enzima associada aos tumores e existente nos ratos. Varios sistemas analogos
tém sido experimentados com outras proteinases como a catepsina-D,

proteinases intracelulares e metaloproteinases da matriz (MMPs). O uso de

[15]



sistemas clivados pela catepsina-D detetou com éxito a presenca de tumores
mamarios bem diferenciados e pouco diferenciados em ratos utilizados como
modelos do cancro da mama humano. Proteinases intracelulares como a
caspase-3, que esta relacionada com a apoptose celular, foram localizadas
através do uso de proteinas de fuséo da luciferase que séo hidrolisadas pela
caspase-3. Na figura 3 estdo representadas imagens de fluorescéncia NIR de
ratos com fibrosarcoma, um deles sem qualquer tratamento (A) e o outro que
foi tratado com sistemas contendo inibidores da MMP-2 (B), sendo que neste

altimo verifica-se uma redugéo da fluorescéncia.”**"!

(A) Sem tratamento (B) Tratado com
inibidores da MMP-2

Figura 3. Imagem por fluorescéncia NIR de ratos com fibrosarcoma e com a
atividade da MMP-2 medida em ratos tratados (B) e n&o-tratados (A) com
inibidores da MMP-2.12¢!

O objetivo atual da imagiologia molecular passa pela criacdo de sondas
cada vez mais especificas, que providenciem um elevado contraste com um
racio de sinal-ruido cada vez mais baixo. As estratégias de direcionamento e 0s
sistemas com smart polymers sdo boas solucdes pois permitem a criacdo de
sondas altamente capazes de se localizarem em locais especificos do

organismo. Outra caracteristica destas sondas é o facto de provocarem um
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sinal forte somente quando sdo confrontadas com os estimulos pretendidos,
causados por uma determinada doenca ou por caracteristicas patofisiologicas
anormais numa é&rea limitada. Sondas que incluem smart polymers, PEG e
fluor6foros NIR tém sido investigadas para imagiologia do cancro da mama,
pulméo e para melhor entender os mecanismos da apoptose celular. Contudo,
0s ensaios da utilizacdo de sondas a base de smart polymers ainda séo feitos
essencialmente em animais. Os bons resultados obtidos nestes ensaios levam
ao otimismo em relacao a viabilidade deste método e espera-se que num curto
espaco de tempo (5-10 anos) se utilizem estas sondas na imagiologia do

cancro em humanos. %271
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4. Sistemas de libertacao com regulacao externa:
smart polymers termossensiveis

Como ja foi referido, um dos estimulos utilizados para promover a
libertacdo do farmaco é a alteracdo da temperatura. Transportadores
poliméricos que possuam uma transicdo Lower Critical Solution Temperature
(LCST) mantém-se sollveis enquanto estdo sujeitos a uma temperatura abaixo
da sua LCST, mas sofrem colapso hidrofébico e agregam-se quando sujeitos a
temperaturas acima da LCST. Este fendmeno deve-se ao facto de que, com o
aumento da temperatura, as forcas de interacdo entre as moléculas de agua e
o polimero se tornam desfavoraveis comparativamente as interacbes agua-
agua e polimero-polimero.?* Deste modo, o polimero termicamente sensivel
deve ser projetado de forma a que seja soltvel quando injetado in vivo, mas se
torne insollvel, se agregue e se acumule num tumor aquecido localmente onde
vai libertando o farmaco de forma gradual. Para que isso aconteca €
necessario que o polimero tenha uma LCST superior a temperatura corporal
(aproximadamente 37 ©°C) mas inferior a temperatura a qual o tumor é
aquecido. O aquecimento dos tumores in vivo é realizado através de métodos
gue permitem um aguecimento o mais localizado possivel, de modo a que se
evite a libertacdo de farmaco nas células saudaveis, e € geralmente feito com

recurso a radiacéo infravermelha, ultrassons ou micro-ondas.?%

A LCST de cada polimero pode ser determinada medindo a turvacéo
otica numa solucdo aquosa em funcdo da temperatura. Abaixo da LCST, a
solucdo mantém-se transparente mas com o aumento da temperatura a
solucéo vai turvando devido a agregacao do polimero. Alguns autores definiram
a LCST como a temperatura a que se obtém 5% da turvagdo maxima.*!?12%
Nalgumas situacdes o polimero utilizado apresenta termossensibilidade mas a
LCST esta acima ou abaixo da temperatura pretendida, pelo que tem de se
recorrer a modificagcdes. O método mais utilizado para alterar o valor de LCST
de um polimero é ajustando a sua hidrofobicidade relativa. Se, por exemplo, se
deseja aumentar a LCST de um polimero, isso pode ser conseguido através da

substituicio de um ou mais mondémeros por outros comparativamente mais
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hidrofilicos, diminuindo assim a hidrofobicidade do polimero. Outro fator a ter
em conta quando se define o valor de LCST é se o polimero se liga a proteinas
plasmaticas e a células sanguineas e, se isso acontecer, deve-se verificar se

essas interacdes alteram significativamente a LCST.[M2%

A poli(N-isopropilacrilamida) (poli(NIPAAmM)) é um polimero sintético
termossensivel bastante estudado. J& sdo conhecidas varias formas de
sintetizar este polimero para a sua utilizacdo na construcdo de sistemas de
libertacdo de farmaco.”” Um dos métodos que permite uma producéo facil e
com baixos custos € a polimerizacdo via radical livre a partir da N-
isopropilacrilamida (NIPAAm) e da acrilamida (AAm). Apesar das suas
propriedades poderem ser até certo ponto ajustadas mediante a inclusdo de
comondmeros, este método de sintese faz com que nao seja possivel controlar
de forma precisa o comprimento da cadeia do polimero, a sequéncia e a sua
estereoquimica. Também é dificil regular a quantidade e posicdo dos grupos
reativos na cadeia polimérica que permitem a ligacdo do polimero com 0s
agentes quimio- e radioterapéuticos. Todos estes fatores levam a que a
estequiometria e o rendimento das reacdes de conjugacao da poli(NIPAAmM)

com os grupos funcionais terapéuticos seja de dificil controlo.*"

Outros smart polymers termossensiveis sao os polipéptidos semelhantes
a elastina (Elastin-Like Polypeptides, ou ELP’s). Sdo polimeros naturais
termossensiveis resultantes da repeticdo do pentapéptido Val-Pro-Gly-Xaa-Gly,
em que “Xaa” pode ser qualquer aminoacido exceto prolina (Pro), e sao
sintetizados recombinantemente em E. Coli através da superexpressao de um
gene sintético. Ao contrario dos polimeros sintéticos como a poli(NIPAAm), o
facto dos polimeros proteicos como os ELP’s serem geneticamente codificados
possibilita um controlo preciso em relacdo a sequéncia e comprimento da
cadeia do polipéptido, assim como da quantidade e posicdo das suas cadeias
laterais reativas. Duas variaveis importantes a ter em conta nas aplicacdes in
vitro sdo o peso molecular, que regula a farmacocinética, e a sequéncia de
aminodacidos, que pode ser projetada de forma a definir a atividade biolégica
(por exemplo, a afinidade para determinados recetores da membrana celular) e
controlar a biodegradacao do polipéptido. Outra grande vantagem dos ELP’s é

a sua biocompatibilidade extremamente elevada. Apesar da natureza
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polipeptidica, ainda ndo foi possivel obter anticorpos monoclonais contra os
ELP’s, aparentemente porque o sistema imunitario ndo os consegue distinguir
da elastina natural e assim, os ELP’s mantém-se mais tempo em circulagéo.
Outro exemplo da sua biocompatibilidade é o facto da sua degradacao dar
origem apenas a aminoacidos comuns. Resumindo, a boa capacidade de
direcionamento tumoral, a facilidade de producdo e modelacdo e a alta
biocompatibilidade sao caracteristicas que tornam os ELP’s excelentes
candidatos a sistemas de libertacdo de farmacos.M?! Uma das estratégias de
producédo dos genes que codificam as sequéncias dos ELP’s € por Recursive
Directional Ligation (RDL). Trata-se de um meétodo rapido, conveniente e
flexivel que monta um numero especifico de repeticdes oligoméricas de DNA
numa orientacao previamente estabelecida e que é feita por etapas, permitindo
gue o peso molecular desejado do polipéptido seja racionalmente atingido
durante a oligomerizacdo dos genes. Cada etapa da oligomerizacdo produz
oligdbmeros de DNA idénticos e que, portanto, ndo tém de ser fracionados. Os
diferentes monomeros ou oligdbmeros codificantes com diferentes sequéncias
de repeticdo podem ser combinados em qualquer etapa da oligomerizacéo
para gerar maior diversidade ao nivel da sequéncia polipeptidica. Os genes
finais serdao depois utilizados para a produgao dos ELP’s pretendidos, que

ser&o expressos pela E. coli.l*"!

4.1 Ensaio sobre a capacidade de direcionamento dos smart polymers

termossensiveis

Foram realizados ensaios in vivo que pretendiam estudar a libertacdo de
farmaco de sistemas constituidos por poli(NIPAAm) e ELP’s em tumores
sélidos através de fluorescéncia microscopica intra vital de tumores em ovarios
humanos implantados em camaras na pele dorsal de ratos nus (figura 4). Estes
sistemas foram marcados com rodamina, que é um composto organico

fluorescente.*!
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Figura 4. Fotografia de uma camara dorsal implantada num rato nu.

O aquecimento dos tecidos tumorais foi feito através do aumento da
temperatura das camaras dorsais. Utilizaram-se a poli(NIPAAm) e ELP com
LCST de 40 °C e para cada um dos polimeros estabeleceram-se trés grupos de
ratos: um grupo com o tumor aquecido a 42 °C, um grupo controlo com o tumor
ndo-aquecido, e outro grupo controlo ao qual se administrou 0 mesmo polimero
mas com um valor de LCST consideravelmente superior e que se designaram
como poli(NIPAAM)2 e ELP2, respetivamente. Estes dois ultimos polimeros
serviram como controlo na medida em que os tumores iriam ser aquecidos a
uma temperatura bastante inferior a sua LCST e assim ndo se iriam agregar na
zona aquecida e continuariam em circulacdo. Como os polimeros tém pesos
moleculares diferentes e, consequentemente, exibem farmacocinéticas
diferentes, a fluorescéncia no caso do ELP foi medida 44 minutos apds a sua
injecdo, enquanto que para a poli(NIPAAmM) o intervalo de tempo foi de 26
minutos. Na figura 5 estd representado o grafico da intensidade média da

fluorescéncia observada em cada um dos grupos de ratos.*!
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Figura 5. Grafico da intensidade de fluorescéncia medida em cada grupo de
ratos, em funcéo do polimero utilizado (ELP ou poli(NIPAAm)).*!

Verificou-se que a intensidade da fluorescéncia nos grupos do ELP e
poli(NIPAAmM) aquecidos, comparativamente aos correspondentes grupos
controlo aquecidos e ndo-aquecidos, foi cerca de duas vezes superior, € no
caso do ELP essa superioridade ficou proxima dos 250%. Estes resultados
indicam que o aquecimento do tumor levou a uma significativa acumulacao dos

transportadores termossensiveis nas células cancerigenas.*"
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4.2 Sistemas de libertacdo termossensiveis com aplicadores de
hipertermia fototermal

Novas técnicas que conjugam smart polymers termossensiveis com
elementos aplicadores de hipertermia tém sido ativamente estudados pela sua
efichcia antitumoral. A hipertermia do tumor em si ndo é suficiente para
alcancar os niveis desejados de citotoxicidade cancerigena (principalmente nos
tumores mais viscerais) e até pode ser dolorosa para o paciente,® mas tem
diversos efeitos benéficos para o tratamento antineoplasico que podem ser
aproveitados quando combinados com outras técnicas: diminui a sintese de
DNA, altera a sintese proteica (incluindo a inducdo de proteinas de choque
térmico), rompe o centrossoma das células, altera a expressao dos recetores e
a ligacdo dos fatores de crescimento, e modifica a morfologia celular, entre
outros. Para além disso, a hipertermia, que geralmente atinge temperaturas
proximas dos 45 °C, aumenta o fluxo de sangue e a permeabilidade vascular
do tumor, facilitando a entrada dos farmacos nas suas ceélulas. A
implementacédo clinica do direcionamento térmico utilizando este tipo de
polimeros ndo precisa de qualquer desenvolvimento ao nivel da tecnologia de
hipertermia, jA que os protocolos de hipertermia existentes sdo consistentes
com as temperaturas que estes polimeros necessitam para se agregarem ao

tumor. !

Um estudo avaliou a capacidade antineoplasica epitelial de um sistema
de libertacdo que alia smart polymers a um agente de hipertermia. O sistema
referido era composto por uma matriz de poli(lactato-co-glicolato) (PLGA)
contendo doxorrubicina (DOX) como agente quimioterapéutico e com uma
camada superficial de ouro como aplicador de hipertermia fototermal. O ouro
tem recebido uma consideravel atencdo na area biomédica devido as suas
excelentes propriedades oticas, inércia e baixa citotoxicidade. Para aumentar a
afinidade deste sistema com as células epiteliais cancerigenas, incorporou-se
cetuximab na camada de ouro. O cetuximab € um anticorpo anti-Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), que € um recetor que existe em maior
guantidade na membrana celular das células dos tumores epiteliais
comparativamente com as células saudaveis. Para além de se ligar aos EGFR,

o cetuximab também bloqueia a produgéo destes recetores.”® !
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A incidéncia de laser NIR na zona do tumor leva & ocorréncia do efeito
Surface Plasmon Resonance (SPR) na camada de ouro, 0 que por sua vez
leva a um aumento da temperatura. A temperatura ao ultrapassar a LCST do
PLGA (45 °C) provoca a agregacao do polimero perto do tumor e facilita a
libertacdo da DOX.*®

Doxorrubicina
Cetuximab Nanoparticula PLGA
s &“5 contendo doxorrubicina
AN\ WA
"N . WA tCisteamina
§ PEG

4 £ 3~

Sistema PLGA-DOX com camada de
ouro

Re‘M Q Aﬁicula de ouro

Figura 6. Esquema de formacdo do sistema de libertacdo PLGA-DOX com

camada de ouro.?®

Na figura 6 encontra-se esquematizado o processo de formacdo do
sistema PLGA-DOX. A primeira etapa de producdo destes sistemas € a
formacdo do conjugado PLGA-DOX através de uma nanoemulsdo (emulséo
transllcida ou transparente em que as particulas tém entre 20 a 500 nm de

diametro).”®32 De seguida, o grupo carboxilo do polimero reage com cisteina
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de modo a que depois se possam ligar nanoparticulas de ouro ao grupo
sulfidrilo na extremidade da cisteina. Posteriormente, cria-se a camada de ouro
que envolve o sistema através da reducdo das particulas de ouro. Esta
estrutura permite a utilizagcdo de uma regido de infravermelho que tenha uma
absorcdo minima pela agua e hemoglobina, mas que seja suficientemente
absorvida pela camada de ouro de forma a gerar um efeito termal antitumoral
efetivo. Na figura 7 esté representado o aumento da temperatura com radiagcao
de 820 nm ao longo do tempo de uma solugéo do sistema (linha vermelha, I),
comparativamente com a agua (linha azul, 1l). A adicdo de moléculas de PEG
confere ao sistema a diminuicdo da sua eliminacdo renal, protegem-no do
sistema imunitario e possibilitam a ligacdo do cetuximab, através de uma

técnica de bioconjugacao.*6%!

Aumento da temperatura (°C)
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Figura 7. Gréafico do aumento da temperatura de uma solucdo do sistema
PLGA-DOX (I) e de outra contendo somente agua (Il), em funcdo do tempo de

iradiac&o.?®
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Na figura 8 esté representado um grafico que compara a quantidade de
DOX libertada por uma solugéo do sistema (I) exposto a radiagao de 820 nm, e
por outra solugdo do mesmo sistema mas sem irradiagao (Il). A seta verde
indica o ponto a partir do qual se iniciou a irradiacdo da solucéo I. E visivel que
a exposicao a radiagdo levou a uma maior libertacdo de DOX nos sistemas da
solucéo I, em relacédo aos sistemas presentes na solucao Il. A radiagéo IV fez

com que a temperatura da solugcdo | aumentasse mais depressa e, como
[28]

consequéncia, a LCST do PLGA foi atingida em menos tempo.

0O 24 48 72 96 120
Tempo (horas)

Quantidade acumulada de DOX libertada (ug)

Figura 8. Grafico da quantidade de DOX libertada pelos sistemas PLGA-DOX

com (I) e sem (I1) radiac&o, em fungéo do tempo.?®

Para avaliar a eficacia do direcionamento celular dos sistemas para as
células de tumores epiteliais, fez-se um ensaio (figura 9) utilizando o PLGA-
DOX conjugado com cetuximab (I), tendo como controlo o PLGA-DOX
conjugado com um anticorpo irrelevante, a imunoglobulina G (ll). Utilizaram-se
duas linhas de células: as A431, que expressam uma grande quantidade de

EGFR, e as MCF7 que, ao contrario das A431, expressam pouco EGFR. A
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analise por citometria de fluxo mostrou que as células A341 exibiram uma
intensidade de fluorescéncia quase seis vezes superior a das células MCF?7,
resultado que é consonante com a diferenca na quantidade de expresséo de
EFGR nas duas linhas de células. J& os sistemas de controlo com IgG, devido
a sua inespecificidade em relacao as células cancerigenas, mostraram valores

de fluorescéncia insignificantes.®
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Figura 9. Gréfico da intensidade de fluorescéncia medida nas células A431 e
MCF7 apds a administracdo de sistemas PLGA-DOX-cetuximab (I) e PLGA-
DOX-IgG (I1).?®

Outro estudo utilizou sistemas compostos por ouro e poli(NIPAAmM)
contendo DOX. O método de atuacéo deste sistema € bastante semelhante ao
do sistema PLGA-DOX e esta representado na figura 10. O ouro absorve a
radiacdo NIR e converte-a em calor, que a partir dos 39 °C provocara o colapso
das cadeias poliméricas da poli(NIPAAmM) que cobrem as placas de ouro. Este
colapso ira expor 0s espacos existentes entre as placas de ouro e por ai se ird

libertando a DOX contida no sistema. O fim da exposicéo a radiacdo NIR leva a
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que a temperatura desca, as cadeias poliméricas regressam a sua
conformacao natural, os poros voltam a ficar obstruidos e a libertacdo de DOX
cessa. O pico de absorcédo destes sistemas situa-se nos 354 nm.!

laser ligado " e
- 9
< ¢ °
laser desligado o o
0" ’ o

Figura 10. Esquema demonstrativo do processo de libertacdo de farmaco nos

sistemas ouro-poli(NIPAAm) quando expostos a radiacédo NIR.?3

Para testar a capacidade de controlo da libertacdo de DOX destes
sistemas, fez-se um ensaio in vitro com células de um tumor mamario. Com o
aumento do tempo de irradiacdo, observou-se um maior niumero de células
tumorais mortas devido a crescente libertacdo de DOX (figura 11). Em
comparacdao, a irradiacdo com laser na amostra C-1, com a auséncia de ouro
na constituicdo dos sistemas, ndo teve essencialmente nenhum efeito na
viabilidade celular. A irradiacdo com laser na amostra C-2, com a presenca de
ouro na estrutura dos sistemas mas sem DOX, elevou a temperatura até aos
45 °C e resultou num leve decréscimo da viabilidade celular. Este decréscimo

provavelmente se deveu & acdo exclusiva do efeito fototermal.!**!
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Figura 11. Viabilidade celular de amostras de células de tumor maméario
sujeitas a diferentes tratamentos: (C-1) células irradiadas com laser NIR
durante 2 minutos na presenca de sistemas sem ouro; (C-2) células irradiadas
com laser NIR na presenca de sistemas com ouro e sem DOX; (2/5 min)
células irradiadas com laser NIR durante 2 e 5 minutos na presenca de

sistemas com ouro e DOX.B3

4.3 Sistemas de libertacdo termossensiveis controlados por High-

intensity Focused Ultrasounds

Para além de ser um aplicador de hipertermia fototermal, o ouro também
pode ser utilizado em conjunto com smart polymers termossensiveis na criacao
de sistemas cuja libertacdo de farmaco seja controlada pela aplicacdo de
ultrassons de alta intensidade (HIFUs). A utilizacdo de HIFUs tem sido alvo de
um grande interesse da investigacdo médica durante décadas, e o facto de ser
uma técnica minimamente invasiva torna-a bastante atrativa para o tratamento
do cancro.®™ Ao contrério das terapias de radiacdo convencionais, ndo existe
uma dose maxima cumulativa para os ultrassons focalizados, de modo que
este tratamento pode ser repetido até o tumor ser destruido. Por causa da
acumulacéo significativa de energia acustica no ponto de aplicacdo dos HIFUSs,

a temperatura sobe rapidamente, provocando a necrose das células tumorais
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do tecido alvo e permitindo que haja libertacdo de farmaco na regido atingida
com efeitos secundarios minimos para os tecidos circundantes. A dose
libertada pode ser controlada a distancia pela regulacdo da intensidade dos
HIFUs e/ou a duracédo da exposicdo.B!

Realizou-se um estudo da libertagcdo controlada por HIFUs de sistemas
compostos por placas de ouro porosas, cobertas pelo copolimero poli(NIPAAmM-
co-Aam) e contendo o corante rodamina 6G (R6G) no seu interior. O polimero
utilizado tinha uma LCST de 38,5 °C, que se situa entre a temperatura
fisiologica (37 °C) e a temperatura de hipertermia (45 °C). A R6G € bastante
semelhante a DOX no que concerne ao peso molecular a as cargas da
superficie. Como tem um forte pico de absor¢cdo nos 527 nm, a libertacdo da
R6G pode ser monitorizada por um espectro UV-vis dos sobrenadantes apos a
centrifugacéo das solu¢des contendo os sistemas. Para carregar o corante, 0s
sistemas foram adicionados a uma solucdo aquosa de R6G e agitados a 42 °C
durante uma noite. Depois, a suspenséao foi arrefecida rapidamente com um
banho de gelo para que o polimero voltasse a sua conformacéo inicial,
obstruisse os poros das placas de ouro e mantivesse a rodamina dentro dos

sistemas. !

Apés a medicdo da absorvancia da R6G libertada pelos sistemas
guando aquecidos a 40 °C e irradiados pelos HIFUs, determinaram-se as
exatas concentracbfes de R6G libertada em funcdo do tempo através da
utilizacdo de uma curva de calibracdo preparada separadamente para o
mesmo corante (figura 12). Houve uma maior libertacdo de rodamina nos
sistemas irradiados, comparativamente aos sistemas que foram aquecidos
convencionalmente. A concentracdo de R6G libertada ap6s 5 minutos de
exposicado aos HIFUs rondava os 2,15 uM, enquanto que com o agquecimento
convencional essa concentracdo s6 foi atingida apdés 20 minutos. Ainda,
guando os HIFUs foram utilizados para provocarem a libertacdo, maior parte da
R6G foi libertada ao fim de 10 minutos. A concentracdo de R6G libertada
aumentou apenas 0,1 uM entre os 10 e os 20 minutos, e basicamente néo se
alterou apés os 20 minutos. A maior libertacdo de rodamina dos sistemas
irradiados deve-se ao facto de os HIFUs gerarem mais calor que as técnicas de

aguecimento convencionais, e assim 0 copolimero mantém-se contraido

[30]



durante mais tempo, conservando 0s poros entre as placas de ouro

desobstruidas ao longo de um maior periodo de tempo e, consequentemente,

libertando mais R6G.B!
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Figura 12. Grafico da concentracdo de R6G libertada pelos sistemas

aquecidos convencionalmente e irradiados com HIFUs, em funcédo do tempo.?"

A precisdo da libertacdo destes sistemas foi avaliada através da
utilizacdo de uma solucdo constituida por gelatina e sistemas carregados com
R6G. Esta mistura foi colocada em caixas de Petri para formar uma camada de
gelatina uniforme com tom azul-escuro, cor atribuida pela presenca dos
sistemas.Y A figura 13A mostra uma imagem de microscopia de fluorescéncia
de uma camada de gelatina antes de ser irradiada e que serviu como controlo.
A rodamina encapsulada nado fluoresceu devido ao efeito de extincdo das
placas de ouro envolventes. As figuras 13B e 13C mostram duas imagens de
microscopia de fluorescéncia das camadas de gelatina apdos a exposicao
focalizada de HIFUs de 10 W durante 2 e 20 minutos, respetivamente. Pode-se

observar que apenas uma pequena area a volta do ponto de aplicacdo dos

[31]



ultrassons apresentou libertagdo da R6G. A intensidade da fluorescéncia do
corante libertado foi maior ao fim de 20 minutos, como era esperado. O padrao
de libertacdo da rodamina em cada imagem foi quase circular, sugerindo a
ocorréncia de difusdo da R6G e a dissipacdo de calor a partir do ponto de
aplicacdo dos HIFUs. A figura 13D mostra a meédia de intensidade de
fluorescéncia da R6G em funcao do tempo, e utilizando HIFUs de 6, 8 e 10 W.
Os dados foram calculados a partir das imagens de fluorescéncia. A
fluorescéncia da imagem 13A foi considerada como padréo, e a intensidade de
fluorescéncia das outras imagens foi obtida eliminando a fluorescéncia padrao
e fazendo uma estimativa em relacdo a fluorescéncia dos pixeis restantes. A
intensidade da fluorescéncia aumentou com a duracdo do tempo de exposicao
aos HIFUs e, para os mesmos tempos de exposi¢cdo, a intensidade da

fluorescéncia cresceu com o aumento da poténcia dos ultrassons.*!
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Figura 13. Imagens de microscopia de fluorescéncia da mistura de gelatina
com sistemas carregados com R6G antes (A) e depois (B,C) da exposicdo a
HIFUs a uma poténcia de 10 W durante 2 e 20 minutos, respetivamente. A
barra de escala corresponde a 500 um e aplica-se a todas as imagens. (D)
Grafico da média de intensidade de fluorescéncia da R6G libertada em funcéo
do tempo, calculada através de imagens de fluorescéncia da gelatina apés
exposicdo a HIFUs durante diferentes periodos de tempo (2, 5, 10 e 20

minutos) e com diferentes poténcias (6, 8 e 10 W).*!
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5. Sistemas de libertacao auto-regulados: smart
polymers sensiveis ao pH

Smart polymers sensiveis ao pH sdo usados para produzir sistemas
libertadores de farmaco que séo estaveis quando se encontram em circulacdo
ou nos tecidos normais, mas que se degradam e libertam o farmaco em tecidos
com pH mais acidico, como os tumores. Num individuo saudavel, o pH corporal
€ mantido em torno de 7,4. No entanto, existem diversos mecanismos capazes
de modular o pH do corpo, desde a acidificacdo do trato gastrointestinal até a

acao catalitica dos lisossomas e endossomas ao nivel celular.?”

Comparativamente com as células saudaveis, o0 meio extracelular das
células cancerigenas € geralmente mais acidico. Esta acidez deve-se as
grandes necessidades energéticas das células cancerigenas e a ja referida
circulacdo sanguinea nos tumores, que €, por regra, desigual e com baixa
pressdao sanguinea. A ma circulacédo leva a que o fornecimento de oxigénio
para as células tumorais seja baixo e, consequentemente, obriga a que estas
células recorram mais regularmente a fermentacéo lactica para a producédo de
energia. O &cido lactico produzido dissocia-se em H* e ido lactato, e o H* é
bombeado em grandes quantidades para o meio extracelular. A circulacdo
lenta acaba também por favorecer a acumulacdo dos metabolitos acidos no
exterior das células tumorais. Todos estes fatores levam a que o pH do meio
extracelular nos tumores varie entre os 5,7 e os 7,8, enquanto que o pH celular

médio do corpo humano se fixa nos 7,4.12734353¢l

Os smart polymers sensiveis ao pH utilizados no tratamento do cancro
devem ter uma estreita faixa de valores de pH que suscite as alteracdes das
suas propriedades fisicas. Caso contrario, esses mesmos polimeros podem
induzir toxicidade severa causada pela libertacdo excessiva e deslocalizada do
farmaco, ou invalidarem a eficacia da terapéutica por ndo serem capazes de
libertar a quantidade certa de farmaco no tecido alvo.””) Neste género de
sistemas € usual o farmaco estar contido numa micela. As micelas tém

propriedades fusogénicas que Ihes conferem a capacidade de se fundirem com
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a membrana endossomal quando expostas ao pH baixo, e assim aceder ao
citoplasma mais facilmente. Este fenomeno tornou-se um pretendido meio de
libertacéo intracelular apos o estudo de varios virus que aproveitavam a acidez
dos endossomas para infetar células. No lugar das micelas podem também ser
utilizados lipossomas. Contudo, a maioria dos farmacos antineoplésicos séo
hidrofébicos e assim ficam melhor solubilizados no interior das micelas, que
também é hidrofébico. Os lipossomas sao preferencialmente usados no
transporte de farmacos hidrofilicos, como proteinas, péptidos e &cidos

nucleicos.[t>17:19:361

5.1 Estratégias de atribuicdo de sensibilidade ao pH a sistemas de
libertacdo de farmaco

Existem duas estratégias regularmente usadas para conferir
sensibilidade ao pH a um sistema de libertacdo de farmaco. A primeira passa
por utilizar um polimero que crie uma ligacdo labil em meio acido com o
farmaco ou a micela que o contém, a outra € uma estratégia nao-covalente
envolvendo smart polymers suscetiveis de serem protonados. A sensibilidade
ao pH pode resultar da criagdo de uma ligacdo polimero-farmaco facilmente
guebravel quando exposta a acidez caracteristica do meio extracelular tumoral.
Esta rutura cria uma modificacdo covalente no sistema que leva a uma grande
libertacdo do agente terapéutico. A principal desvantagem deste método é o
requerimento de grupos funcionais no farmaco que possam ser covalentemente
modificados, o que limita o alcance deste método jA que nem todos os
farmacos se conseguem conjugar desta forma com o polimero.B% As
utilizacbes mais eficazes das ligacdes labeis em meio acido tém sido na
conjugacéao direta da DOX com acido polilactico (PLA) através de hidrazonas
ou cis-acotinil. As ligacdes de cis-acotinil libertam dez vezes mais farmaco em
pH 5.0 comparativamente com o pH 7.0, enquanto que no caso das ligacbes de
hidrazona esse aumento apenas € quadruplicado. No entanto, a quebra do cis-
acotinil pode alterar quimicamente o farmaco, enquanto que a hidrazona se
degrada completamente e liberta o farmaco sem o modificar. Posteriormente

tomou-se uma nova abordagem que consistiu na conjugacéo de DOX com um
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copolimero de PEG-poliaspartato (PEG-pAsp) através de ligacdes hidrazona. O
copolimero em si € hidrofilico, mas a ligacdo da DOX aos grupos aspartato
induz hidrofobicidade nos segmentos pAsp. Estes sistemas praticamente n&o
libertaram DOX a pH 7.0, mas apds 48h em solucédo a pH 5.5 libertaram 25%
do farmaco. A pH 3.0 observou-se através de HPLC uma libertacdo quase
completa da DOX. Estudos de biodistribuicAo mostraram que embora somente
2% do farmaco livre se deposita no tumor, a encapsulacdo da DOX numa
micela aumentou este valor para 10%. O uso de micelas favoreceu também a

tolerancia para com o farmaco, que passou de 15mg/kg para 40mg/kg.*

O outro método mais frequentemente utilizado para conferir
sensibilidade ao pH consiste na presenca de grupos ionizaveis dentro do
polimero que alterem a sua conformagdo ao serem protonados. Este fendmeno
ocorre quando estes grupos sédo expostos a valores de pH abaixo do seu pKa.
Os grupos ionizaveis mais utilizados nesta estratégia sdo o acido carboxilico,
amina, azo-compostos, acido fenilborénico, imidazol, piridina, sulfonamida ou
tiol. A protonacéo destes grupos leva a entrada no sistema de contra-ibes que
irdo neutralizar a carga do polimero, gerando-se assim um gradiente osmotico
gue favorece a entrada quase simultanea de moléculas de agua para o interior
do sistema. Este aumento do volume hidrodindmico, juntamente com as forcas
eletrostaticas repulsivas entre as cadeias ionizadas do polimero, leva a
expansao do polimero e a gradual passagem do farmaco para o meio exterior.
Se na altura da protonagcdo o sistema se encontrar dentro de uma vesicula
endossomal, a expansao do polimero podera romper o endossoma e langar o
farmaco no citoplasma antes deste ser degradado pela acidez
endossomal.?’*"%! Este facto, juntamente com as propriedades fusogénicas
das micelas, reduzem a probabilidade de contacto do farmaco com as P-gp e
assim possibilitam o contorno dos mecanismos de MDR das células tumorais.
Muitos dos agentes antitumorais perdem a sua eficacia devido ao efeito MDR
nas células tumorais. Além disso, a libertacdo prematura do farmaco no sangue
pode levar a ocorréncia de efeitos colaterais e compromete a sua concentracéo
nos tecidos alvos. ApGs a identificacdo das P-gp como sendo a principal causa
dos efeitos de MDR nas células in vitro e da descoberta do verapamil como

inibidor das P-gp, varios esfor¢cos tém sido feitos na pesquisa de moduladores
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da atividade das P-gp que tenham grande afinidade mas sem desregularem as
funcdes bioldgicas. Vérios reguladores das P-gp tém sido sintetizados atravées
da modificacdo quimica de outros farmacos, como o ja referido verapamil, a
ciclosporina A e a glibenclamida. Contudo, o efeito MDR é multifacetado e a
inibicho das P-gp por si s6 ndo € tdo efetiva quanto o previsto. Como
alternativa aos moduladores da P-gp, tem-se estudado a utilizacdo destes
sistemas compostos por micelas e smart polymers sensiveis ao pH
endossomal, que se tém mostrado eficientes no tratamento de células tumorais
com MDR. A sensibilidade ao pH endossomal e atividade de escape
endossomal do polimero permite a libertacdo do agente quimioterapéutico no
citoplasma, fugindo assim aos mecanismos de sequestracdo das células com
MDR. Estes sistemas demonstraram ter um nivel de citotoxicidade contra as
células MDR similar a citotoxicidade da DOX livre contra as células tumorais

sem MDR.F7: 39

Um dos smart polymers utilizado no design de sistemas micelares com
sensibilidade ao pH endossomal é a poli(NIPAAmM). Apesar de a poli(NIPAAmM)
ser mais conhecida pela sua termossensibilidade, a incorporacdo de grupos
hidrofébicos na sua cadeia, como o acido undecandico, alteram a sua LCST ao
ponto de lhe conferirem sensibilidade a acidez. A pH fisiologico, o acido
undecanoico é desprotonado e a LCST do polimero resultante atinge um valor
proximo dos 38 °C, ficando assim acima da temperatura corporal. Contudo, a
pH 4.5 o acido é neutralizado e a LCST da poli(NIPAAm) baixa para os 29 °C,
tornando-a hidrofébica quando exposta a acidez endossomal. Micelas
poliméricas contendo DOX foram testadas e libertaram trés vezes mais

farmaco quando expostas a pH 6.6, comparativamente com o pH fisiol6gico.®

5.2 Sistemas de libertacdo de farmaco com sensibilidade ao pH de

duplo direcionamento

Numa tentativa de contornar simultaneamente os obstaculos a libertacéao
localizada dos farmacos, provocados pela MDR e pela heterogeneidade dos
tumores, nos dltimos tempos tem-se procurado criar sistemas de libertacao que

interajam com o baixo pH extracelular caracteristico dos tumores, e que sejam
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também capazes de romper os endossomas e langar o farmaco no citoplasma.
Este interesse levou ao desenho de sistemas de duplo direcionamento, que
sdo micelas poliméricas com ligandos em que o posicionamento destes ultimos

na superficie do sistema seja controlado pelo pH do meio.™*? 3

Na figura 14 estad representado um exemplo de um mecanismo de
atuacdo dos sistemas de libertacdo sensiveis ao pH de duplo direcionamento.
O sistema (1) é composto por uma micela (ou lipossoma) com smart polymers
sensiveis ao pH na sua estrutura e contendo o farmaco no seu interior (2). Na
superficie do sistema estdo presentes os ligandos (3), que permitem a sua
conexao as células, e uma camada de polimeros (4) que estao unidos ao resto
do sistema por ligacdes sensiveis ao pH extracelular tumoral (5). Enquanto
estd em circulacdo, os ligandos estao estericamente protegidos pelas cadeias
poliméricas e o sistema com o tempo vai se depositando no tumor devido ao
efeito de EPR. Dentro do tumor, o baixo pH provoca o destacamento dos
polimeros e expde os ligandos, que se vao conectar as células tumorais e
possibilitar a entrada do lipossoma por endocitose. Ja dentro da célula, a
acidez do endossoma ira destabilizar a membrana da micela ou do lipossoma e

o farmaco sera lancado directamente para o citoplasma. "
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Figura 14. Esquema de representacao da ligacdo as células alvo dos sistemas

poliméricos de libertacédo sensiveis ao pH de duplo direcionamento.™”
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Um estudo testou a afinidade para com as células cancerigenas e a
capacidade antitumoral de sistemas sensiveis ao pH de duplo direcionamento.
Os sistemas consistiam numa micela envolta em duas cadeias poliméricas:
uma constituida por poli(L-histidina) (poliHis) ligada a PEG e outra composta
por PLA-b-PEG-b-poliHis-biotina (figura 15). O bloco de poliHis mais curto
desta dltima cadeia esta localizado entre o nucleo hidrofébico do PLA/poliHis e
a camada hidrofilica de PEG devido ao facto de estar ligado a biotina que, tal
como a camada de PEG, é hidrofilica. Isto faz com que o PEG ligado ao bloco
curto de poliHis se encontre fletido e a biotina permaneca debaixo de camada
de PEG. Como resultado, a micela mantém-se estavel acima do pH 7.2 e com
a biotina encoberta. ** *¥! Contudo, & medida que o pH vai baixando a partir dos
7.2, a poliHis vai se ionizando. Devido a sua maior exposicao, o bloco curto de
poliHis é o primeiro a ionizar-se e a sua ionizagdo vai enfraquecendo a sua
interacdo hidrofébica com o nucleo do sistema. Este enfraguecimento leva a
gue a cadeia PEG-b-poliHis-biotina se expanda, expondo a biotina fora da
camada de PEG. O pH 7.0 parece ser o0 ponto critico para esta expansao,
como ficou demonstrado pela turvacdo pH-dependente de uma solucéo
contendo este sistema e avidina, que € uma proteina tetramérica com quatro
locais onde a biotina se pode ligar. Com a diminuicdo do pH da solucao, a
transparéncia relativa da solucéo vai se reduzindo gradualmente até aos 10%
num intervalo de pH entre 6.0 e 6.8. Este fenGmeno € atribuido a ionizacédo da
poliHis do nucleo e subsequente destabilizacdo da membrana da micela
causada pela saida do seu interior da poliHis ionizada. Em suma, quando o pH
do meio é ligeiramente inferior a 7.4, como no caso do pH extracelular tumoral,
a biotina é exposta a superficie micelar e pode interagir com as células, o que
facilita a endocitose mediada pelos recetores da biotina. Quando o sistema se
encontra numa vesicula endossomal, em que o pH é inferior a 6.5, a micela
destabiliza e provoca a disrupcdo da membrana endossomal, seguindo-se uma

elevada libertagdo de farmaco diretamente no citoplasma.!*? 3
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Figura 15. Diagrama esquematico representando o conceito central do

posicionamento da biotina no sistema, em funcdo do pH do meio.>?

Apés comprovar a viabilidade destes sistemas, substituiu-se a biotina
pelo gene Trans-Ativador da Transcriptase do HIV (TAT). O TAT € um péptido
de penetracdo celular ndo-especifica que tem uma forte capacidade de
translocar micelas poliméricas para o interior das células. Na figura 16 esta
representada a percentagem de micelas poliméricas-TAT captadas por células
da linhagem MCF-7 provenientes de um tumor mamario em funcdo do tempo.
A pH 7.0 a captacao destes sistemas mostrou um aumento de trinta vezes em
comparacdo com a percentagem de captacdo observada a pH 7.4, o que
provavelmente se deve a expressao parcial do TAT na superficie micelar. A pH
6.8 esse aumento foi setenta vezes maior, o0 que indica que o TAT exposto na
superficie micelar interagiu com as células. Estes sistemas provaram ser
bastante efetivos para varios tumores soélidos, incluindo os que séo resistentes
aos farmacos, e prevé-se que venham a substituir as tecnologias de
direcionamento da libertacdo de farmaco a base de anticorpos e outros

ligandos.[*? 39!
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6. Terapia génica: utilizacao de smart polymers no
fabrico de vetores

A terapia génica tornou-se uma técnica promissora no tratamento do
cancro. Define-se como sendo a técnica que visa curar doencas genéticas
fornecendo ao doente uma cOpia correta do gene defeituoso ou incorporando
material genético que reduza a sua expressao. Doencas genéticas humanas
resultam de mutacdes ou delecdes de genes que levam a diminui¢do das vias
metabdlicas normais, desajuste dos ciclos celulares ou disfuncdes
ligando/recetor. A ideia de adicionar a sequéncia de genes correta a células

mutadas ¢é viavel e pode potencialmente levar a cura da doenga.***"

~

As células cancerigenas séo resistentes a apoptose e continuam a
multiplicar-se de uma forma desregulada. Esta desregulacdo deve-se a
mutacdes no DNA, superexpressao de genes codificantes de proteinas que
promovem o crescimento celular, ou decréscimo da expressao dos genes que
codificam proteinas que controlam e inibem esse mesmo crescimento. Os
tratamentos  antineoplasicos  convencionais  (cirurgia,  quimioterapia,
radioterapia) tém as suas vantagens mas também possuem desvantagens,
como a limitada especificidade, a ocorréncia de efeitos secundarios e o risco de
recidivas devido a erradicacdo incompleta do cancro. Estas limitacOes
demonstraram a importancia de desenvolver terapias alternativas que sejam

efetivas, especificas e com o minimo de reacdes adversas.*%

As terapéuticas que incluem acidos nucleicos sédo de dificil execucéo
devido a biodegradacédo que os mesmos enfrentam até chegarem ao seu alvo.
Torna-se assim necessaria a utilizacdo de vetores que facam o transporte
intracelular e direcionado da informacédo genética. Um vetor ideal deve manter
a estabilidade dos acidos nucleicos, deve ser capaz de libertar a sua carga
genética nas células-alvo com grande especificidade e eficacia e a sua

administragéo repetida deveréa ter o minimo de toxicidade. "%
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6.1 Vetores genéticos virais e sintéticos: vantagens e desvantagens

Os primeiros ensaios no ambito da terapia génica utilizaram vetores
virais como transportadores dos transgenes. Os virus sdo vetores genéticos
bastante eficazes. Varios tipos de virus tém a capacidade de encontrar
determinadas populacdes de células, ou mesmo alguns bioligandos podem ser
anexados as suas superficies para uma libertacdo mais especifica e eficaz. Os
virus tém desenvolvido um particular conjunto de processos para a distribui¢cao
do DNA nas células e até mesmo nos seus nucleos. No entanto, a morte de um
paciente tratado com este tipo de vetores levantou sérias preocupacdes em
relacdo a sua seguranca e levou a reconsideracfes quanto ao seu uso em
ensaios clinicos nos humanos. Um dos fatores de risco dos vetores virais € o
facto de por vezes integrarem o seu DNA no genoma do hospedeiro, alterando-
0 permanentemente. Isto pode levar a ativagdo de oncogenes ou a inativacao
de genes supressores de tumores. Os vetores virais sdo também limitados no
tamanho da sua carga genética, tém altos custos de producédo e um perfil de
toxicidade inerente que pode levar a inflamacao e imunogenicidade. Face a
estas condicionantes, a utilizacdo de materiais sintéticos na construcdo de
vetores genéticos foi ganhando forca. Os vetores sintéticos atualmente
disponiveis sdo menos eficientes no transporte de genes do que os vetores
virais. Por outro lado, tém uma relativa baixa imunogenicidade, menores custos
de producéo e podem ser facilmente moldados. Estas caracteristicas levam a
gue os vetores sintéticos sejam encarados como boas alternativas para a

terapia génica.*

Os vetores sintéticos podem ser formulados a partir da conjugacéo de
acidos nucleicos (geralmente DNA plasmidico (pDNA) ou RNA de interferéncia
(IRNA)) com lipidos cationicos, formando lipoplexos, ou com polimeros
cationicos, formando poliplexos. Os radicais carregados positivamente do vetor
sintético interagem com os grupos fosfato carregados negativamente do
material genético, resultando na formacdo de poliplexos carregados
positivamente (figura 17). A conjugacdo com ligandos reduz a possibilidade dos
poliplexos interagirem com outras células que ndo sejam células-alvo.*® O
pDNA é empregue quando se pretende a substituicdo de um gene considerado

defeitoso por um outro que funcione corretamente. JA o iRNA é utilizado na
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supressao da expressédo de um determinado gene que, por exemplo, promova
o crescimento tumoral ou o desenvolvimento de metédstases. Resulta da acéo
catalitica da enzima Dicer sobre o RNA de dupla fita (AsRNA, double-stranded
RNA) e € responsavel pela ativagcdo do complexo ribonucleoproteico RNA-
induced silence complex (RISC). O RISC depois liga-se ao RNA mensageiro
(mRNA) analogo ao iRNA e procede a sua clivagem, produzindo duas
moléculas de mRNA diferentes da original. (figura 18).1%% 43!

pDNA (ou siRNA) Polimero catiénico + ligandos Poliplexo

Figura 17. Esquema do processo de formacéo de poliplexos.*”
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genética.!

O mecanismo de acdo dos poliplexos é feito por varias etapas. O facto
de estarem carregados positivamente faz com que sejam atraidos
eletrostaticamente pela superficie celular carregada negativamente, que é
constituida por moléculas como proteoglicanos, e entram na célula por
endocitose, fagocitose ou pinocitose. A interacdo destes complexos com a

superficie celular e a entrada nas células sdo as primeiras barreiras que tém de

[45]



ser superadas. Depois, 0s poliplexos precisam de ser libertados pelos
endossomas, devem migrar em direcdo ao nucleo e o DNA libertado
intracelularmente deve penetrar a membrana nuclear e atingir o nucleo, onde
sera transcrito. Na figura 19 estd representado um esquema que ilustra os
processos celulares que envolvem os poliplexos, desde a entrada do complexo
na célula & chegada do material genético ao nucleo.*"
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Figura 19. Esquema da entrada e processamento celular dos poliplexos.*”!

A administracdo de poliplexos pode ser feita por via topica ou por via
sistémica. A aplicacdo tdpica esta limitada a apenas alguns tipos de tumores,
como 0s melanomas. Ja a administracdo sistémica de genes € vista como
sendo mais eficiente, mas neste tipo de administracdo os complexos tém de
resistir as condicionantes da circulacdo sanguinea. O tamanho das particulas
pode contribuir para o sucesso da distribuicdo dos complexos, especialmente

nos casos de circulagdo sanguinea de longa duracdo. Os complexos ndéo
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devem interagir com os componentes do sangue e devem manter-se estaveis
sob condic¢des fisiologicas. Também deve ser tido em conta a probabilidade de
os poliplexos interagirem com componentes da matriz extracelular ou com
material celular necrotico, o que se pode traduzir numa diminuicdo da eficacia

da transfec&o.”

Uma das limitagBes dos vetores sintéticos (como os poliplexos) é a sua
toxicidade, e por isso uma grande parte do estudo destes vetores tem como
finalidade o desenvolvimento de transportadores cada vez menos toxicos.
Outra questdo importante na arquitetura dos vetores sintéticos é a absoluta
necessidade de estes libertarem com seguranc¢a o seu conteldo no citoplasma.
Os poliplexos tém uma elevada eficacia nos processos de entrada na célula e
de libertacdo endossomal, devido a sua estrutura que comprime o pDNA e
forma complexos pequenos e compactos. No entanto, isto torna-se uma
desvantagem na etapa seguinte, em que o vetor deve libertar o material
genético no citoplasma para que a transcricdo e a expressao dos genes se
inicie. Estudos demonstraram que € praticamente impossivel que um vetor se
conjugue com material genético formando um complexo que seja coeso, e ao
mesmo tempo, facil de dissociar. Contudo, este modelo pode ser conseguido
utilizando vetores que possuam simultaneamente duas funcdes contrarias: a
formacédo de complexos que evitem a degradacdo do material genético e que
confiram uma elevada taxa de entrada na célula, e a capacidade de
responderem a introducdo de um determinado estimulo que irA maximizar a
dissociacdo do complexo e a libertacdo do material genético. Para isso €
necessaria a utilizacdo de materiais estimulo-sensiveis na construcdo dos

vetores, como os smart polymers.[*!

Um dos primeiros smart polymers a ser utilizado na terapia génica foi a
poli(L-lisina) e os seus analogos poli(a-[4-aminobutil]-L-glicolato) (PAGA) e
éster de poli(4-hidroxi)-L-prolina. A arquitetura destes polimeros é composta
maioritariamente por ligaces hidrolisaveis que podem ser quebradas por acao
enzimatica ou quimica, o que os torna facilmente degradaveis e contribui para
a sua relativa baixa citotoxicidade. No entanto, estes compostos apresentam
baixos niveis de transfecdo que resultam da sua célere hidrolizacédo, seguida

de uma rapida remocgdo da circulagdo sanguinea. Devido a este motivo,
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depressa se procurou o desenvolvimento de um outro vetor ndo-viral que fosse
mais eficiente na transfecdo. Uma das solugbes encontradas foi a
polietilenoimina (PEI) que, devido as suas caracteristicas unicas, se tornou no

polimero mais estudado e utilizado no ambito da terapia génica.* *°!

6.2 A polietilenoimina no fabrico de vetores genéticos

A PEI é solavel em 4gua e a sua estrutura pode ser ramificada ou linear
(figura 20). Dado o sucesso nos estudos de transfe¢cdo, a PEI ramificada é a
forma padrdo da PEI utilizada em terapia génica. Esta consiste em trés
subunidades: uma unidade dendritica, duas unidades lineares e uma unidade
terminal, e cada uma destas subunidades consiste numa amina primaria,
secundaria ou terciaria ligada a um grupo etileno. Desde o primeiro relato da
utilizacdo da PEI como vetor ndo-viral que tém existido varias pesquisas
focadas nos diferentes aspetos dos sistemas com PEI, como a sua qualidade
de agente tamponante, peso molecular, ramificacdo e as suas alteracdes
estruturais provocadas por determinadas reacdes. Ja existe uma consideravel
variedade de vetores com PEI disponiveis comercialmente, o que torna a PEI

num material barato para a realizagéo de estudos genéticos.*!
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PEl ramificada PEl linear

Figura 20. Estrutura da PEI ramificada e linear.!*®
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A presenca de grupos amino na estrutura da PEIl conferem-lhe uma
elevada densidade de carga catidnica, que por sua vez leva a que este
polimero tenha uma elevada afinidade para com as cargas negativas do
material genético. As cargas catiénicas também se refletem na vasta gama de
valores de pK, e, consequentemente, na notavel capacidade de tamponamento
gue a PEI possui. Esta capacidade tamponante faz com que a PEI liberte o
material genético quando exposta a meios acidos, como o interior dos
endossomas. Os seus grupos amino atuam como “esponjas” de protdes dentro
da vesicula endossomal, levando a uma dilatacdo osmética que rompera a
membrana endossomal e langcard o material genético no citoplasma. A
destruicdo da membrana endossomal também se deve a interacdo direta entre
as cargas positivas da PEIl e as cargas negativas da membrana. A elevada
densidade cationica é igualmente responsavel pelo perfil toxico da PEI, pois as
cargas positivas podem causar a sua agregacao e reacdes inespecificas com
componentes do sangue. Outra desvantagem da PEI é a sua dificil eliminagéo
e metabolizacdo. Tudo isto pode levar a uma indesejada acumulacdo dos

poliplexos no interior dos 6rgéos. %!

A toxicidade da PEI foi um dos motivos que levou a realizacdo de um
estudo que sintetizou um poliplexo resultante da conjugacédo de PEI com PEG
com o objetivo de avaliar a sua eficacia de transfecédo de iRNA da glicoproteina
CD44v6. A CD44v6 é uma isoforma da glicoproteina recetora do hialuronato
CD44, e tem um papel importante na progressao do tumor e das metastases do
cancro gastrico. A adicdo de PEG aumenta a solubilidade dos poliplexos
contendo PEI e diminui a sua interacdo com as proteinas plasmaticas, sem

alterar a eficacia de transfecdo da PE|.1*®!

O primeiro teste realizado foi a avaliacéo da citotoxicidade dos poliplexos
PEG-PEI, comparativamente com poliplexos contendo apenas PEI. Para este
efeito, incubaram-se células SGC7901 em diferentes concentracbes de PEG-
PEI e PEI durante 48 horas, e mediu-se a viabilidade celular através de um
ensaio de reducdo de MTT. Este método avalia a atividade metabdlica das
células quantificando a reducdo metabdlica do brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) por desidrogenases associadas ao NADPH

e ao NADH, no que resulta a producao de cristais de formazano, intensamente

[49]



coloridos, no interior das células. Estes foram depois extraidos e dissolvidos
com dimetilsulfoxido (DMSO), o que permitiu a sua quantificacdo através de
espetrofotometria. Células incubadas sem qualquer tratamento foram
consideradas como grupo controlo e os seus valores de viabilidade celular
foram estabelecidos como sendo 100%. Na figura 21 esta representado um
grafico que relaciona a citotoxicidade de cada poliplexo em funcdo da sua
concentracdo. Até a concentracdo de 100 pg/mL, a viabilidade das células
tratadas com poliplexos PEG-PEI foi sempre superior aos valores de
viabilidade celular dos poliplexos PEI, o que significa que os poliplexos PEG-

PEI s&0 menos citotoxicos que os poliplexos contendo apenas PEI. ¢!
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Figura 21. Grafico da viabilidade celular das células SGC7901 tratadas com 0s

poliplexos PEG-PEI e PEI, em funcéo da concentracéo de poliplexo.*®

Posteriormente fez-se um ensaio de transfecéo in vitro, cujos resultados
estdo dispostos na figura 22. Utilizou-se iRNA marcado com
carboxifluoresceina na formacao dos poliplexos, e a eficacia de transfecao foi
avaliada recorrendo a um microscopio de fluorescéncia e a uma citometria de

fluxo em células SGC7901. Poliplexos de PEI e lipoplexos contendo
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Lipofectamina 2000 (liposoma cationico utilizado como vetor na terapia génica
e representado na figura 22 como “lipo”) foram usados como controlos
positivos. Neste ensaio utilizaram-se poliplexos de PEG-PEI com diferentes
racios de N/P, ou seja, com diferentes quocientes de carga tedricos entre 0s
grupos amino dos poliplexos PEG-PEI e os grupos fosfato do iRNA. Verificou-
se que quanto maior o valor de N/P do poliplexo, maior a eficacia de
transfecdo. Isto se deve ao facto de que quanto maior o nUmero de grupos
amino, maior ira ser a afinidade do polimero com o material genético, o que
levara a formacdo de complexos em que o iRNA ficard mais protegido da
degradacdo enzimética. Os poliplexos PEG-PEI com valor de N/P 15 e 30
revelaram uma eficicia de transfecdo superior aos lipoplexos Lipofectamina
2000 e aos poliplexos PEI. Contudo, a diferencga na eficacia de transfecao entre
os poliplexos N/P 15 e N/P 30 néo € significativa, o que favorece a utilizacao de
poliplexos PEG-PEI N/P 15 pois quanto maior for o0 quociente entre 0s grupos
amino da PEI e os grupos fosfato do material genético, mais coeso sera o
sistema e mais dificil se tornara a libertacdo intracelular dos acidos

nucleicos.®®!
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Figura 22. Gréfico da eficacia de transfecdo de diferentes vetores genéticos:
poliplexos PEG-PEI/IRNA com diferentes racios N/P, Lipofectamina 2000
(“lipo”) e PE|.1%®
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Por fim, analisou-se a capacidade do iRNA em reduzir o mRNA da
CD44v6 através de um Real-Time PCR, utilizando como vetor o poliplexo PEG-
PEI N/P 15 (figura 23). A expressdo da CD44v6 foi afetada pelo iRNA,
enquanto que o grupo controlo negativo ndo teve nenhum efeito Gbvio na
expressdo da CD44v6.1¢

Legenda:

M- marcador

1- siRNA-CD44v6/PEG-PEI
2- siRNA/PEG-PEI

3- células sem tratamento
4- células sem RNA-CD44v6

Figura 23. Resultado de um Real-Time PCR apos transfecdo com iRNA-
CD44v6/PEG-PEI em células SGC7901.1°
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7. Conclusao

Apesar de todo o desenvolvimento que houve na area da quimioterapia,
0 cancro continua a matar inUmeras pessoas em todo o mundo, mesmo nos
paises mais desenvolvidos. As propriedades estruturais das células tumorais e
0s mecanismos de MDR mantém-se como obstaculos das terapias
antineoplasicas, e o0s efeitos secundarios dos farmacos oncologicos
impossibilitam a utilizagdo de determinadas dosagens, limitando assim todo o
tratamento anticancerigeno. Assim, a busca de técnicas que permitam tratar o

cancro de forma eficiente e segura torna-se fundamental.

Os sistemas de libertacdo compostos por smart polymers vao mostrando
cada vez mais 0 seu potencial na quimioterapia. O facto de conseguirem
contornar uma grande parte dos obstaculos das terapias anti-tumorais
convencionais e de libertarem o farmaco nas células cancerigenas de forma
guase exclusiva tornam estes sistemas numa das maiores promessas para o
tratamento antineoplasico. Para além disso, a capacidade de resposta a
diversos estimulos abre portas a varias abordagens terapéuticas diferentes,
sejam elas reguladas externamente ou controladas apenas por feedback

homeostatico.

Ao longo desta dissertacdo verificou-se que ja existe um grande namero
de estudos realizados com estes sistemas poliméricos. Contudo, trata-se de
um conceito relativamente recente e que ainda necessita de tempo e de mais
ensaios que corroborem a sua eficacia e seguranca no transporte e distribuicédo
dos farmacos oncolégicos. Os fundamentos teoricos que existem sobre as
utilizacBes dos smart polymers no ambito do cancro ainda ndo sao plenamente
satisfatorios, ja que os dados obtidos assentam essencialmente em
experimentos feitos em animais ou culturas de células in vitro. Até ao momento
as capacidades demonstradas pelos smart polymers tém sido promissoras, e
s6 o futuro comprovara se de facto estes polimeros sdo uma alternativa viavel

para o tratamento antineoplasico.
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