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Resumo

Hoje em dia o cancro é um dos principais problemas de satde a nivel mundial,
apresentando elevadas taxas de incidéncia e mortalidade, sendo o cancro do pulméo
considerado a segunda neoplasia mais comum e a mais mortifera em todo o mundo. A
grande maioria dos cancros do pulmao corresponde a carcinomas, os quais se dividem
essencialmente em dois grandes grupos, carcinoma pulmonar de pequenas células e
carcinoma pulmonar de ndo pequenas células, representando o ultimo cerca de 80 a 85%

do total de casos de cancro do pulmdo diagnosticados.

A investigacdo na area oncologica tem evoluido consideravelmente nos altimos
anos, procurando desenvolver técnicas que possibilitem um diagndstico precoce e
intervengdes terapéuticas mais seguras e eficazes, com o intuito de colmatar as falhas
associadas as formas de tratamento convencionais. Neste sentido, o desenvolvimento de
novas estratégias permitiu a aplicacdo da nanotecnologia nesta area, isto é, a utilizacéo de
estruturas e sistemas a escala nanométrica, com propriedades Unicas que visam obter uma
maior seletividade dos farmacos anticancerigenos para as células tumorais. Esta
abordagem garante um transporte adequado e uma elevada biodisponibilidade no local, o
que contribui para melhores resultados terapéuticos, com consequente aumento da

qualidade de vida dos doentes.

Entre os varios nanossistemas, os lipossomas tém sido cada vez mais estudados
enquanto veiculos de farmacos para as células tumorais, evidenciando o seu impacto
positivo no tratamento de tumores, nomeadamente, do carcinoma pulmonar de nao
pequenas células. A encapsulacdo de farmacos nos lipossomas conduz a uma alteracao
das suas propriedades farmacocinéticas e de biodistribuicdo, que passam a depender
também das propriedades fisico-quimicas dos lipossomas, alterando igualmente a sua

toxicidade original e eficacia terapéutica.

Ao longo da presente dissertacdo serdo abordados, de forma genérica e
introdutdria, os aspetos relacionados com o cancro do pulméo, em particular com o cancro
do pulmédo de ndo pequenas células. O foco sera colocado na nanotecnologia e na
utilizacdo de lipossomas para vetorizacdo de farmacos anticancerigenos e de outras

moléculas com aplicacdo no tratamento desta neoplasia, destacando as propostas




terapéuticas mais recentes descritas na literatura como alternativa as terapéuticas
convencionais, procurando contornar as suas limitagdes.

Palavras-chave: cancro do pulméo de ndo pequenas células, lipossomas, nanotecnologia,
vetorizacdo de farmacos.
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Abstract

Nowadays, cancer is one of the main health problems worldwide, revealing
increased rates of incidence and mortality, with lung cancer being the second most
common neoplasia and the deadliest in the world. The majority of lung cancers are
carcinomas, which are divided essentially in two large groups: small cell lung cancer and
non-small cell lung cancer, with the last representing 80 to 85% of the overall diagnosed

lung cancer’s cases.

The investigation in the oncologic area has evolved considerably over the last
years, seeking to develop techniques that may allow an early diagnosis and safer and more
effective therapeutic interventions, aiming to fill the gaps in the conventional treatment
procedures. Thus, the development of new strategies enabled the use of nanotechnology
in this field, namely using structures and systems in nanometric scales, with unique
properties in order to have anti-cancer drugs more selective to tumor cells. This approach
guaranties an adequate transport and a high bioavailability in locus, contributing to

increase the patient's quality of life.

Amongst the different nanosystems, the liposomes have been continuously
studied as drug’s vehicles for tumoral cells, enhancing their positive impact in the
treatment of tumors, mainly from non-small cell lung cancer. The encapsulation of drugs
in liposomes leads to an alteration of the drug’s pharmacokinetic properties and
biodistribution, by acquiring the liposomes own physicochemical properties, and altering

as well their original toxicity and therapeutic efficiency.

Throughout this dissertation the aspects related to lung cancer, particularly those
to non-small cell lung cancer, will be addressed in a general and introductory way. The
main focus will be nanotechnology and the use of liposomes for vectorization of anti-
cancer drugs and other molecules relevant in the treatment of this neoplasia, highlighting
the most recent therapeutic proposals described in literature as an alternative to the
conventional therapies, attempting to overcome their limitations.

Keywords: liposomes, nanotechnology, non-small cell lung cancer, vectorization
of anti-cancer drugs.
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1. Introducéao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o termo cancro representa nao
apenas uma doenca, mas um conjunto de doencas caracterizadas por um crescimento
anormal e descontrolado de células que podem invadir os tecidos circundantes e/ou
disseminar-se para outros 6rgdos, formando metastases. A nivel mundial, surgem cerca
de 14.1 milhGes de novos casos de cancro a cada ano e este representa uma das principais
causas de morbilidade e mortalidade, tendo sido responsavel por 8.8 milhdes de mortes
em 2015.12

Nos tecidos normais, existem mecanismos de controlo e regulacdo celular que
permitem assegurar um equilibrio entre a divisdo, renovacdo e morte celular (por
envelhecimento ou danificacdo). Quando estes mecanismos falham, pode-se iniciar o
processo carcinogeénico, isto é, o processo no qual as células normais se transformam em
cancerigenas (Figura 1.1). Este envolve trés fases distintas, a iniciagdo, a promocdo e a
progressao, e dura varios anos, sendo uma das razdes pelas quais a incidéncia do cancro

aumenta com a idade.?

Inicacido Promogio a Progressio
©=—0 — > —

Célula do ADN (10

normal alterada

Células preneoplasicas Células
neoplasicas

Tumor maligno

Figura 1.1 - Representacdo esquematica do processo carcinogénico. [Adaptado de (4)].

A fase inicial deste processo comeca com a ocorréncia de mutacdes no acido
desoxirribonucleico (ADN) de uma determinada célula, resultante da exposicao a agentes
carcinogénicos bioldgicos, fisicos ou quimicos. Estas mutacdes podem causar diversas
alteracdes, tais como a ativacgao de proto-oncogenes (que estdo envolvidos no crescimento
e na divisdo das células normais), inativacao dos genes supressores de tumores (que estao
envolvidos no controlo do crescimento e divisdo celular) e dos genes responsaveis pela
reparacao do material genético (que influenciam a capacidade de reparacdo de mutacoes
ocorridas noutros genes), bem como alteracdes nos genes reguladores da apoptose (que

controlam o processo de morte celular programada).t>®




Na segunda fase do processo carcinogénico, denominada promogao, ocorre 0
crescimento e a proliferagdo celular. Nesta, um estimulo continuo por parte dos agentes
carcinogenicos permite que as células mutadas, transformadas em malignas, progridam
de uma forma lenta e gradual, formando uma pequena massa tumoral constituida por

células cancerigenas.’

A terceira e Ultima fase do processo, a progressao tumoral, carateriza-se pela
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células malignas, bem como pelo
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca. Esta representa a etapa onde
as células malignas se tornam mais agressivas, demonstram uma maior heterogeneidade,
cada uma com carateristicas genéticas e funcionais diferentes, e € onde se verifica um
rapido crescimento tumoral. Contudo, para que esse crescimento prossiga é fundamental
0 aporte de oxigénio e nutrientes, que € assegurado através da corrente sanguinea. Assim,
0 tumor cresce junto aos vasos sanguineos até atingir os 2 mm?, valor a partir do qual
ocorre hipoxia, sendo necessario induzir a angiogénese, isto €, a formacéo de novos vasos
sanguineos. Este processo compreende varias etapas, iniciando com a degradacdo da
membrana extracelular de um vaso sanguineo pré-existente, permitindo a migracdo de
células endoteliais para o espaco intersticial. Por sua vez, estas células multiplicam-se e
formam novos vasos na direcdo do tumor, culminando com a reorganizacdo da membrana
extracelular. Os novos vasos apresentam carateristicas distintas dos restantes capilares
normais, uma vez que possuem uma elevada permeabilidade e uma forma n&o linear, com

curvaturas.>>8

A neovascularizacdo tem um efeito duplo no crescimento tumoral. Por um lado,
fornece os nutrientes e o oxigénio necessarios e, por outro lado, as células endoteliais
recém-formadas libertam fatores de crescimento, estimulando o crescimento de células
tumorais adjacentes. Além disso, a angiogénese é essencial para a invasdo e metastizacao,
pois sem vascularizacdo, as células tumorais ndo conseguem disseminar-se com

facilidade para outros locais do organismo.>>8

Genericamente, todos os 6rgdos podem ser afetados por um processo cancerigeno.
O cancro do pulméo é a principal causa de morte por cancro, decorrente da sua elevada
incidéncia, agressividade bioldgica, diagnostico tardio e auséncia de estratégias
terapéuticas eficazes, pelo que constitui um grave problema de saude publica em todo o

mundo. Deste modo, o progndstico € reservado na grande maioria dos casos, sendo




necessario o desenvolvimento de formulagdes capazes de atuar seletivamente nas células
tumorais sem causar toxicidade sistémica e um efeito destrutivo nas células vizinhas
saudaveis, e a0 mesmo tempo aumentar a biodisponibilidade do farmaco no local do
tumor, melhorando a eficicia do tratamento. Neste sentido, a nanomedicina tem-se
revelado uma estratégia com um elevado potencial para o desenvolvimento de

formulagGes com aplicacéo no cancro e, em particular, no cancro do pulméo.® 1t

Os nanossistemas tém dimensdes reduzidas que os tornam capazes de interagir
diretamente com as células e biomoléculas. Estas estruturas podem ser funcionalizadas,
modificando a sua superficie com uma diversidade de ligandos, o que Ihes permite
aumentar o tempo em circulacdo, reconhecer recetores e/ou marcadores moleculares
especificos presentes na superficie de determinado tipo de células, bem como controlar a
libertacdo do farmaco e favorecer a sua penetracdo nas células, aumentando a

concentracéo intracelular e, consequentemente, a eficacia do tratamento.213

Atualmente, a grande maioria dos nanossistemas utilizados como veiculo de
farmacos anticancerigenos para o tratamento do cancro do pulmao encontram-se em fase
de investigagdo, ensaios pre-clinicos ou clinicos, em muitos casos com resultados
auspiciosos. Um dos grupos de nanossistemas mais utilizado € o dos lipossomas, que tém
demonstrado capacidade para aumentar a concentracdo de farmaco disponivel no interior
das células tumorais, contribuindo para uma maior eficacia do tratamento e reducgdo da

toxicidade associada ao mesmo.'*1°

A presente dissertacdo tem como principais objetivos abordar, inicialmente, o0s
aspetos relacionados com o cancro do pulméo, em particular com o carcinoma pulmonar
de ndo pequenas células (CPNPC), focando brevemente a sua epidemiologia, etiologia,
métodos de diagndstico, estadiamento, bem como as opcBes terapéuticas convencionais.
Posteriormente, o foco serd colocado na nanotecnologia e nas potencialidades da
utilizacdo de lipossomas no tratamento desta neoplasia, apresentando os resultados
obtidos por algumas formulagdes lipossomais enquanto veiculos de farmacos

anticancerigenos e de outras moléculas com aplicacdo na terapéutica antitumoral.




2. Metodologia

A presente dissertacdo de mestrado consiste numa revisao bibliogréfica que visa
esclarecer quais as aplicacdes da nanotecnologia, nomeadamente dos lipossomas, na

terapéutica do CPNPC, fornecendo informacao atualizada e resumida sobre o tema.

Para a sua elaboracdo, a metodologia utilizada consistiu numa reviséo sistematica
de diversas fontes bibliogréaficas, incluindo livros para uma pesquisa de carater mais geral
e recolha de conceitos e defini¢cbes, bem como de estudos cientificos, presentes em
revistas nas areas de Oncologia, Pneumologia e Nanotecnologia, obtidos através de bases
de dados como o PubMed, B-On, Science Direct, Web of Knowledge, entre outras. Os
termos utilizados na pesquisa foram: lipossomas, nanomedicina, nanossistemas,
nanotecnologia e carcinoma pulmonar de ndo pequenas células. Além disso, foram
consultados diversos organismos governamentais, como a American Cancer Society, a
OMS e a Direcdo-Geral da Saude (DGS), de modo a completar a informagdo com dados

pertinentes.

De toda a informacao recolhida, apenas foi selecionada para constar na presente
dissertacdo a informacdo cientifica mais atual e/ou relevante sobre a temética, tendo esta
sido posteriormente cruzada a fim de obter conclusdes mais fidedignas. Por outro lado,
importa referir que de entre os diversos estudos reunidos e, posteriormente, analisados
para as varias terapéuticas antitumorais envolvendo lipossomas com aplicacdo no
CPNPC, foi privilegiada a descri¢do de ensaios clinicos, por conduzirem a melhores
conclusdes, dado o facto de serem realizados em humanos portadores da patologia.
Contudo, na auséncia deste tipo de estudos ou de conclusdes variadas e heterogéneas,
procurou-se abordar alguns estudos desenvolvidos in vivo e in vitro, com o intuito de
indagar acerca das estratégias que tém sido utilizadas e, consequentemente, retirar ilacbes

sobre 0 rumo que a investigacdo neste area esta a tomar.




3. O Cancro do Pulméo




Os pulmdes sdo 6rgdos esponjosos em forma de cone, fazem parte do aparelho
respiratério (Figura 3.1) e sdo os principais 6rgdos responsaveis pela respiragio.®
Durante o processo de inspiracdo, o ar entra pela boca ou pelo nariz, atravessa a faringe
e a laringe e entra na traqueia, que por sua vez, se divide em dois brénquios, que entram
nos pulmdes e se vdo dividindo em tubos cada vez mais finos, os bronquiolos, que
terminam nos alvéolos. Nestes, ocorre a passagem do oxigénio (O2) presente no ar para o
sangue, que posteriormente sera transportado até as células, de modo a que estas possam
desempenhar as suas fungdes normais. No processo de expiracao, ocorre a passagem de
dioxido de carbono (CO>), resultante do desperdicio das células do organismo, do sangue
para o exterior. Assim, € fundamental que os pulmdes sejam saudaveis, para serem

eficazes nas trocas gasosas.*’®

Bronguiolo
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Figura 3.1 - Anatomia do aparelho respiratério. [Adaptado de (16)].

Tal como os restantes 6rgdos do organismo, os pulmdes sdo compostos por células
que, na sua grande maioria, morrem e séo renovadas ao longo do tempo. O cancro do
pulméo é um termo usado para definir os tumores com origem nas celulas do epitélio
respiratdrio, ao nivel dos brénquios, bronquiolos e alvéolos. O processo carcinogénico
inicia-se quando ocorrem alteracGes nos mecanismos de controlo e regulagdo celular,
levando a formag&o de células anormais que se multiplicam de uma forma descontrolada,
originando o tumor primario que pode invadir os tecidos circundantes ou atingir a corrente
sanguinea ou linfatica e disseminar-se para outros 0rgaos, desenvolvendo novos tumores,
as metastases. No cancro do pulmao, é principalmente no figado, nos 0ssos e no cérebro

que surgem metastases.*®°




A grande maioria dos cancros do pulmé&o sdo carcinomas e dividem-se em dois
grandes grupos, CPNPC e carcinoma pulmonar de pequenas células (CPPC), que crescem
e metastizam-se de formas diferentes, ou seja, apresentam um comportamento distinto e

consequentemente, sio tratados de forma diferente.??2

O CPNPC representa cerca de 80 a 85% dos carcinomas pulmonares e divide-se
em trés tipos, de acordo com as células que o constituem: adenocarcinoma, carcinoma de
células escamosas ou epidermdide e carcinoma de células grandes. O adenocarcinoma,
representa cerca de 40% dos CPNPC, localiza-se na zona periférica do pulméo, nédo
provoca sintomas e rapidamente metastiza para os ganglios linfaticos e outros 6rgéos,
sendo o tumor mais frequente nos ndo-fumadores. O carcinoma de células escamosas ou
epidermdide, representa cerca de 25% dos CPNPC, tem uma localizacdo mais central,
provoca sintomas mais cedo e apresenta um crescimento lento, constituindo um dos
tumores que permanece mais tempo localizado. O carcinoma de células grandes, 0 menos
frequente dos CPNPC, representando apenas cerca de 10% destes, provoca tumores

grandes na periferia e tem uma capacidade de metastizagio precoce.??

O CPPC representa cerca de 15 a 20% dos carcinomas pulmonares e esta
relacionado com o tabaco. Relativamente ao CPNPC, é clinicamente mais agressivo,
muito indiferenciado, cresce mais rapidamente, estd associado a uma metastizacdo
extratoracica precoce e responde relativamente bem & quimioterapia (QT) e a radioterapia
(RT).22'24'25

Os tumores menos frequentes, com uma prevaléncia inferior a 5%, sdo o0 adenoma
brénquico, que pode ou ndo ser canceroso, 0 sarcoma, que é canceroso, € 0 hamartoma

condromatoso, que ndo é canceroso.?

3.1. Epidemiologia

Atualmente, o cancro do pulméo é uma importante patologia respiratdria devido
a sua elevada incidéncia e consideravel taxa de mortalidade. A sobrevivéncia de
individuos com cancro do pulméo depende da extensdo da neoplasia no momento do
diagnostico, e apesar dos avangos na terapéutica, a taxa de sobrevida aos cinco anos €
persistentemente baixa, 10-13% na maioria dos paises, 0 que se traduz em padrdes de

incidéncia e de mortalidade sensivelmente idénticos. Os estudos realizados demonstram




gue independentemente do subtipo histologico e da faixa etaria, a taxa de sobrevida aos

cincos anos é superior no género feminino comparativamente ao género masculino.?®-2

A nivel mundial a incidéncia aumenta ao ritmo de 2% ao ano, sendo a segunda
neoplasia mais frequente, vencida apenas pelo cancro da prdstata nos homens e pelo
cancro da mama nas mulheres. Representa 13.1% de todos os cancros, 8% dos cancros
do sexo feminino e 18% do sexo masculino, sendo superior neste grupo devido ao maior
consumo de tabaco por parte dos homens. A incidéncia aumenta com a idade, sendo a
idade média no momento do diagnostico 70 anos. Em termos geogréficos, a incidéncia é
mais elevada na Europa e na América do Norte e mais baixa na América do Sul e Africa
Subsariana, sendo que 58% dos casos ocorrem em paises desenvolvidos, contudo estima-
se que a sua incidéncia dupligue nos préximos 25 anos nos paises em

desenvolvimento.26:22:30

Tendo em conta os dados do relatorio da DGS de 2015, Portugal € um dos paises
da Unido Europeia com uma das taxas de incidéncia de cancro do pulmao mais baixa,
cerca de 35.8/100.000 (57.7/100.000 no homem e 15.8/100.000 na mulher), sendo a
quarta neoplasia com maior incidéncia, seguindo-se ao cancro da préstata, da mama e do

célon.3!

Segundo dados da OMS, a nivel mundial o cancro do pulméo € a décima causa de
morte e a neoplasia mais mortifera, tendo sido responsavel pela morte de 1.69 milhdes de
pessoas em 2015, o que corresponde a 18% de todas as mortes por cancro.®? As taxas de
mortalidade sdo mais elevadas na Europa e na América do Norte e mais baixas na
América do Sul e Africa Subsariana. Em Portugal, o cancro do pulm&o é a quinta causa
de morte mais frequente e a primeira oncoldgica, e a diferenca observada entre géneros
na mortalidade por este tipo de cancro (Tabela 3.1) prende-se essencialmente com as
diferencas histéricas entre homens e mulheres no aumento e reducdo do tabagismo nos
ultimos 50 anos. Além disso, o facto de ser a neoplasia com maior mortalidade associada,
traduz o seu prognostico reservado e justifica a crescente preocupacgdo com esta patologia,

ndo s6 a nivel nacional, como em todo 0 mundo.26:29:31




Tabela 3.1- Indicadores de mortalidade do tumor maligno da traqueia, bronquios e
pulmao, por género em Portugal (2011 a 2015). [Adaptado de (33)].

TUMOR MALIGNO DA TRAQUEIA, BRONQUIOS E PULMAO
2011 2012 2013 2014 2015
NUmero de 6bitos 3,705 3,670 4,002 3,927 4,015
Ambos os

géneros Taxa de mortalidade
padronizada

NUmero de 6bitos 2,894 2856 3,147 3,077 3,035
Género

masculino Taxa de mortalidade
padronizada

, NUmero de 6bitos 811 814 855 850 980
Geénero

feminino Taxa de mortalidade
padronizada

24,3 23,8 258 246 24,9

433 423 46,2 439 428

9,2 91 9,4 9,4 10,7

Nota: Taxas por 100 000 habitantes

3.2. Etiologia

O cancro do pulméo tem uma etiologia multifatorial, resultando da relagéo entre
a exposicao aos agentes etioldgicos e a suscetibilidade individual a esses mesmos agentes.
Num individuo geneticamente suscetivel, o processo de carcinogénese pode ser
desencadeado pelas lesdes celulares que resultam de uma exposicdo prolongada aos

agentes.?"3

3.2.1. Fatores Genéticos

A ocorréncia e consequente acumulacdo de mutacGes em genes criticos,
nomeadamente aqueles que controlam o crescimento e a divisdo celular (genes
supressores de tumores e reguladores da apoptose) ou reparam o material genético
danificado (genes reparadores do ADN), estd na base do processo de carcinogénese,
permitindo que as células cresgam e se dividam incontrolavelmente para formar um
tumor. Em quase todos os casos de cancro do pulmao, essas mutacGes ocorrem nas
celulas somaticas e como tal ndo sdo herdadas, sdo adquiridas ao longo da vida de um
individuo, estando presentes apenas em algumas células do pulm&o. Em casos raros, as
mutaces ocorrem nas células germinais dos progenitores e sdo hereditarias, estando

presentes em todas as células do corpo.3*3°




Nos casos de CPNPC, as mutagdes somaticas mais comuns sdo as que ocorrem
nos genes TP53 (proteina tumoral 53), EGFR (recetor do fator de crescimento
epidérmico), KRAS (Kirsten rat Sarcoma Viral Oncogene Homologue) e ALK (cinase
de linfoma anaplasico). O gene TP53 codifica uma proteina que se liga diretamente ao
ADN, chamada p53. Esta regula o crescimento celular e a divisdo ao monitorizar os danos
no material genético, pois quando o ADN esta danificado, esta proteina ajuda a determinar
se 0 material genético é reparado ou se a célula entra em apoptose. Os genes EGFR,
KRAS e ALK codificam proteinas da membrana celular designadas respetivamente,
recetor do fator de crescimento epidérmico, K-Ras e tirosina cinase recetora de ALK.
Quando estas proteinas sdo ativadas por outras moléculas, sdo desencadeadas vias de

sinalizacdo dentro das células que levam a proliferacio celular.35-40

Mutacdes no gene TP53 levam a produc¢do de uma proteina p53 anormal, que ndo
se liga ao ADN e consequentemente, ndo regula a proliferacdo celular e permite que o
material genético danificado se acumule nas células, que continuam a dividir-se
descontroladamente, levando ao crescimento do tumor. Mutacdes nos genes EGFR,
KRAS ou ALK levam a producéo de uma proteina que é ativada constitutivamente e
como tal, as células constantemente recebem sinais para proliferar, levando a formacgéo

de tumores. 336

Contudo, ainda que com menor frequéncia, tém sido encontradas nas células
somaticas de doentes oncoldgicos com CPNPC, outras mutacdes em genes envolvidos na

regulacéo da expressdo génica, proliferacdo, diferenciacio celular e apoptose.3*3

Podem ocorrer mutacdes nos genes que codificam enzimas envolvidas no
metabolismo dos agentes carcinogénicos de origem ambiental, como as enzimas do
citocromo P450 e a Glutationa-S-Transferase (GST) que metabolizam os agentes
carcinogeénicos do tabaco, tornando-os ativos e disponiveis para formar aductos com o
ADN, causando lesdes genéticas. Variagdes genéticas nestes mesmos genes podem ser
responsaveis por diferentes riscos de desenvolvimento de cancro do pulmé&o entre o

género masculino e feminino e ainda entre ragas.?’3

Também o aumento da idade constitui um fator de risco, pois maior é o
encurtamento continuo dos telémeros durante os repetidos ciclos de replicacdo celular e

consequentemente, maior é a probabilidade de ocorréncia de mutagdes no ADN.2"3
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3.2.2. Fatores Comportamentais

O tabagismo ¢ o principal fator de risco para o cancro do pulmao, verificando-se
uma relacdo direta entre o nimero de cigarros consumidos e a duracdo dos habitos
tabagicos com esse risco. Estudos de incidéncia de cancro do pulméo relativamente ao
estatuto socioeconémico demonstraram que existe um risco global aumentado de
desenvolvimento desta neoplasia em individuos com niveis de escolaridade e rendimentos
reduzidos. Estes resultados tém sido sustentados com a maior prevaléncia de tabagismo

nestes grupos da populagio.?’#!

Da dieta humana fazem parte diversas substancias naturais mutagénicas e
antimutagénicas, sendo a dieta tipica do mundo ocidental a base de alimentos
processados, contendo elevados niveis de gordura e sal, que acoplada a pouca pratica de
exercicio fisico por parte da populacdo contribui para o desenvolvimento desta
neoplasia.?’*! Também a existéncia de patologias pulmonares ndo malignas, tais como a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), enfisema pulmonar, asma, bronguite
cronica e patologias que provocam lesdes fibroticas contribuem para o aumento do risco

de cancro do pulmé&o.?’

3.2.3. Fatores Ambientais
3.2.3.1. Agentes Bioldgicos

As infeces pulmonares e sistémicas causadas por agentes biol6gicos como virus,
bactérias e fungos podem desempenhar um papel relevante na inducéo de carcinogénese.
Individuos com historial clinico de pneumonia e tuberculose apresentam valores de odds
ratio (OR) superiores a 1 (0 que indica ser um fator de risco), desconhecendo-se, contudo,
se 0s processos inflamatdrios relacionados com a infecdo aumentam o risco de
carcinogénese ou se existe uma fisiopatologia especifica relacionada com a doenca. A
associacdo entre a infecdo pelo virus do papiloma humano (VPH) e o cancro do pulméo
ainda ndo estd comprovada, mas pensa-se que este possa induzir carcinogénese através
da sobre expresséo das proteinas virais E6 e E7, que se ligam, respetivamente, aos genes
supressores de tumor p53 e retinoblastoma (Rb), inibindo a apoptose e ativando a
proliferacdo celular. Tem-se verificado um aumento de cancro do pulméo e, numa idade
inferior, em individuos infetados pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH)
relativamente aos individuos ndo imunodeprimidos, desconhecendo-se ainda a causa

desta associagdo. Contudo, pensa-se que este possa resultar do facto das proteinas
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envolvidas na replicacéo viral afetarem a expresséo de determinados genes que controlam

o ciclo celular do hospedeiro.?’34

3.2.3.2. Agentes Quimicos

A exposicdo a determinadas substancias quimicas carcinogénicas pode induzir o
processo de carcinogénese. O fumo do tabaco é constituido por cerca de 4000 compostos
quimicos, dos quais 60 sdo carcinogénicos, como o0s hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, de que é exemplo o benzopireno. Estes compostos provocam stress oxidativo
nas células, através da formacédo de radicais livres de oxigénio e da inducao de resposta
inflamatoria. Além disso, sdo responsaveis pela peroxidacdo lipidica das membranas
celulares, desordens lipometabdlicas e lesGes oxidativas em moléculas como o ADN,

promovendo efeitos mutagénicos.?’ 441

Dos poluentes gasosos provenientes da combustdo de combustiveis fésseis, a
exposicdo ao didxido de carbono esta associada a um aumento do risco de cancro do
pulmdo. Também a exposicdo ao fumo resultante do 6leo de cozinha e da queima de
combustiveis solidos, como o carvao, aumentam esse risco. A exposi¢do ocupacional a
metais pesados como o cromio, niquel e arsénio, ao amianto, silica e radénio também,
dado que originam radicais livres e que dada a sua natureza eletrofilica, vao reagir com
os locais nucleofilicos da célula, provocando lesdes nos seus alvos: ADN, acido
ribonucleico (ARN) e proteinas celulares, sendo a formacéo de aductos com o ADN, o

principal mecanismo de indugéo da carcinogénese.?’ 3441

3.2.3.3. Agentes Fisicos

A elevada exposicdo a agentes carcinogénicos fisicos como a radiacéo ionizante
também constitui um fator de risco para o desenvolvimento de cancro do pulméo.
Radiacdo ionizante é toda e qualquer tipo de energia que se propaga através de ondas
eletromagnéticas (raios X e raios y) ou particulas (protdes, neutrdes, o ou ) que € capaz
de arrancar eletrbes de atomos ou moléculas com as quais interage. Pode derivar da
radiacdo cdsmica ou do decaimento de elementos radioativos, como o radonio, um gas
radioativo inerte que resulta do decaimento do uranio, pois a sua desintegracao
espontanea liberta energia que podera resultar na emissdo de radiacdo ionizante. Esta
possui diversos efeitos a nivel celular (Figura 3.2), que podem ser diretos (durante a
irradiacdo, as cadeias de ADN podem sofrer quebras, alterando-se a estrutura da dupla

hélice) ou indiretos (producdo de espécies de oxigenio reativas que poderdo lesar o
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material genético, oxidando-0), aumentando a probabilidade de ocorréncia de mutagdes

genéticas, 29344142

Figura 3.2 — Representagdo esquematica dos tipos de
efeitos da radiagéo ionizante. [Adaptado de (43)].

3.3.Sinais e Sintomas

Numa fase inicial, o cancro do pulméo pode ndo apresentar quaisquer sinais ou
sintomas, que nos estadios mais avangados variam consoante a localiza¢&o do tumor, isto
é, se é circunscrito ao pulmao ou se existem metastases. A principal sintomatologia inclui
tosse persistente, dores no torax, dispneia, sibilancia, hemoptise (expulsédo de sangue com
origem no aparelho respiratrio acompanhada de tosse), cansaco, rouquidao, alteracdes
na voz, perda de peso sem uma causa conhecida, pneumonias ou bronquites recorrentes
e derrame pleural (efusdo pleural). Além destes, existem outros sintomas que se verificam
essencialmente quando ocorrem metastases, nomeadamente, perda de apetite, fraqueza,
atrofia muscular, fadiga, dores de cabeca, Osseas e articulares, fraturas Osseas nao
associadas a les@es acidentais, sangramento e sintomas neuroldgicos (perda de memdria

ou marcha instavel).1:44-46

Entre os véarios sintomas, embora a tosse seja 0 mais comum, na maioria das vezes
é desvalorizada por estar associada a muitas outras patologias e aos fumadores, que
geralmente associado ao tabagismo apresentam tosse. Por outro lado, devido a
consciéncia da populacdo para a gravidade da presenca de sangue nas secrecdes, a
hemoptise é o sintoma que mais preocupa os doentes e que os leva a dirigir-se a uma

consulta médica.**4’
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3.4.Diagnaostico

O processo de diagndstico é fundamental para saber o tipo histoldgico e o grau de
extensdo anatdmica da doenca, bem como o estado fisiolégico do doente. A metodologia
diagnostica deve ser rapida, a menos dispendiosa e agressiva, mas conclusiva sobre o
estado de satde do doente. Deve englobar um cuidadoso exame fisico, a avaliacdo dos
antecedentes pessoais, comorbilidades, historia familiar de cancro, historico de fumador
ou de exposicdo ambiental ou ocupacional a determinadas substancias nocivas e ainda o
estudo analitico e imagioldgico, recorrendo a radiografia tordcica, estudos com
radioisotopos, ressonancia magnética ou tomografia axial computorizada (TAC), que
delineia o tamanho e forma das lesdes, a sua localizagdo e a relagdo com estruturas

vizinhas, como vasos, coracio, parede toracica e es6fago.*4°

Contudo, na suspeita de cancro do pulmao € necessaria a confirmacao diagndstica
cito-histoldgica. Para tal, recorre-se a métodos como a citologia da expetoracdo (anélise
de amostras de expetoragdo espontaneas ou induzidas por soro hiperténico, sendo a falta
de localizacdo da lesdo a principal desvantagem), broncofibroscopia (técnica que permite
a observacdo da traqueia e brénquios através da utilizacdo de um tubo rigido ou flexivel
— um broncofibroscopio — que tem na extremidade um dispositivo para captura de
imagens e possui canais que permitem a passagem de instrumentos para aspirar secrecoes
para estudos das células e realizar biopsias em qualquer area suspeita), aspiracdo
transtoracica por agulha (técnica que permite, com a utilizacdo de uma agulha fina, aspirar
secrecBes e realizar bidpsias de areas suspeitas ndo acessiveis ao broncofibroscépio,
requerendo um conhecimento prévio da anatomia da arvore brénquica através de TAC
toracica). Além dos métodos anteriores, existe também a sonografia endobrénquica
(técnica que consiste na insercdo, via broncofibroscépio, de um dispositivo capaz de
converter um tipo de energia em outro — um transdutor — nos bronquios permitindo detetar
e localizar lesbes extra-bronquicas), mediastinoscopia (incisdo cervical anterior
permitindo o0 acesso as estruturas adjacentes a traqueia e veia cava superior),
mediastinotomia (método cirtrgico mais extenso que o anterior, possibilitando o estudo
das areas inacessiveis a essa técnica), toracocentese (método cirurgico que permite a
colheita de liquido pleural) e toracoscopia (técnica cirurgica que permite a visualizagédo

da cavidade torécica).*®5°
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Quanto mais cedo for realizado o diagnéstico de cancro do pulmao melhor sera o
prognostico, contudo, em 80% dos casos de CPNPC a apresentacao clinica e imagioldgica
ocorre apenas nos estadios Il e 1V, o que dificulta um diagndstico precoce e diminui a

possibilidade de cura.?*

3.5. Estadiamento

Em conjunto com o diagndstico histolégico, o estadiamento no cancro do pulméo
é essencial para ajudar o clinico no planeamento da abordagem terapéutica, fornecer
indicaces de prognostico para cada estagio e auxiliar na avaliacdo dos resultados do
tratamento implementado. Este divide-se em dois componentes principais, 0

estadiamento fisioldgico e o estadiamento anatémico.>*

O estadiamento fisioldgico consiste na avaliacdo da capacidade de um individuo
suportar determinado tratamento antitumoral. Outras comorbilidades ndo-neoplasicas
(como anemias, desequilibrios hidroeletroliticos, infecdes, arritmias) podem condicionar
a abordagem terapéutica e como tal devem ser investigadas, e se possivel tratadas, com o
intuito de melhorar a condicdo do doente, que deve ter uma fungdo pulmonar que Ihe

permita uma vida ativa apds a realizacdo do tratamento.*6:4°

O estadiamento anatdmico consiste na determinacao da localizagdo e extensdo do
tumor e possiveis locais de metastizacdo. Esta avaliacdo é baseada no sistema
internacional de estadiamento TNM, em que T é determinado pelo tamanho, localizacao
e extensdo do tumor primario, N especifica o envolvimento dos géanglios linfaticos
regionais € M descreve a presenca ou auséncia de metéstases a distancia. Da avaliacdo
destes trés descritores surgem quatro estadios clinicos, divididos de I a IV, com

prognostico e possibilidade de cura decrescentes. 4253

3.6. Terapéutica Convencional

As principais formas de tratamento do cancro do pulmao incluem a cirurgia, RT,
QT, imunoterapia e terapias-alvo, ou associacdes entre estas. A escolha da modalidade
terapéutica deve ter em conta as preferéncias do doente e a relacdo beneficio-risco, de




modo a selecionar a opgdo mais adequada para o doente, tendo em consideragéo as
carateristicas do tumor (estadio da doenca, histologia e potenciais mudangas moleculares

dentro do tumor), bem como, a idade, condigao fisica e comorbilidades do doente.*854%

3.6.1. Cirurgia

A cirurgia consiste na remocdo da porcdo pulmonar afetada pelo tumor,
recorrendo a métodos invasivos. Consoante a extenséo real do tumor e a necessidade de
preservacao da funcdo pulmonar, hé trés tipos de cirurgia que podem ser realizados em
doentes com cancro do pulméo: resseccdo segmentar (segmentectomia), lobectomia e
pneumonectomia. Na resseccdo segmentar ocorre a remocao de uma pequena parte do
I6bulo que contém o tumor, podendo esta ser a escolha quando o doente ndo tem uma
fungdo pulmonar suficiente para resistir a remocdo de todo o Iébulo. A lobectomia
consiste na remocdo do I6bulo que contém o tumor e € a cirurgia mais utilizada para o
tratamento desta neoplasia se os pulmdes do doente forem suficientemente saudaveis,
uma vez que pode aumentar a probabilidade de cura do cancro. A pneumonectomia
corresponde a remocao total do pulmao, podendo ser necessaria caso o tumor esteja perto
do centro do torax. Qualquer que seja 0 método escolhido pelo cirurgido, este deve ser

acompanhado da dissec¢io dos ganglios linfaticos mediastinicos. 48557

Constitui o tratamento de escolha nos doentes que se encontram nos estadios I, Il
e Il1A do CPNPC, ou seja, em tumores localizados. Nos estadios Il e I11A, a cirurgia pode
ser complementada com RT ou QT adjuvante na reducdo do risco de recidivas, com o
objetivo de eliminar as células cancerigenas remanescentes e, consequentemente,
prolongar a sobrevivéncia do doente. Em alguns casos, pode-se recorrer a QT ou RT,
previamente ao procedimento cirargico, com o intuito de reduzir as dimensdes da massa

tumoral e converter um tumor nio operavel em operavel.#6:49:5556.58

3.6.2. Radioterapia

A radioterapia consiste na utilizagdo de feixes de alta energia com o objetivo de
provocar lesdes no material genético das células cancerigenas, destruindo-as e,
consequentemente, erradicando o tumor. Afeta também as células normais dos tecidos
circundantes, causando efeitos adversos indesejados que incluem a fadiga, nauseas,
vomitos, perda de apetite e mudancas de pele na area tratada. No térax, a RT pode levar
a efeitos como a esofagite e pneumonite, causando tosse e dispneia, durante o

tratamento.%>>°

16



Este procedimento pode ser utilizado em todos os estadios de desenvolvimento do
CPNPC. No estadio | pode ser uma alternativa a cirurgia, essencialmente se o tumor for
inoperavel devido ao seu tamanho ou local, ou se o estado de satide do doente ndo permitir
a cirurgia. Por sua vez, nos estadios Il, 11IA e Il1IB pode ser utilizada em protocolos
combinados com a cirurgia e/ou QT, pois nos estadios mais avangados desempenha um
papel relevante no controlo local da doenca, além de reduzir o desenvolvimento de
metastases. A radiacdo pode ainda ser usada como um tratamento paliativo, aliviando os
sintomas e melhorando a qualidade de vida do doente no caso de a doenca estar avancada

e/ou disseminada para outros 6rgdos, ou seja, no estadio \V.46:48:5

3.6.3. Quimioterapia

A quimioterapia consiste na administragdo por via oral, sobre a forma de
comprimidos, ou por via intravenosa (1V), através de uma injecdo direta na veia ou através
de um cateter (tubo colocado numa veia), de farmacos anticancerigenos com o intuito de
eliminar as células tumorais do organismo. Estes farmacos podem ser classificados em
agentes alquilantes, antibidticos antitumorais, antimetabolitos, alcal6ides e taxanos. Os
agentes alquilantes (como a cisplatina e carboplatina) formam ligagcdes com as cadeias de
ADN, impedindo a sua replicacdo; os antibidticos antitumorais (como o etoposido)
inserem-se nas cadeias de ADN e quebram a ligacdo da molécula ou inibem a sintese de
ARN; os antimetabolitos (como a gemcitabina e 0 pemetrexede) inibem a biossintese dos
componentes essenciais dos acidos nucleicos; os alcal6ides (como a vinblastina) e os
taxanos (como o paclitaxel (PTX) e o docetaxel (DTX)) interferem com os microtubulos

que formam os fusos acromaticos necessarios para que ocorra a divisio celular.506!

Os farmacos utilizados na QT atuam nas células que se dividem rapidamente,
sendo por isso as células tumorais muito vulneraveis. Contudo, outras células do
organismo, como as da medula éssea (onde séo sintetizadas novas células sanguineas),
do epitélio gastrointestinal e dos foliculos pilosos, ttm uma elevada taxa de divisao,
tornando-as, igualmente, alvo desses farmacos. Por esta razdo, esta opcédo terapéutica tem
uma elevada toxicidade e é realizada em ciclos com periodos de descanso entre estes, com
0 intuito de minimizar os efeitos secundarios (como leucopénias, anemia, alopécia,
nauseas, vomitos, diarreia, entre outros) ao permitir a recuperacdo das células normais e

do tecido hematopoiético.®062
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A QT é indicada para os estadios mais avancados de CPNPC, nomeadamente,
quando ja existem metéstases (estadio 1V).6* Apesar de poder ser utilizada isoladamente,
normalmente é utilizada em associacdo terapéutica. Pode ser administrada antes da
cirurgia ou RT com o objetivo de reduzir as dimensdes do tumor (terapia neoadjuvante),
como terapia adjuvante para reduzir a taxa de recidivas, em terapia concomitante com RT
para tumores inoperaveis e ainda no tratamento paliativo, melhorando a qualidade de vida

dos doentes com tumores incuraveis.*¢>>

3.6.4. Imunoterapia

A imunoterapia consiste na estimulacdo do sistema imunitario do doente para
combater o cancro. Determinadas células cancerosas apresentam carateristicas das células
saudaveis para que o sistema imunitario ndo as consiga diferenciar e assim evitem ser
destruidas. Alguns farmacos, como o Nivolumab, Pembrolizumab e Atezolizumab, tém
0 objetivo de impedir esse mecanismo de defesa das células tumorais, ou seja, que essas
células apresentem a superficie as moléculas carateristicas das células saudaveis,

permitindo assim que o sistema imune as reconheca como estranhas ao organismo.>>%3

Estes farmacos sdo administrados por infusdo IV a cada duas ou trés semanas,
causando diversos efeitos adversos, tais como fadiga, tosse, nauseas, erupcdes cutaneas,
perda de apetite, diarreia e, com menor frequéncia, o sistema imune pode atacar outras
partes do prdprio organismo, levando a pneumonites, hepatites, colites, tiroidites, entre

outros.®

A imunoterapia é o tratamento indicado em casos de CPNPC localmente avangado
ou metastatico, em que houve crescimento tumoral apds um tratamento prévio de
QT 55,63,64

3.6.5. Terapias-Alvo

O reconhecimento da importancia de biomarcadores moleculares especificos na
patogenia do CPNPC levou a aplicacdo de terapias-alvo, isto &, a administracdo de
farmacos ou anticorpos monoclonais contra alvos especificos, cujo objetivo e fornecer o
farmaco correto ao doente certo, procurando aumentar assim a resposta ao tratamento. Os
doentes nos estadios avancados sdo submetidos a testes para mutagcbes em genes
especificos responsaveis pela iniciagdo e manutencdo da doenca, sendo que as mais

estudadas incluem 0 EGFR e 0 ALK, permitindo que o tratamento de primeira linha para
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individuos com resultado positivo para estas muta¢Ges envolva uma terapéutica dirigida,

enquanto o tratamento preferivel nos individuos sem mutagGes nestes genes seja a
QT 48,55,64,65

Para inibir a via de sinalizacdo do EGFR pode-se impedir a ligacdo do ligando ao
dominio extracelular do recetor com um anticorpo monoclonal, como o Cetuximab e o
Panitumumab, que promovem a degradacao do recetor, ou pode-se bloquear a ligacao da
molécula de adenosina trifosfato (ATP) ao local catalitico do dominio da tirosina cinase
do EGFR, inibindo a sua autofosforilagdo, com o Erlotinib e o Gefitinib, entre outros. Por
outro lado, o Crizotinib e o Ceritinib s&o inibidores competitivos do ATP no dominio da
tirosina cinase do ALK, sendo Gteis no tratamento do CPNPC em doentes com uma

mutac&o no gene que codifica esta proteina. 48556466
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4. Nanotecnologia: Uma realidade em pequena
escala
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A nanotecnologia consiste no desenvolvimento de estruturas e sistemas a escala
nanomeétrica (Figura 4.1), onde pelo menos uma dimens&o se encontra na gama de 1-100
nandmetros (nm), correspondendo um nandmetro a 1x10°° do metro. As nanoparticulas
possuem determinadas propriedades unicas que lhes conferem uma vasta gama de
aplicacdes nas areas da Ciéncia, Engenharia e, especialmente, da Medicina. Exemplo
dessas propriedades sdo a elevada razdo entre area superficial/volume, alta energia
superficial, propriedades mecanicas, térmicas, elétricas, magnéeticas e oticas, bem como a
interacdo bioldgica com as biomoléculas, cujas dimensdes se encontram dentro da mesma
ordem de grandeza, como € o caso das proteinas que tém aproximadamente um tamanho

entre3e 10 nm.12|67,68

ESCALA MACRO ESCALA MICRO ESCALA NANO

\ N

- I
Cabaga é= alfinste
1.000.000 nm

1

Cabzlo humano
150.000 nm
|

10! 102 10 104 10°  10° 10”7 10* 10 1010
I ] ] '

Milimetro Micréometro NANOMETRO

Centimetro

5 dtomos de silicons
1am

Bola d= Tenis
100.000.000 nm

Eritrocitos 10.000 nm

.

"
| Dismetro DNA 2.5 nm] Avorric/deH
1nam

Bactéria
1000 nm

Abslha
10.000.000 nm

Decimetro

Figura 4.1 — Correlacdo de dimensGes com a escala nanométrica. [Adaptado de (69)].

No campo da Medicina, a aplicagdo de nanotecnologia designa-se por
nanomedicina e procura abordar alguns desafios e deficiéncias médicas enfrentados pela
medicina convencional, que incluem a toxicidade sistémica e organica, baixa
biodisponibilidade e falta de especificidade para os alvos terapéuticos, entre outros. As
principais aplicacbes da nanotecnologia neste campo sdo os sistemas de libertacdo
controlada de farmacos para diagndstico e tratamento, através do fornecimento de
substancias ativas a um determinado alvo especifico; o tratamento do cancro, através da
detecdo e destruicdo do tumor; e a restauragdo de 6rgdos humanos e aplicacdo de
implantes com maior biocompatibilidade. Assim, de uma forma geral, a nanomedicina
pode ser utilizada na prevengdo, monitorizagdo, diagndstico, controlo e tratamento de

algumas patologias. Dados os avangos desta tecnologia, verificam-se ja alguns casos
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reportados de combinacdo das vérias abordagens. Neste contexto, sobressaem 0s
trabalhos na area do terandstico, em que se utiliza um sistema que desempenha

simultaneamente as suas funcdes ao nivel do diagndstico e do tratamento.1%8

4.1. Nanossistemas

Os nanossistemas sdo um termo genérico que engloba uma diversidade de
estruturas nanomeétricas, com diferentes formas, tamanhos, composicao e capacidade de
armazenamento/transporte.””® Embora o conceito de nanotecnologia, de acordo com a
norma ISO 80004-1, considere que os nanossistemas sdo estruturas de tamanhos variando
de 1 a 100 nm em pelo menos uma dimensao, o prefixo “nano” € habitualmente utilizado
na nanomedicina para particulas com dimensdes na ordem das centenas de nanémetros,

até 1000 nm, 146971

A literatura descreve Vvarios nanossistemas que sdo utilizados no campo da
medicina como ferramentas terapéuticas e desenhados para se acumularem
especificamente nos locais do organismo onde sdo necessarios, com o intuito de aumentar
a eficécia terapéutica e simultaneamente minimizar a toxicidade associada. Alguns desses
nanossistemas tém indimeras aplica¢fes na area do cancro, quer no diagnostico quer na
terapéutica e encontram-se descritos abaixo.”® Sera dada mais énfase aos lipossomas por

constituirem os sistemas alvo deste trabalho.

4.1.1. Lipossomas

Os lipossomas foram o0s primeiros nanossistemas a serem investigados como
transportadores de farmacos. Sdo vesiculas esféricas constituidas por uma ou varias
bicamadas concéntricas de fosfolipidos (moléculas compostas por uma cabeca hidrofilica
e duas caudas hidrofobicas) e esterdis. Desde que a concentracdo de lipido seja suficiente,
os lipossomas formam-se espontaneamente em ambiente aquoso atraves de interacdes
hidrofilicas e hidrofébicas entre os fosfolipidos, de modo a que as cabecas hidrofilicas
figuem orientadas para 0 meio aquoso enquanto as caudas ficam orientadas umas para as
outras. Desta forma, os lipossomas possuem um nucleo hidrofilico delimitado por uma
dupla membrana hidrofobica e com uma superficie hidrofilica (Figura 4.2), permitindo a
encapsulacdo, transporte e libertacio de moléculas sollveis em agua ou em

|ip|dOS 12,69,72,73
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Figura 4.2 — Representacao esquematica da estrutura de um
lipossoma. [Adaptado de (73)].

Os fosfolipidos podem ser de origem natural ou sintética, sendo os mais utilizados
a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e fosfatidilglicerol. Além destes,
0s lipossomas possuem na sua composicao esterois, com o intuito de diminuir a fluidez
da membrana, reduzindo a permeabilidade das moléculas hidrossollveis através da
mesma e aumentando a sua estabilidade em fluidos biolégicos. O esterol mais utilizado
na preparacao de lipossomas € o colesterol.”"

Este tipo de nanossistema pode ser classificado tendo em conta o método de
preparacdo ou as suas dimensdes e 0 nimero de bicamadas fosfolipidicas que possui na
sua constituicdo. Cada bicamada lipidica designa-se por lamela e os lipossomas podem
ser divididos em vesiculas unilamelares (ULV), constituidas apenas por uma bicamada,
vesiculas multilamelares (MLV), quando contém varias bicamadas, ou vesiculas
multivesiculares (MVV), quando contém varias vesiculas confinadas no interior de uma
maior (Figura 4.3). Os lipossomas do tipo multilamelar e multivesicular apresentam
normalmente dimensGes compreendidas entre 1 e 5 micrémetros (um), enquanto 0s
lipossomas do tipo unilamelar podem ainda ser subdivididos em vesiculas unilamelares
pequenas (SUV), vesiculas unilamelares grandes (LUV), e vesiculas unilamelares
gigantes (GUV), com um tamanho inferior a 100 nm, entre 100 e 1000 nm e superior a

1000 nm, respetivamente.5%76-78
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Figura 4.3 — Representacdo esquematica dos diversos tipos de lipossomas, de acordo com as
dimensdes e 0 nimero de bicamadas fosfolipidicas constituintes. [Adaptado de (79)].

Além disso, os lipossomas podem também ser classificados quanto a sua
composicdo. Os lipossomas convencionais, considerados os de primeira geracdo, sdo
constituidos, normalmente, por fosfolipidos e colesterol. Podem ser neutros ou carregados
negativamente. A sua principal carateristica, que se traduz na maior desvantagem, € um
tempo de circulagdo plasméatica muito curto dada a inexisténcia de modificagdes na sua
superficie, o que faz com que ap6s a sua administracdo, estes sejam reconhecidos pelo
sistema reticuloendotelial (RES) e, consequentemente, sejam rapidamente removidos da
circulagdo sanguinea. Os lipossomas com longo tempo de circulacdo plasmatica,
considerados os de segunda geracdo, tal como indicado pelo nome, surgiram para
colmatar a principal desvantagem associada aos congéneres de primeira geracdo. Podem
também ser designados por lipossomas estabilizados estericamente. Estas estruturas
caraterizam-se pela presenca de substancias hidrofilicas na sua superficie, por exemplo
polimeros, que previnem a adsor¢cdo de componentes em circulacdo a superficie dos
lipossomas, diminuindo assim a sua opsonizacdo e consequente eliminacdo pelo RES,
aumentando o seu tempo em circulacdo. Existem também os lipossomas cationicos,
facilmente distinguiveis dos restantes pela presenca na sua composi¢do de lipidos
cationicos, como o 1,2-dioleoil-3-dimetilamoénio-propano (DODAP). Estes tém sido
utilizados essencialmente como transportadores de material genético, mas dada a
facilidade de ligagdo com o endotélio vascular e locais inflamados, podem ser aplicados
noutras vertentes da oncologia. Por dltimo, tem-se os lipossomas direcionados, que
possuem ligandos de reconhecimento acoplados a sua superficie, permitindo direcionar
seletivamente o farmaco encapsulado na estrutura para o local alvo, onde existe uma sobre
expressao de recetores especificos para esses ligandos, tais como anticorpos

(imunolipossomas), péptidos, polissacarideos e proteinas virais, entre outros.’80.81
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Existem multiplos métodos de preparagdo de lipossomas que levam a formacéo
de diferentes tipos de vesiculas, que diferem nas suas dimens@es e no nimero de camadas
que se obtém. A escolha do método mais apropriado depende de diversos fatores,
nomeadamente, das carateristicas fisico-quimicas dos constituintes do lipossoma e da
molécula a encapsular, da sua toxicidade e concentragdo, do tipo de meio no qual estas
estruturas se dispersam, das dimensdes e tempo de semivida desejada para que a aplicagéo
seja bem-sucedida, bem como dos custos associados e da reprodutibilidade em larga
escala. A hidratacdo de um filme lipidico é uma das técnicas de preparacao de lipossomas
mais utilizadas, iniciando-se com a dissolucéo de lipidos num solvente orgénico, seguido
da sua evaporacao, formando-se o filme lipidico. A hidratacdo deste com &gua ou solucéo
tampdo, com agitacdo magnética, promove a formacdo de MLV, podendo o farmaco ser
incorporado na solucdo aquosa, caso seja hidrofilico, ou dissolvido nos lipidos, caso seja

hidrofdbico. """

Com o intuito de produzir ULV pequenas e grandes a partir dessas MLV, podem
ser aplicados processos mecanicos, eletrostaticos ou quimicos. Entre 0s processos
mecanicos destacam-se a extrusdo (processo que consiste na passagem forcada das MLV
através de poros com dimensbes bem definidas, induzindo a formacdo de ULV) e a
sonicacdo (processo que consiste na formacdo de ULV apds a incidéncia de ondas
ultrassonicas sobre as MLV). Entre os processos quimicos destaca-se 0 método de injecédo
de um solvente organico, que consiste na dissolucgéo dos lipidos em etanol ou éter, seguido
da sua injecdo numa solucdo aquosa aquecida, com consequente evaporacdo do

solvente.*77.78

A eficiéncia da encapsulacdo dos farmacos nos lipossomas depende de varios
fatores que provém das propriedades tanto dos lipossomas como dos farmacos
encapsulados. Em relacdo aos farmacos encapsulados, a eficiéncia da encapsulacdo é
afetada pelas suas propriedades hidrofilicas, lipofilicas ou anfipaticas, ou seja, a sua
distribuicdo nestas estruturas varia em funcgéo do seu coeficiente de partilha octanol:agua
(log Poct). Quanto as propriedades dos lipossomas, o volume aquoso, rigidez da
membrana, &rea superficial e os métodos de preparacdo influenciam a eficiéncia da
encapsulacdo. De um modo geral, as substancias hidrofilicas (coeficiente de partilha
octanol:dgua reduzido) ndo interagem com os lipidos da bicamada lipidica, sendo
encapsulados no nucleo interno aquoso dos lipossomas. As substancias lipofilicas

(coeficiente de partilha octanol:agua elevado) distribuem-se na zona hidrofébica da
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bicamada, enquanto as substancias anfipaticas (coeficiente de partilha intermédio) sdo
distribuidas entre a bicamada lipidica e a fase aquosa que a rodeia.88

Neste contexto, € possivel distinguir dois mecanismos de incorporacdo de
farmacos em lipossomas: a encapsulacdo passiva e a encapsulacédo ativa. A encapsulacao
passiva € um processo fisico simples que se aplica a farmacos com carateristicas
hidrofdbicas e hidrofilicas. No caso de farmacos hidrofobicos, estes séo dissolvidos no
solvente organico onde se realiza a mistura dos componentes lipidicos. Apds a fase de
secagem, essa mistura é submetida a uma hidratacdo em solucdo aquosa que permite a
formacdo esponténea de lipossomas e a consequente incorporacdo desses farmacos no
interior da bicamada fosfolipidica. No caso de farmacos hidrofilicos, estes sao
solubilizados num meio aquoso que posteriormente € utilizado para hidratar um filme
lipidico seco, sendo que a encapsulacdo ocorre na sequéncia desse processo de hidratagdo
e durante a formacao espontanea dos lipossomas. Por outro lado, a encapsulacao ativa é
um processo aplicado a farmacos que sejam acidos/bases fracas, como a doxorrubicina
(DOX) e a vincristina. A existéncia de um gradiente crescente de pH ou de iGes capazes
de gerar esse gradiente (como o sulfato de amdnio) do exterior para o interior dos
lipossomas, permite que os farmacos, na sua forma neutra, atravessem a bicamada lipidica
dos lipossomas pré-formados e, no seu interior, devido a diferenca de pH, adquiram carga
elétrica que impede a sua difusdo através da bicamada, permanecendo encapsulados nos

lipossomas.338

A aplicacdo de lipossomas na terapéutica antitumoral, nomeadamente, no

tratamento do CPNPC seréa abordada com maior detalhe no capitulo 5.

4.1.2. Nanoparticulas Lipidicas Sélidas

As nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) surgiram com o intuito de colmatar as
falhas verificadas nos lipossomas, continuando a reunir as principais vantagens
encontradas nestes Ultimos. Sdo particulas esféricas com dimensbes de 10-1000 nm,
constituidas por uma matriz lipidica sélida, ou seja, por lipidos sélidos a temperatura
ambiente e corporal, como 0s mono-, di-, triglicéridos, cidos gordos e ceras, estabilizada
por um ou varios agentes tensioativos. Estas nanoparticulas, consoante o seu método de

preparacdo, podem ser utilizadas para encapsular farmacos hidrofébicos ou hidrofilicos.
12,69,86
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Promovem uma libertacdo prolongada do farmaco, permitindo um aumento da sua
estabilidade e diminuicdo da degradacdo quimica apds administragdo por vias
parentéricas e ndo parentéricas. Apresentam ainda como vantagens a elevada
biodegradabilidade e biocompatibilidade, bem como a reduzida citotoxicidade. Contudo,
a utilizacdo de lipidos com elevado grau de cristalinidade leva a formag&o de cristais
perfeitos, isto €, de estruturas muito ordenadas, pelo que as SLN tém como principais
limitacGes a baixa capacidade de carga e a facilidade de expulsdo do farmaco durante o

armazenamento.>46987

4.1.3. Transportadores Lipidicos Nanoestruturados

Na tentativa de minimizar as limitacfes apresentadas pelas SLN surgiu uma
segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas, os transportadores lipidicos
nanoestruturados (NLC). Sdo constituidos por uma combinagdo de lipidos solidos e
liquidos (6leos) a temperatura ambiente, resultando numa estrutura cristalina menos
ordenada ou numa estrutura solida amorfa. A incorporacéo de lipidos liquidos na matriz
lipidica sélida leva a uma maior distancia entre as cadeias constituintes dos lipidos da
matriz. Deste modo, para além das vantagens descritas para as SLN, estas estruturas
apresentam uma maior capacidade de carga e libertacdo controlada dos farmacos a
medida que estes se dissolvem no éleo e simultaneamente sdo encapsuladas na matriz

lipidica solida.®88°

A escolha dos lipidos utilizados na formulacdo de NLC depende das propriedades
fisico-quimicas do farmaco veiculado e da via de administracdo pretendida. Os lipidos
liquidos mais utilizados sdo os triglicéridos dos &cidos caprico, caprilico, caproico, bem
como o esqualeno e a vitamina E. Por sua vez, o cido esteérico, palmitoestearato de
glicerol e o palmitato de cetilo sdo alguns dos lipidos sélidos mais utilizados nestas

formulacoes.®8°

4.1.4. Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo particulas solidas, coloidais, cujas dimensfes
sdo aceites genericamente no intervalo entre 10 e 1000 nm. De acordo com a sua
composicao, o que também limita os metodos aplicados na preparacdo, podem obter-se
dois tipos de nanoparticulas poliméricas, as nanoesferas e as nanocépsulas, que
apresentam propriedades distintas para a vetorizagdo dos farmacos (Figura 4.4). As

nanoesferas sdo particulas com matriz polimérica compacta, na qual o farmaco pode ser
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dissolvido, adsorvido, encapsulado ou conjugado com esta. As nanocapsulas sdo sistemas

do tipo reservatdrio, nas quais o farmaco se encontra numa cavidade interna rodeada por

70,86

uma membrana polimérica.

Membrana polimérica
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Figura 4.4 — Representacdo esquematica da estrutura de
uma nanocapsula e de uma nanoesfera. [Adaptado de (90)].

Estas estruturas sdo produzidas a partir de polimeros naturais, como o quitosano,
albumina, gelatina, alginato e colagénio, ou sintéticos, como o &cido polilatico, a
policaprolactona, o poliacrilato e o acido polilatico-co-glicolico. Em alguns casos, as
nanoparticulas poliméricas sdo revestidas com tensioativos ndo ionicos, como os ésteres
de sorbitano e os polissorbatos, de modo a reduzir as interagdes intermoleculares entre 0s
grupos quimicos da superficie destas particulas, bem como as interagdes imunoldgicas
que as envolvem. A cobertura da superficie com estes tensioativos ndo i6nicos promove
uma estabilidade estérica, ao formar-se uma barreira mecanica que constitui um obstaculo
a aproximacdo das proteinas plasmaticas, impedindo o fenémeno de opsonizacdo e a
captura destas estruturas pelas células fagocitarias. Isto deve-se essencialmente ao facto
das principais causas do efeito de opsonizacdo e eliminacdo das nanoparticulas pelo
sistema fagocitario serem a polaridade da superficie, o tamanho das particulas e a

presenca de cadeias longas.% 7391

As nanoparticulas poliméricas sdo excelentes transportadores de farmacos com
utilidade no diagnostico e/ou terapéutica. Em compara¢do com outros nanossistemas,
nestas estruturas é possivel controlar a libertacdo dos farmacos através da manipulagéo
dos polimeros que as constituem. Além disso, apresentam endocitose celular eficiente,

tém a capacidade de transportar um elevado numero de farmacos distintos e a
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possibilidade de modificacdo das propriedades da superficie permite aumentar o seu

tempo de circulagdo na corrente sanguinea, 2792

Relativamente aos polimeros utilizados na constituicdo das nanoparticulas
poliméricas, os de origem natural conferem maior propensdo para elevada
biocompatibilidade, baixa toxicidade e séo facilmente degradados do organismo atraves
das vias metabdlicas naturais. Contudo, antes de serem utilizados, tém de ser submetidos
a um processo de purificacdo para minimizar a possibilidade de provocarem reacdes

imunoldgicas.'?%

4.15. Micelas

As micelas sdo vesiculas esféericas, com didmetro entre 10 e 100 nm, que resultam
da organizacdo espontanea em meio aquoso de moléculas copoliméricas anfifilicas. A
concentracdo dessas moléculas no meio tem de ser superior a concentracdo micelar critica
(CMC), pois abaixo desse valor ndo ocorre formacéo de micelas. Possuem um nucleo
com propriedades hidrofobicas, tornando-o um reservatorio para farmacos pouco sollveis
em agua, atraves de interacdes ndo especificas ou covalentes com o dominio hidrofébico
dos copolimeros, ou para macromoléculas hidrofilicas que possuem carga (como 0s
acidos nucleicos, péptidos e proteinas) por meio de interacdes eletrostaticas com 0s
dominios de carga oposta do polimero. Por sua vez, a superficie é constituida por
polimeros hidrofilicos, como o polietilenoglicol (PEG), estabilizando o interior

hidrofobico.”%%1

Estas estruturas aumentam a biodisponibilidade de farmacos com baixa
solubilidade, protegendo-os da degradagd@o in vivo, e proporcionam uma libertagcdo
controlada do farmaco incorporado, minimizando a sua toxicidade e efeitos adversos.
Além disso, a conjugacdo de ligandos, tais como pequenas moléculas organicas, péptidos
e anticorpos monoclonais na superficie das micelas, permite uma vetorizacao destas para
determinados alvos especificos, como é o caso das células tumorais, aumentando ndo sé
a sua acumulacdo, como também a captacdo celular atraves de endocitose mediada por

um recetor.”3%3

4.1.6. Dendrimeros

Dendrimeros sdao moléculas poliméricas e sintéticas de dimensdes nanomeétricas,

compostas por um nucleo central a partir do qual emergem, de uma forma ordenada e
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simétrica, maltiplas unidades funcionais (monémeros) altamente ramificadas. A medida
que sdo introduzidas novas ramificacdes, a camada em redor do nucleo central aumenta
e, consequentemente, aumenta a geragio.’%% Estas estruturas podem ser obtidas por dois
métodos distintos, o divergente e o convergente. Segundo a abordagem divergente, a mais
utilizada, os dendrimeros sdo formados a partir do nucleo central, sendo posteriormente
introduzidas sucessivas camadas de ramificagfes, a0 passo que numa abordagem
convergente, diversos segmentos de dendrimeros sdo preparados individualmente e

apenas sdo ligados entre si no passo final.%3%

A biocompatibilidade, o controlo do tamanho, peso molecular, forma, composicéo
quimica, bem como a possibilidade de modificacdo das moléculas da superficie séo as
principais propriedades deste tipo de nanossistema. Estas tornam-no Gtil para a veiculacao
de farmacos, que podem ser encapsulados na estrutura interna dos dendrimeros,
nomeadamente quando sdo l&beis, toxicos ou pouco sollveis, ou que podem ligar-se

covalentemente a superficie dos mesmos.’%:69:88

Os dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM), polipropilenoimina (PPI) e
poliéterhidroxilamina (PEHAM) s&o alguns exemplos deste tipo de nanossistema, sendo

0 PAMAM o mais utilizado como matriz para a conjugagio com farmacos.8%-%

4.1.7. Hidrogéis

Os hidrogéis sdo estruturas poliméricas tridimensionais, hidrofilicas, sendo a
capacidade de absorcdo de elevadas quantidades de agua ou fluidos bioldgicos a sua
propriedade principal. Os componentes dos polimeros hidrofilicos sdo reticulados numa
rede por interagdes covalentes e ndo covalentes, sendo a reticulacdo fundamental para
proporcionar estabilidade dimensional ao hidrogel e para evitar a dissolucdo das cadeias
hidrofilicas, enquanto o alto teor de solvente proporciona propriedades de transporte

semelhantes a fluidos.”®9%:%

Estas estruturas podem ser produzidas a partir de polimeros naturais, como o
quitosano, acido hialurénico, dextrano, alginato, colagénio e gelatina, ou sintéticos, como
0 alcool polivinilico, polietilenoimina e polivinilpirrolidona, entre outros. Normalmente,
os hidrogéis séo sintetizados na auséncia de farmaco, e posteriormente sdo carregados
com este através de mecanismos que envolvem intera¢fes ndo covalentes entre o farmaco
e a matriz polimérica. Isto resulta numa capacidade de carga de farmaco relativamente

elevada que, aliando as restantes propriedades dos hidrogéis que podem ser manipuladas,
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tais como a flexibilidade, biodegrabilidade, biocompatibilidade e a elevada capacidade
de absorcéo de &gua, tornam estas estruturas interessantes enquanto veiculos de farmacos

a escala nanométrica.9-95%

4.1.8. Conjugados polimero-farmaco

Os conjugados polimero-farmaco consistem na ligacdo de polimeros
macromoleculares hidrossoltveis a farmacos pouco sollveis em agua, através de uma
ligacdo quimica reversivel. Os polimeros usados para o efeito podem ser naturais, como
a albumina e o quitosano, ou sintéticos, como o PEG, &cido poli-L-glutdmico, N-(2-

hidroxipropil)-metacrilamida e o poliestireno-co-anidrido maleico.*%’

Estes conjugados tém dimensdes entre 5 e 20 nm e um peso molecular elevado,
permitindo um maior tempo de semivida do complexo em circulacdo, e uma maior
acumulacao em determinados locais do organismo, nomeadamente nos tecidos tumorais.
Adicionalmente, permitem a auséncia de resposta imune e uma maior solubilidade e
biodisponibilidade do farmaco, bem como uma libertagdo controlada deste, aumentando

a eficacia terapéutica e minimizando os efeitos secundarios, ou seja, a sua toxicidade.%%"-
99

4.1.9. Nanotubos de Carbono

Os nanotubos de carbono (CNT) sdo estruturas cilindricas de carbono compostas
por aneis benzénicos, podendo as suas dimensdes variar da escala nanométrica a
micrométrica. Tendo em conta a sua estrutura, podem ser divididos em nanotubos de
parede unica (SWCNTSs), formados por uma camada cilindrica simples, ou nanotubos de

parede multipla (MWCNTSs), formados por varias camadas cilindricas (Figura 4.5).5%86:93

Figura 4.5 — Representacdo esquematica da estrutura de nanotubos de carbono. A: Nanotubo
de parede Unica. B: Nanotubo de parede maltipla. [Adaptado de (100)].
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A estrutura dos CNT permite que estes tenham diversas aplicagdes biomédicas,
como a veiculagdo de farmacos, uma vez que consoante os objetivos pretendidos, pode-
se promover a adsorcao de farmacos na sua superficie ou encapsular farmacos na regido
interna. Esta Gltima apresenta como principais vantagens a protecdo do farmaco,
prevenindo a sua degradacdo durante o transporte e promovendo a sua libertagéo apenas
em determinadas condigdes especificas. Outras vantagens sdo as dimens@es e geometria,
que favorecem a entrada dos CNT nas células por difusdo passiva, através da bicamada
lipidica, ou por endocitose, onde ocorre internalizacdo dos CNT apo6s a sua ligacéo a
membrana, bem como a possibilidade de modificacdo quimica da sua superficie,
permitindo melhorar a sua biocompatibilidade, biodisponibilidade e biodegradacéo,

diminuindo a toxicidade no organismo.!2:68:69.98

4.1.10. Nanoparticulas Metalicas

As nanoparticulas metalicas sdo um sistema nanoparticulado inorganico.
Comparativamente as restantes nanoparticulas, estas tém dimensfes menores, entre 5 e
40 nm, e ndo possuem uma estrutura flexivel, apresentando diversas potencialidades na
area da medicina, nomeadamente ao nivel da imagiologia e veiculacdo de farmacos para

tratamento de tumores.87:93%

Entre as diversas nanoparticulas metélicas, destacam-se pelas propriedades Gticas
e eletrénicas as que apresentam na sua composi¢cao metais nobres, tais como 0 ouro e a
prata. As nanoparticulas de ouro ndo sao tdxicas, sdo inertes e constituidas por uma parte
central de atomos de ouro e por uma superficie que pode ser funcionalizada através da
adicdo de grupos que contém tiol, controlando a estabilidade e solubilidade das particulas,
bem como as suas interacdes com o0 meio biolégico. Tém a capacidade de veiculacdo de
farmacos altamente tdxicos, reduzindo a sua toxicidade sistémica, sendo a sua principal
aplicacdo a nivel oncologico a hipertermia. Nesta, através da absorcédo de energia e da sua
conversdo em calor, as nanoparticulas de ouro levam a ablacéo das células cancerigenas,
destruindo as membranas celulares. As nanoparticulas de prata séo estaveis em solucéo
aquosa, tém uma distribuicdo precisa, sao biocompativeis e tém a capacidade de entrar
nas células tumorais e inibir a sua viabilidade, através da inducdo da apoptose. Deste
modo, para além das suas propriedades antimicrobianas, que derivam da elevada

citotoxicidade para uma grande diversidade de microrganismos, tais como bactérias e
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fungos, estas nanoparticulas sdo também utilizadas no tratamento de alguns

tumores.58:°1.94

As nanoparticulas magnéticas sdo um subtipo de nanoparticulas metélicas e
normalmente consistem em cristais de magnetita, isto €, num mineral magnético formado
pelos oxidos de ferro Il e I1l. Estas permitem a veiculagdo de farmacos, e sdo utilizadas
no diagnostico como agentes de contraste para ressonancia magnética. Para este efeito
sdo administradas por via IV, intra-arterial ou intraperitoneal, enquanto através da
aplicacdo de um magneto é criado um campo magnético externo na regido alvo, de modo
a que estas nanoparticulas, quando se encontrarem em circulacdo, sejam atraidas para essa
regido. A superficie destas particulas pode ser funcionalizada através da ligacdo de
moléculas organicas e inorganicas permitindo atingir uma zona especifica, proteger as
propriedades magnéticas do ndcleo, além de aumentar a biocompatibilidade e reduzir a
toxicidade destas estruturas. Comparativamente a outros sistemas de veiculacdo de
farmacos, apresentam ainda outras vantagens, tais como a capacidade de resposta eficaz

a0 campo magnético externo aplicado, a relativa seguranca e a sua versatilidade, 686994101

4.1.11. Nanoparticulas Virais

Os virus evoluiram naturalmente para fornecer &cidos nucleicos as células
hospedeiras e, como tal, podem ser Uteis na veiculacdo de outras moléculas com aplicagdo
biomédica, pelo que os virus que infetam bactérias, mamiferos ou plantas séo utilizados
para produzir nanoparticulas a base de virus.241921%3 De acordo com a literatura, essas
nanoparticulas tanto podem ser designadas por nanoparticulas virais, como por virus-like
particles. S&o sistemas dinamicos de automontagem, que formam estruturas altamente
simétricas, polivalentes e monodispersas. Além disso, estas estruturas sdo robustas,
podendo ser produzidas em grande quantidade num curto espaco de tempo. Apresentam
varias vantagens comparativamente aos nanomateriais sintéticos, como a
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Em relacdo as nanoparticulas que derivam de
mamiferos, as que derivam de virus de plantas e bacteriéfagos séo particularmente
vantajosas dada a menor propensdo de serem patogénicas em seres humanos e,

consequentemente, de induzirem efeitos adversos.26:104

A estrutura basica destas particulas pode ser manipulada, permitindo que a
cavidade interna seja utilizada para o armazenamento de moléculas, como farmacos e

agentes de contraste para a imagiologia. Por outro lado, a superficie da capside (isto €, do
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involucro de origem proteica dos virus) podem ser adicionadas moléculas, como a
transferrina, &cido félico e anticorpos monoclonais, através de processos genéticos ou
quimicos, que permitem o direcionamento especifico da nanoparticula para determinado

local no organismo, como as células tumorais.1%21%3

4.2.Vantagens e  Desvantagens  dos
Nanossistemas

Comparativamente aos agentes moleculares convencionais, devido as suas
dimensdes nanométricas, 0s nanossistemas permitem superar a resisténcia oferecida pelas
barreiras bioldgicas do organismo humano. Tém a capacidade de incorporar farmacos
hidrofilicos e lipofilicos, o que aumenta consequentemente a estabilidade e solubilidade
dos farmacos hidrofébicos em meio aquoso, promovendo assim um maior tempo de
semivida destes na corrente sanguinea. Deste modo, um aumento do tempo de
permanéncia do farmaco no sangue, conduzira a uma maior concentracao de farmaco no

alvo terapéutico.'?%

Para obter a seguranca requerida, os materiais utilizados na preparacdo dos
nanossistemas devem ser biocompativeis e biodegradaveis, minimizando os possiveis
danos causados ao organismo humano. Além disso, a libertacdo do farmaco pode ser
controlada, levando a que esta ocorra apenas na presenca de determinadas enzimas ou sob
condigBes especificas, tais como as alteracfes no ambiente fisiol6gico em termos de
temperatura, pH ou osmolaridade, garantindo deste modo uma maior ac¢do ao nivel do

alvo terapéutico.'?°

A possibilidade de funcionalizacdo da superficie dos nanossistemas permite uma
vetorizacdo ndo apenas para Orgdos/tecidos especificos, como para células com
determinadas carateristicas concretas, como as células cancerigenas. Assim, ao contrario
da administracdo dos farmacos livres, que facilmente se disseminam por todo o
organismo, estes sistemas possibilitam uma acumulacdo do farmaco apenas no alvo
terapéutico, aumentando a eficicia terapéutica e diminuindo os efeitos adversos
associados, bem como a resisténcia do organismo aos farmacos, o que é particularmente
relevante no que se refere a terapéutica anticancerigena.'>%*%" Além disso, reforca a

protecdo dos farmacos encapsulados nestas estruturas da degradacdo por diversos
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mecanismos de defesa enddgenos. Esses mecanismos incluem a degradacdo enzimaética,
as reaglGes imunologicas e ainda a sua eliminacdo antes deste atingir o seu alvo

terapéutico, nomeadamente, ao nivel da corrente sanguinea. 29310

Apresentam ainda uma grande capacidade de carga de fa&rmaco, devido a elevada
razdo entre a area de superficie e o volume das particulas. E inclusivamente possivel
associar farmacos diferentes no mesmo nanossistema, e se estes atuarem por mecanismos

de ac&o distintos, pode obter-se uma resposta terapéutica sinérgica.'2%%%

Embora as vantagens anteriormente descritas sejam significativas, existem
desvantagens que devem ser consideradas. Entre elas, destacam-se o dificil e complexo
manuseamento dos materiais a escala nanométrica, devido as forcas e interacdes que
podem ocorrer e afetar a utilidade dos produtos, a possivel auséncia de
biocompatibilidade desses materiais, bem como a dificuldade de aplicacdo dos métodos
de producdo de nanossistemas a escala industrial. Outro aspeto importante a ter em conta,
s80 0s custos associados a matéria-prima e a producéo, pois ao serem demasiado elevados,
tornam estes medicamentos mais caros e, consequentemente, mais inacessiveis a maioria

da populagéo.>*1%

Além disso, a toxicidade associada aos nanossistemas também constitui uma
desvantagem, devido ao elevado tempo de permanéncia no organismo. Embora este seja
benéfico para melhorar a biodisponibilidade do farmaco e aumentar a eficacia terapéutica,
as suas reduzidas dimensdes e elevada area superficial aumentam a sua toxicidade,
podendo provocar consequéncias desconhecidas a longo prazo.'>%° Esta desvantagem
sera abordada em maior detalhe, na seccdo 4.5, relativa a toxicidade associada aos

nanossistemas.

4.3. Principios para a Vetorizacdo de
Farmacos

Com base no conhecimento sobre os diversos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de tumores e na sua propagacao, € possivel idealizar estratégias que
sejam direcionadas para essas vias. Associando estes conhecimentos a novas tecnologias,

como a nanotecnologia, ¢ possivel favorecer a acumulacdo de farmaco no alvo
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terapéutico, verificando-se uma diminui¢do dos efeitos adversos e um aumento da
eficdcia do tratamento. Neste sentido, comega a surgir o conceito de vetorizagdo de

farmacos.5%%

Os nanossistemas, pelas suas carateristicas vantajosas, mencionadas
anteriormente, surgem como 0s principais candidatos para a vetorizacao de farmacos. O
elevado tempo de permanéncia no organismo e a possibilidade de funcionalizacdo da
superficie sdo algumas dessas carateristicas que permitem o direcionamento do farmaco
para o local alvo. Contudo, para obter as carateristicas farmacocinéticas desejadas, €
necessario manipular determinados parametros dos nanossistemas, tais como 0 peso

molecular, o tamanho e a composi¢&o.'%’

A vetorizacdo de farmacos através de nanossistemas pode ser classificada em dois

mecanismos distintos, vetorizagao passiva ou ativa.®*

4.3.1. Vetorizacao Passiva

A vetorizagdo passiva é baseada essencialmente no efeito de permeabilidade e
retencdo (EPR) aumentada, uma carateristica especifica dos tumores sélidos. Durante o
desenvolvimento do tumor, a rapida angiogénese leva a formacdo de vasos sanguineos
cuja estrutura apresenta uma reducdo na sua integridade, resultando numa maior
permeabilidade local. Os tumores sdo também caraterizados por uma drenagem linfatica

disfuncional, permitindo aumentar a retencdo de substancias no tecido tumoral (Figura
4.6).12’94’107
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Figura 4.6 — Representacdo esquematica do efeito EPR. No tecido tumoral, ocorrem
malformagbes na vascularizagdo e na drenagem linfatica, que permitem o extravasamento dos
nanossistemas, aumentando a sua permeabilidade e retencdo, enquanto no tecido normal o
extravasamento dos nanossistemas é impedido por jungdes celulares. [Adaptado de (15)].
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Estas propriedades permitem que os nanossistemas com dimensdes entre 50 e 200
nm, ao atingirem a regido tumoral, sejam extravasados para o tecido tumoral, onde se
acumulam. As estruturas cujo tamanho € inferior a 50 nm néo ficam retidas nas células e
retornam por difusdo a circulacdo sanguinea, enquanto as que apresentam dimensdes
superiores a 200 nm, por sua vez, ndo conseguem atravessar 0s poros da regido
tumoral. 1% Qs tecidos saudaveis apresentam uma rede vascular com baixa
permeabilidade e uma drenagem linfatica funcional, pelo que os farmacos citotdxicos ndo
se acumulam nesta regido com tanta facilidade, contribuindo assim para a reducdo dos

seus efeitos adversos. %9110

Como ja foi referido, esta estratégia de vetorizacdo de farmacos depende
essencialmente da vasculatura dos tumores, sendo muito Util em tumores sélidos como o
CPNPC, devido a elevada rede vascular ao nivel da regido pulmonar, permitindo dessa

forma uma maior acumulacéo de farmaco na zona do tumor.%7109111

4.3.2. Vetorizacao Ativa

A vetorizagdo ativa tem como base a funcionalizagcdo da superficie dos
nanossistemas com ligandos que serdo reconhecidos por marcadores moleculares
especificos, existentes na superficie das células que constituem a massa tumoral, que por
estarem ausentes ou em pequenas quantidades nas células normais, permitem a distin¢ao
entre os dois tipos de células.®®%41% Esses ligandos podem incluir anticorpos, fragmentos
de anticorpos monoclonais manipulados, proteinas (como a transferrina e lectinas),
péptidos, residuos de acglcares (como a galactose), pequenas moléculas (como o folato e

a tiamina) e aptdmeros.!!?

Os ligandos possuem elevada afinidade e seletividade para os recetores
especificos das células tumorais, pelo que a interacdo entre ambos é limitada pela
concentragdo e respetiva disponibilidade de recetores. Além disso, os ligandos tém de ter
a capacidade de induzir a internalizacdo dos nanossistemas para o interior das células
cancerigenas. Esse processo ocorre por endocitose mediada pelos recetores, o que
favorece a acumulacdo de farmaco no interior da célula tumoral relativamente ao fluido
intersticial, melhorando a eficacia terapéutica e, simultaneamente, minimizando os efeitos
adversos.'>% Malarvizhi et al. estudaram a situagdo anteriormente mencionada,
investigando a eficacia dos nanossistemas com ligandos em comparacdo com 0s

nanossistemas sem ligandos. Foram preparados dois nanossistemas para veiculagdo
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combinada de DOX e sorafenib, em que a superficie de um deles foi modificada,
adicionando-se moléculas de transferrina. Verificou-se que o nanossistema modificado
com as moléculas de transferrina demonstrou melhores resultados no uptake celular e
uma atividade antitumoral mais eficaz (92%) em compara¢do com 0 nanossistema sem
ligando (63%).

A conjugacdo dos ligandos pode ocorrer através de ligacGes covalentes ou nédo
covalentes, sendo que as ligacbes ndo covalentes sdo mais fracas, apresentando a
possibilidade de substituicdo competitiva por compostos presentes no sangue. Deste
modo, as ligagOes covalentes sdo mais comuns, nomeadamente, as ligacbes amida e

tioéster, 114115

4.4.Vias de Administracdo de Terapéuticas
com Nanossistemas

A veiculacdo de farmacos através de nanossistemas permite um direcionamento
especifico e eficiente para o local alvo. De uma forma geral, este objetivo pode ser
atingido por diferentes vias de administragcdo, como a oral, sublingual, pulmonar, nasal,
ocular, topica, subcutanea, retal, intramuscular e 1V, entre outras.®1%>1% No tratamento
do CPNPC, os nanossistemas sdo administrados maioritariamente por via IV, mas
também por via pulmonar e oral.}*°*116 As carateristicas inerentes a estas vias s3o

detalhadas abaixo.

4.4.1. Via Oral

A via oral é a via de administracdo de farmacos mais utilizada pelos doentes,
devido ao facto de néo ser invasiva, ndo causar dor e ser conveniente para o doente, segura
e simples, permitindo a autoadministracdo. Contudo, esta via apresenta como principal
desvantagem a influéncia que determinados fatores podem ter nos processos de absorcao,
distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo dos farmacos. A absorcdo é afetada pelas
propriedades fisico-quimicas dos farmacos, forma farmacéutica, bem como pela presenca
de alimentos e outros farmacos. Os farmacos podem originar irritacdo na mucosa gastrica
e intestinal, bem como ser instaveis no trato gastrointestinal, podendo ser degradados pela

acidez do estbmago ou por enzimas digestivas. Além disso, através desta via, 0s farmacos
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podem sofrer um efeito de primeira passagem antes de serem absorvidos para a corrente
sanguinea, que ocorre essencialmente ao nivel do intestino delgado, devido a elevada area

de superficie e irrigagdo sanguinea desta regido.**"

O efeito de primeira passagem consiste na metabolizacdo precoce do farmaco
antes de atingir a circulagdo sistémica. Este processo ocorre no figado e altera as
propriedades do farmaco, tornando-o mais hidrofilico e, consequentemente, mais
facilmente eliminavel pelos rins. Desta forma, muitos tratamentos podem-se mostrar
ineficazes, como resultado de doses subterapéuticas incapazes de gerar o efeito
terapéutico pretendido.1!8119

A administracdo de farmacos por via oral através dos métodos convencionais tem-
se demonstrado ineficaz no tratamento do CPNPC, essencialmente devido a incapacidade
de os farmacos penetrarem os locais tumorais no pulméo e atingirem concentracdes
passiveis de originar um efeito terapéutico. Desta forma, os nanossistemas tém sido
extensivamente investigados enquanto veiculos de farmacos para administracdo por via
oral, demonstrando um aumento na absorc¢do oral dos fa&rmacos. Estes resultados devem-
se ao facto dos nanossistemas permitirem a reducdo da exposicdo dos farmacos as
condicdes adversas do trato gastrointestinal, minimizando a acdo das enzimas digestivas
e do pH sobre estes, contribuirem para um aumento do tempo de permanéncia na zona
gastrica através da sua adesdo a mucosa, e ainda por favorecerem a entrada dos farmacos

para as células e tecidos.*>!7120

4.4.2. Via Intravenosa

A administracdo de farmacos por via IV trata-se de um procedimento invasivo que
envolve a perfuracdo de uma veia, podendo ocorrer em bolus ou por infusdo continua.
Em bélus, o farmaco é administrado por um periodo muito curto, aproximadamente um
minuto, enquanto por infusdo continua, o farmaco € instilado durante varias horas. Esta
via carateriza-se por uma biodisponibilidade total, permitindo um efeito rapido e
sistémico. Além disso, permite a administracdo de grandes volumes e um controlo da

dose administrada. 18121

Contudo, a administracdo envolve procedimentos dolorosos e que requerem
profissionais especializados e material adequado, pelo elevado risco de inflamacdo,
infecéo, flebite ou trombose. Permite apenas a administracdo de solugfes aquosas e

diluidas, respeitando outros parametros, tais como a neutralidade, isotonia e esterilidade.
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Quanto ao tamanho, as particulas administradas podem ter um valor maximo de 5 ym,

dado que valores superiores podem provocar embolias pulmonares.®”1

Pelo facto de permitir a injecdo direta do farmaco na corrente sanguinea,
contornando as barreiras do processo de absorcéo epitelial, consiste na via mais utilizada
para administracdo de farmacos veiculados por nanossistemas. Para o transporte de
farmacos que atuam sobre as células tumorais, como referido anteriormente na sec¢do
relativa a vetorizacdo passiva, 0S nhanossistemas devem apresentar dimensdes
compreendidas entre 50 e 200 nm, permitindo deste modo o extravasamento da corrente

sanguinea para o alvo terapéutico e a sua acumulagio neste.%’

Esta é a via mais utilizada para a administracdo de nanossistemas para o
tratamento do CPNPC, dado que ao administrar 0s nanossistemas diretamente na
circulacdo sanguinea € possivel evitar o seu metabolismo de primeira passagem e isso,
consequentemente, conduz a um aumento da biodisponibilidade dos farmacos
encapsulados nessas estruturas. Acrescentando a possibilidade de modificacdo da
superficie dos nanossistemas, que permite um direcionamento seletivo para os pulmdes,
verifica-se que esta é a via de administracdo mais eficaz no tratamento desta patologia,
dado que leva a uma maior acumulacdo de farmaco no alvo terapéutico, obtendo-se

concentragdes passiveis de exercer o efeito pretendido.'?1122

4.4.3. Via Pulmonar

A via pulmonar permite uma administracdo nao invasiva e comoda dos farmacos,
tendo os pulmdes como alvo. A administragdo pulmonar permite a autoadministracéo e
evita o efeito de primeira passagem, possibilitando um elevado efeito a nivel local, que é
util para o tratamento de doencas respiratérias, bem como um efeito sistémico, permitindo

tratar outras patologias.*4*t’

Um dos fatores que influenciam a eficacia deste tipo de administracdo é a dose de
farmaco que atinge os alvos no pulmdo, sendo que 0s mecanismos mais importantes de
deposicdo de particulas no trato respiratorio sdo o impacto inercial, a sedimentacéo
gravitacional e a difuséo. As particulas maiores (> 10 um) e intermeédias (2 - 10 um) ficam
retidas nas zonas mais anteriores das vias respiratorias por impacto inercial, enquanto as
particulas pequenas (0,5 - 2 um) sdo depositadas nas pequenas vias aéreas e alvéolos por
sedimentacgdo gravitacional. Por outro lado, cerca de 80% das particulas com dimensdes

inferiores a 0,5 um, como consequéncia da difuséo, ndo se depositam e sdo expelidas apos
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a expiracdo; ainda assim, os nanossistemas com dimens@es proximas de 100 nm s&o

capazes de se depositar em quantidades aceitaveis na regido alveolar.}212

A aerossolizacdo € um método eficaz para administrar agentes terapéuticos ao
pulméo. Este processo requer a utilizagdo de um dispositivo, existindo diversos tipos,
como os nebulizadores, inaladores de pd seco e inaladores pressurizados com vélvula
doseadora. Os inaladores de pd seco sdo os mais utilizados, permitindo uma entrega de
farmaco mais conveniente, por ser livre de propulsor, quimicamente estavel e facil de
utilizar pelos doentes. Ainda assim, os farmacos e 0s nanossistemas necessitam de passar
por etapas adicionais de formulacdo para se tornarem adequados para a administragao

através de qualquer um dos tipos de inaladores.*?®

Ap0s a entrada na cavidade respiratoria, 0s nanossistemas necessitam de superar
diversos obstaculos até libertarem o farmaco e promoverem o seu efeito terapéutico. A
camada de muco que protege a regido traqueobrénquica é o principal obstaculo para
aceder ao epitélio e em determinadas patologias, como a fibrose cistica e a DPOC, esta
camada € mais espessa, dificultando por isso a acdo dos farmacos inalados, que ap6s
deposicao, ficam retidos por forcas eletrostaticas. Além disso, na zona periférica dos
pulmdes, existem células epiteliais que produzem e libertam surfactante. Este, é essencial
para reduzir a tenséo superficial dos pulmdes, prevenir o colapso alveolar no processo de
expiracao e possui componentes capazes de opsonizar as particulas inaladas, marcando-

as para fagocitose.1#124

A veiculacdo de farmacos através de nanossistemas para o tratamento do CPNPC
utilizando esta via de administracdo ainda se encontra numa fase muito inicial, sendo
necessario ter em consideracdo diversos aspetos relacionados com a farmacologia,

toxicologia e imunologia.>*

4.5. Toxicidade associada aos Nanossistemas

Embora as promessas da aplicagcdo dos nanossistemas no campo da Medicina
sejam muitas, importa considerar 0s seus potenciais riscos para o organismo humano. Nos
ultimos anos surgiu uma nova disciplina de estudo, a Nanotoxicologia, que tem como
principal objetivo o estudo dos efeitos indesejaveis associados aos nanossistemas, 29125

Estes efeitos prejudiciais devem-se essencialmente as propriedades fisicas, quimicas e
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bioldgicas dos nanossistemas, que sao distintas de sistemas de maior dimensao, e que lhes
permitem interferir nas fungdes celulares vitais. Devido as suas dimensdes, estas
estruturas sdo capazes de atravessar as barreiras bioldgicas, ndo sdo eliminadas por
depuracéo renal e em alguns casos conseguem escapar a acdo dos macrofagos do RES,
podendo-se acumular durante longos periodos no organismo. Além disso, por serem
estruturas com um tamanho reduzido, tém uma area superficial elevada, o que aumenta a
sua reatividade e, consequentemente, a sua toxicidade para o organismo humano. Tém a
capacidade de interagir com as moléculas biologicas, originando radicais livres, que
podem conduzir a efeitos adversos cujas consequéncias a longo prazo sdo ainda
desconhecidas. Contudo, através de modificagcBes na superficie da estrutura é possivel

reduzir essa toxicidade associada.t®%°

Tal como muitas outras substancias, 0s nanossistemas apresentam uma
concentracdo bioldgica limiar, acima da qual se tornam tdxicas. Portanto, € de extrema
importancia a definicdo dos seus valores de LDsp (concentragdo de nanossistemas que
causa a morte em 50% das células) em sistemas bioldgicos, que dependem essencialmente
da sua composicdo, hidrofobicidade/hidrofilia superficial, carga, afinidade por
biomoléculas especificas, cinética de degradacado, produtos de degradacéo, bem como do

tempo de exposicdo e da via de administracio escolhida, entre outras.'?1%

A existéncia de muitas variaveis dificulta a caraterizacdo toxicologica completa
destas estruturas. A toxicidade aguda compreende essencialmente processos como a
ativacdo do complemento, hemolise, inflamacéo, stress oxidativo e comprometimento da
funcdo mitocondrial, enquanto a toxicidade cronica é mais exigente e requer ainda mais

estudos, uma vez que os dados existentes sdo escassos.*

Deste modo, verifica-se que é necessario realizar uma vasta gama de testes para
obter resultados concretos e fidedignos sobre a toxicidade associada aos nanossistemas.
A sua auséncia tem sido o grande obstaculo a aprovacdo de mais nanossistemas pelas
agéncias regulamentares responsaveis por este processo. Alem disso, &€ importante ter em
consideracdo que cada caso é um caso, e como tal é necessario realizar uma avaliagdo
concreta da toxicidade para cada bindbmio nanossistema — via de administragdo, pois como
foi mencionado anteriormente, este € um dos parametros que influencia os efeitos

indesejados que estas estruturas podem provocar no organismo humano.*®
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5. Os lipossomas e a sua aplicacdo na
terapéutica do Cancro do Pulmdo de Nao
Pequenas Células
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Como mencionado anteriormente na sec¢do sobre os lipossomas, estes sdo
estruturas esféricas fechadas onde os fosfolipidos e o colesterol formam uma ou mais
bicamadas lipidicas em torno de um nucleo aquoso. Devido as caracteristicas anfipaticas,
permitem o armazenamento, a veiculacdo e libertacdo de moléculas hidrofilicas e
hidrofdbicas, através da sua encapsulacdo no nucleo aquoso e integracdo na bicamada

lipidica, respetivamente.’>12

Ao longo das ultimas cinco décadas, muitos tém sido os estudos realizados
utilizando os lipossomas como veiculos de farmacos, sendo considerados um dos
nanossistemas mais eficazes para o transporte prolongado e libertagdo progressiva e
controlada dos farmacos anticancerigenos, facilitando a sua absorcdo intratumoral.’28!
Estas estruturas podem ser constituidas por lipidos que fazem parte do organismo
humano, apresentando consequentemente uma elevada seguranca e biocompatibilidade
dada a reduzida toxicidade que originam.*?’

Contudo, os lipossomas ndo modificados superficialmente sdo rapidamente
eliminados da circulagdo sanguinea pelas células fagocitarias do RES. E possivel
contornar esta desvantagem através do revestimento da superficie destas estruturas com
polimeros com propriedades que permitam o seu escape ao RES. Um exemplo desses
polimeros, como j& mencionado anteriormente, € o PEG. Além disso, a adicdo de
moléculas na superficie destas estruturas permite o direcionamento especifico para as

células tumorais. 6818

Desta forma, o principal objetivo do tratamento de tumores utilizando os
lipossomas como veiculos de farmacos, consiste em melhorar a eficacia dos farmacos
antitumorais, reduzir a sua toxicidade e minimizar outras limitacdes. Para atingir este
objetivo, diferentes abordagens tém sido estudadas, incluindo diversas formulacGes de
farmacos e modificacGes nos lipossomas, como mudancas na composicao lipidica, carga,

revestimento de superficie e ligandos.”

5.1. Interacdo com as células

A eficiéncia da interacdo entre os lipossomas e as celulas alvo depende tanto da
afinidade dos ligandos acoplados a superficie destas estruturas para 0s respetivos

recetores na superficie das células, como da densidade dos mesmos. Posteriormente,
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ocorre a internalizagdo destas estruturas mediada por endocitose.’?8! No interior das
células, a libertacdo dos farmacos transportados pelos lipossomas pode acontecer em
resposta a determinados estimulos. Este conceito de sensibilidade a estimulos baseia-se
em certas caracteristicas especificas do microambiente tumoral relativamente as células
normais, incluindo o menor pH, alta temperatura e sobre expressdo de vérias enzimas

proteoliticas, entre outros.?®

Como referido anteriormente, as células tumorais caracterizam-se por um pH
ligeiramente acido, podendo variar entre 5 e 6.8. Deste modo, para tornar os lipossomas
sensiveis a estes valores de pH, é possivel introduzir na sua superficie polimeros capazes
de reagir as diferencas de pH, tais como o &cido polimetacrilico, polidietilaminoetil
metacrilato, poliacrilamida e o &cido poliacrilico, que garantem a estabilidade destas
estruturas ao pH fisiologico do sangue (pH = 7.4) e provocam a sua destabilizacdo a
valores de pH caracteristicos das zonas tumorais, com a consequente libertacdo do

farmaco encapsulado.81?

Os tecidos tumorais apresentam também uma temperatura elevada em
comparagdo com os tecidos normais. Neste sentido, podem preparar-se lipossomas
sensiveis a temperatura a partir de lipidos termossensiveis, como a
dipalmitoilfosfatidilcolina, ou polimeros com uma temperatura critica de solugdo minima,
como a poli(N-isopropilacrilamida). Acima dessa temperatura, como € o caso das regides
tumorais, as ligacGes de hidrogénio entre as moléculas de agua do meio e 0s grupos amida
das cadeias dos polimeros tornam-se mais fracas, levando a sua precipitacdo, rompendo

os lipossomas com consequente libertagéo do farmaco.*28%9

Determinadas enzimas encontram-se com niveis de expressdo elevados nas
células tumorais quando comparados com o0s niveis nas células normais. Assim, é possivel
desenvolver lipossomas sensiveis a essas enzimas, com o intuito de libertarem nas células
cancerigenas o farmaco encapsulado. As metaloproteinases de matriz, fosfolipase A2,
fosfatase alcalina, transglutaminase ou fosfolipase C especifica de fosfatidilinositol séo
algumas dessas enzimas.'?® Assim, incorporando ligandos peptidicos que sejam
substratos destas enzimas, entre os lipidos da estrutura lipossomal e os polimeros
acoplados a superficie, consegue-se que os lipossomas estejam intactos, garantindo as
condigdes adequadas para a sua internalizacdo, havendo apenas a clivagem desse ligando

no microambiente tumoral, na presenca de concentragdes mais altas dessas enzimas, 128
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Além disso, as células cancerigenas podem tornar-se resistentes aos farmacos
anticancerigenos. Esta resisténcia estd associada a diversos mecanismos intrinsecos ou
adquiridos pelas células tumorais. Sdo exemplos desses mecanismos 0S processos de
reparacao do material genético danificado pelos citotdxicos; as alteracGes ao nivel da
metabolizacdo e destoxificagdo dos farmacos, através da presenca de enzimas
destoxificantes; as alteracbes ao nivel da apoptose celular, através de proteinas
antiapoptdticas; aumento do numero de transportadores de efluxo de farmacos,
responsaveis pela expulsdo do farmaco do citoplasma; entre outros. Os farmacos, na sua
forma livre, entram nas células por difusdo passiva ou através dos transportadores
membranares, 0 que permite que sejam reconhecidos pelos transportadores de efluxo e
que rapidamente sejam expulsos, ndo se acumulando no citoplasma. Por sua vez, 0s
lipossomas sdo incorporados em vesiculas, através do processo de endocitose, 0 que
impede o seu reconhecimento pelos transportadores de efluxo. Assim, verifica-se que a
veiculacdo de farmacos através de lipossomas permite contornar 0s mecanismos de
resisténcia das células cancerigenas aos farmacos citotdxicos, levando a um aumento da

sua concentragdo intracelular e, consequentemente, a um maior efeito antitumoral. !4t

5.2.Exemplos de moléculas vetorizadas por
lipossomas na terapéutica do Cancro do
Pulmé&o de Nao Pequenas Células

Até aos dias de hoje, os lipossomas tém sido alvo de uma intensa investigacdo
tendo em vista a sua aplicacdo em terapéuticas anticancerigenas, antibioticas, anti-
inflamatdrias, anestésicas, antifungicas e de entrega de genes. Esta investigacdo resultou
na publicagdo de milhares de estudos e no desenvolvimento de ensaios clinicos com varias
formulacdes de farmacos e outras moléculas transportadas em lipossomas, das quais

apenas cerca de 5% foram aprovadas e, consequentemente, introduzidas no mercado.**

A nivel de aplicacéo clinica, os lipossomas ocupam uma posi¢do de destaque,
sendo que nos ultimos anos cresceu 0 numero de ensaios clinicos utilizando estas
estruturas para veiculagdo de farmacos anticancerigenos e de outras moléculas para o
tratamento de tumores, nomeadamente, do CPNPC. Contudo, neste momento ainda néo

existem formulagdes lipossomais aprovadas pelas entidades competentes para utilizagdo
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clinica com esta finalidade.'®*3! Seguidamente, serdo abordados alguns ensaios clinicos
e estudos desenvolvidos, in vitro e in vivo, de terapéuticas antitumorais envolvendo
lipossomas com aplicagdo no CPNPC. De modo a facilitar a organizacdo do documento,

estes foram divididos por molécula.

5.2.1. Doxorrubicina

A DOX é um farmaco antineoplasico pertencente a classe das antraciclinas. Foi
isolado pela primeira vez na década de sessenta, a partir de culturas de Streptomyces
peucetius var. caesius. Este farmaco é utilizado para o tratamento de varios tumores
solidos, essencialmente devido aos seus mecanismos de acdo. Por um lado, a DOX inibe
a atividade da topoisomerase 11, uma enzima essencial durante o processo de replicacédo
celular, ao aliviar a tensdo resultante do desenrolamento da hélice. Esta enzima, apds o
corte temporério da dupla hélice de ADN, trespassa a outra dupla hélice através desse
local de corte e por ultimo, volta a ligar a dupla cadeia anteriormente cortada. Assim, a
DOX inibe a atividade desta enzima estabilizando o complexo ADN-topoisomerase I,
que impossibilita a juncdo da cadeia e, consequentemente, impede a concluséo do ciclo
celular. Por outro lado, este farmaco forma complexos com as cadeias de ADN por
intercalacdo entre pares de bases, impedindo gque tanto a ARN como a ADN polimerase
se liguem ao material genético. Ao impedir esta ligacdo, ndo ocorre a sintese de novas
cadeias de ADN e, consequentemente, suspende-se o crescimento celular. Além disso, o
efeito citotoxico deste farmaco esta também associado a formacéo de radicais livres, que

podem levar a fendmenos de stress oxidativo e peroxidagéo lipidica.t3#13

Contudo, a semelhanca dos restantes farmacos, também a DOX ndo é in6cua. A
sua administracdo pode conduzir a varios efeitos adversos, sendo a cardiotoxicidade
severa o principal, uma vez que leva a insuficiéncia cardiaca congestiva.'*® Esta
cardiotoxicidade parece resultar do mecanismo de acdo deste farmaco, essencialmente,
da formacao de radicais livres que provocam stress oxidativo nas células. Dada a reduzida
concentragdo de enzimas antioxidantes no musculo cardiaco, este acaba por ser mais
afetado. Além disso, a DOX provoca arritmias e pode levar a diminuicao da expressao de
genes que codificam proteinas envolvidas na contragdo muscular (como a miosina e a
troponina-1). Esta diminui¢do pode consequentemente conduzir a miolise (destruicdo das

fibras musculares) e & reducéo do processo de contragdo do miocérdio.*®*
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A nivel hematoldgico, provoca uma depressdo da medula déssea, especialmente
dos neutrdfilos e das plaquetas. Desencadeia igualmente efeitos sintomaticos, tais como,
nauseas, vomitos, Ulceras no trato gastrointestinal, alopécia e alteracdes na pigmentacéo
da pele. Também o aparelho urinario é afetado pela administracdo deste farmaco,
principalmente ao nivel renal, dado o facto deste causar tanto um aumento da

permeabilidade glomerular, bem como a atrofia dos glomérulos.!%

Com o intuito de minimizar os efeitos adversos associados & DOX, mantendo a
sua eficécia terapéutica, surgiu a DOX lipossomal, isto é, a encapsulacdo deste farmaco
na estrutura do lipossoma. O Doxil®, também designado por Caelyx™, foi a primeira
preparacdo lipossomal de DOX peguilada a ser aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) com indica¢do para o tratamento do cancro do ovario, sarcoma de
Kaposi, cancro da mama e mieloma maltiplo. Um ensaio clinico de fase | realizado em
individuos com CPNPC avancado ou metastatico previamente tratado com platina,
demonstrou a eficacia do Doxil® no tratamento desta patologia. A 17 pacientes foram
administrados, por infusdo 1V, 45 mg/m?a cada 21 dias, tendo esses pacientes recebido,
em média, 2 ciclos de tratamento. Verificou-se que em 5 pacientes houve estabilizacdo
da doenga, e que noutro paciente houve mesmo uma regressao parcial do tumor. Além
disso, demonstrou-se um perfil de toxicidade favoravel, o que contribuiu para o suporte

da possibilidade de utilizacio desta formulacdo em pacientes com CPNPC,126:1%6

No tratamento desta patologia podem associar-se diversas opgoes terapéuticas,
como a RT e a QT, originando a radioquimioterapia (RQT). Esta modalidade permite
aumentar a eficacia terapéutica e é o tratamento-padrdo para pacientes com CPNPC
localmente avangados. Num estudo, Tsoutsou e os seus colaboradores avaliaram a
viabilidade da RT acelerada hipofracionada com citoprotegdo em combinagdo com
vinorelbina e DOX lipossomal. Catorze pacientes foram submetidos a RT durante 4
semanas consecutivas, a DOX lipossomal foi administrada numa dose de 20 mg/m?a cada
2 semanas, durante 3 ciclos consecutivos e, por ultimo, a vinorelbina foi administrada em
3 niveis (20 mg/m? por semana, 25 mg/m? trés vezes a cada 2 semanas e 30 mg/m? trés
vezes a cada 2 semanas). Observou-se uma resposta parcial (isto €, uma reducdo de 65%
do volume do tumor) em 9 pacientes, uma resposta minima (correspondente a uma
reducdo do volume tumoral entre 30-50%) em 2, e nos restantes 2 pacientes verificou-se
uma estabilizacdo da doenca. Deste modo, conclui-se que a combinacdo de DOX

lipossomal e vinorelbina com RT € viavel para doentes com CPNPC, proporcionando
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altas taxas de resposta.’?®13” Num ensaio clinico de fase I, Varveris et al. avaliaram a
eficacia da combinacdo de Doxil® com cisplatina simultaneamente com RT em 18
pacientes, entre os quais, 9 com CPNPC. A dose inicial desta preparacdo lipossomal foi
de 7 mg/m? uma vez por semana e foi aumentada em intervalos de 5 mg/m? para cada 3
pacientes. A dose padrdo de cisplatina administrada foi 20 mg/m? uma vez por semana e
0s pacientes foram ainda submetidos a 7 semanas de RT. Devido ao facto de se terem
observado algumas situaces de toxicidade na dose de 17 mg/m?, definiu-se 12 mg/m?
como a dose maxima tolerada de Doxil®. Ao longo de 18 meses, os pacientes foram
sujeitos a exames com o intuito de avaliar as alteragdes nas dimensbes do tumor e
verificou-se uma reducdo de, pelo menos, 50% da massa tumoral em 16 dos 18 pacientes
envolvidos no estudo. Estes resultados demonstraram a potencial inclusio de Doxil® em
esquemas de RT e QT concomitantes para o tratamento de tumores sélidos, como o
CPNPC.126’138

Para além destes, outros ensaios clinicos de fase | utilizando a DOX lipossomal
no tratamento do CPNPC tém sido desenvolvidos, obtendo-se resultados de eficacia e
seguranca semelhantes aos apresentados nos ensaios descritos anteriormente e, por
conseguinte, reforcando a possivel utilizacdo desta formulagcdo no tratamento desta
patologia. Contudo, a par com estes ensaios, diversos estudos in vitro e in vivo sdo
realizados, procurando avaliar outras estratégias de intervencdo no CPNPC, tal como a
utilizacdo de determinados ligandos especificos para as células cancerigenas. Neste
sentido, Biswas et al., avaliaram a eficacia da DOX lipossomal peguilada com octa-
arginina (um péptido sintético, curto, carregado positivamente e semelhante a sequéncia
peptidica do péptido VIH-1TAT, que tal como este na fase de infecdo de VIH,
demonstrou propriedades de transporte celular eficientes) conjugada a sua superficie. A
analise in vitro em células A549, uma linha celular de CPNPC humano, nomeadamente
de adenocarcinoma do pulmdo, confirmou a eficiente acumulacdo celular desta
formulacéo face a preparacéo lipossomal Doxil® sem qualquer modificacdo (Figura 5.1).
Além disso, observou-se também uma maior citotoxicidade, evidenciada pelo aumento
dos niveis de secrecdo da enzima lactato desidrogenase (LDH), que € um marcador de
morte celular. Assim, este sistema demonstrou uma maior eficacia na entrega da DOX,
suportando a sua potencial utilidade no tratamento do cancro, em particular, no
CPNPC.13

49



L
o

—
i

B3 Controlo

B8 Lipossomas ndo modificados

—
L=
i

E= Lipossomas modificados com
octa-arginina

Media geométrica
de fluorescéncia

U
L

Figura5.1 — Comparacao da captacao celular da formulacéo lipossomal de DOX nao modificada
e modificada com octa-arginina, por citometria de fluxo. As células A549 foram incubadas com
as formulacGes durante 1h e 4h, ap6s a qual se realizou essa analise. [Adaptado de (133)].

Num outro estudo, Cheng et al. investigaram a possibilidade de funcionalizacéo
de lipossomas contendo DOX com GE11 (um péptido com elevada afinidade para o
EGFR, que se encontra presente em elevadas quantidades na maioria dos CPNPC). Para
tal prepararam os lipossomas acoplando a superficie este ligando e, in vitro,
demonstraram que o efeito citotoxico dos lipossomas carregados com DOX em células
Ab549 estava intimamente relacionado com a densidade de GE11, dado que os lipossomas
contendo elevadas concentracdes de ligando na sua superficie conduziram a uma maior
atividade antitumoral. Estes resultados permitiram acreditar que este ligando foi capaz de
facilitar a captacdo celular dos lipossomas através de endocitose mediada por EGFR.
Consequentemente, com o intuito de verificar esta hipotese, realizaram uma experiéncia
de imagiologia in vivo, em ratinhos xenotransplantados com células tumorais com sobre
expressdo de EGFR, constatando que a modificagdo dos lipossomas com GE11 aumenta
a sua acumulacdo e prolonga a sua retencdo no local do tumor, tornando-o um

transportador promissor para a entrega de farmacos e outras moléculas no CPNPC.**°

5.2.2. Cisplatina

A cisplatina, também designada por cis-diaminodicloroplatina (11), é um farmaco
antineoplasico pertencente a classe dos agentes alquilantes. Embora tenha sido sintetizada
pela primeira vez em 1844 por Michel Peyrone, so a partir de 1960, com os trabalhos
desenvolvidos por Barnett Rosenberg, € que se descobriu a sua atividade antitumoral.
Assim, devido ao seu mecanismo de acdo, a cisplatina € utilizada para o tratamento de
varios tipos de cancro, incluindo sarcomas, alguns carcinomas, linfomas e tumores nas

células germinativas.4
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Apbs a entrada na célula, ao sofrer o processo de hidrdlise, a cisplatina torna-se
um composto altamente reativo, com a capacidade de introduzir grupos alquilo em locais
nucleofilicos dos componentes celulares, tal como o ADN. Este complexo liga-se
covalentemente aos &tomos de azoto das bases da dupla hélice (preferencialmente aos N7
da guanina) e podem originar aductos monofuncionais, onde o complexo faz apenas uma
ligacdo ao ADN, ou aductos bifuncionais, onde o complexo se liga em duas posi¢des ao
ADN. Estas liga¢cdes podem ocorrer na mesma cadeia (alquilacéo intra-cadeia) ou, com
menor frequéncia, em cadeias diferentes (alquilacdo inter-cadeia), distorcendo a estrutura
tercidria do ADN e inibindo a agdo da maquinaria celular durante os processos de

replicacéo e transcrigdo. 4014

A cisplatina tem sido associada a diversos efeitos adversos. Os efeitos renais, que
sdo os mais significativos, sdo relacionados com a inducao de danos ao nivel dos tabulos
proximais, dado que a cisplatina é eliminada pelo rim por filtracdo glomerular e secrecao
tubular, e como tal, uma acumulacdo excessiva deste citotdxico nas células
parenquimatosas renais contribui para uma diminuicdo da capacidade de filtracdo dos
rins. Além disso, tém sido descritos alguns eventos cardiacos, incluindo alteracGes
eletrocardiograficas, miocardite, arritmias, cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca
congestiva; alteracdes a nivel hepatico, como a diminui¢do da concentracao de enzimas
antioxidantes, devido ao stress oxidativo que, por sua vez, resulta da formacéo de espécies
reativas de oxigénio; bem como, nauseas, vOmitos, neuropatia periférica e

mielossupressdo. 140142

Lipoplatin™ ¢é uma formulagdo lipossomal de cisplatina desenhada com o
objetivo de reduzir a toxicidade sistémica e permitir uma libertacdo lenta do farmaco
enquanto o lipossoma € degradado. Alguns estudos pré-clinicos desenvolvidos
permitiram demonstrar a eficacia antitumoral desta formulacdo, com concentracdes
intratumorais até cinquenta vezes superiores as verificadas nos tecidos normais, e uma
menor toxicidade renal em comparagdo com a cisplatina convencional 2614 Na Gltima
década, tém sido desenvolvidos multiplos estudos da sua aplicacdo no tratamento do
CPNPC. Um estudo de fase | realizado em pacientes com CPNPC avangado teve como
principal objetivo determinar a dose maxima tolerada desta formulacéo lipossomal de
cisplatina em combinagdo com uma dose fixa de gemcitabina. Para tal, durante 6 ciclos
de 3 semanas cada, aos dias 1 e 8, era administrada a dose fixa de gemcitabina e

aumentada, em 10%, a partir de 100 mg/m? a dose de Lipoplatin™. Observou-se que a

51



dose de 120 mg/m? desta formulagdo lipossomal, no regime posoldgico mencionado
anteriormente, ainda é bem tolerada pelo organismo e que permitiu o controlo da doenca

em 3 dos 13 pacientes envolvidos no estudo. #4145

Os resultados satisfatorios obtidos neste estudo foram indutores de mais estudos
com o intuito de demonstrar a aplicacdo desta formulagdo no tratamento desta patologia.
Neste sentido, Mylonakis et al., desenvolveram um estudo randomizado de fase 1l com
88 pacientes com CPNPC nos estadios I1I1B/IV. Desses, 47 pacientes receberam durante
6 ciclos de 21 dias, Lipoplatin™ (aos dias 1, 8 e 15 de cada ciclo) em associagdo com
gemcitabina (nos dias 1 e 8), enquanto os restantes 41 pacientes receberam durante o
mesmo numero de ciclos, cisplatina (no dia 1) e gemcitabina (aos dias 1 e 8). Obtiveram-
se taxas de controlo da doenca para o grupo tratado com esta formulacao lipossomal e
para o tratado com cisplatina, respetivamente, de 70,7% e 56,4%. Além disso, verificou-
se que O primeiro grupo apresentou uma menor toxicidade, principalmente, a nivel

renal 146

Um estudo multicéntrico de fase Il desenvolvido por Stathopoulos et al., em
pacientes com CPNPC inoperavel e sem qualquer tratamento quimioterapico anterior,
demonstrou que, embora a combinacdo de cisplatina lipossomal com PTX (grupo A) seja
menos tdxica que a associacao de cisplatina convencional com PTX (grupo B), a eficacia
é semelhante, uma vez que as taxas gerais de resposta (sobrevivéncia global e tempo para
progressao tumoral) entre os 2 grupos de tratamento ndo foram, em termos estatisticos,

significativamente diferentes (Figura 5.2).147:148
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Figura 5.2 — Comparacao da taxa geral de resposta entre os pacientes tratados com uma combinacao
de cisplatina lipossomal e PTX (grupo A) e os pacientes tratados com cisplatina convencional
associada a PTX (grupo B). A: Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. B: Curva do tempo de
progressao tumoral de Kaplan-Meier. [Adaptado de (147)].




Esta formulacao lipossomal também tem sido estudada em regime de monoterapia
para o tratamento desta patologia. Stathopoulos et al., avaliaram a administragdo de 200
mg/m? de Lipoplatin™, nos dias 1 e 2 de 6 ciclos de 2 semanas cada, em 21 pacientes.
Oito desses pacientes (38.1%) obtiveram uma resposta parcial, 9 (42.9%) uma
estabilizacdo da doencga e nos restantes 4 (19%), verificou-se uma progressao da doenca.
Apenas foi observada uma ligeira toxicidade em 6 pacientes, caraterizada
predominantemente, por nauseas e vomitos.® Assim, é possivel verificar que os ensaios
de fase I, Il e 111 ttm demonstrado e confirmado que a cisplatina lipossémica apresenta
ndo s6 uma eficacia semelhante a cisplatina no tratamento do CPNPC, como uma redugao

significativa da toxicidade associada a este farmaco.'#*

Por outro lado, SPI-077 ¢é uma formulacdo de lipossomas estabilizados
estericamente que também encapsula a cisplatina e se encontra atualmente na fase Il de
ensaios clinicos. Comparativamente com a cisplatina livre, demonstrou nos modelos pré-
clinicos uma melhoria significativa no atraso do crescimento do tumor pulmonar, bem
como um aumento da estabilidade e do tempo de circulagdo do farmaco. No entanto, em
ensaios clinicos, embora a preparacdo seja bem tolerada pelo organismo, conduzindo
apenas a situacdes de toxicidade ligeira, como nauseas e vomitos, demonstra somente

uma modesta atividade antitumoral em pacientes com CPNPC num estadio avancado.>%-
152

5.2.3. Paclitaxel

O PTX é um farmaco com atividade antineoplasica pertencente a classe dos
agentes estabilizadores dos microtubulos, os taxanos. Foi descoberto em 1967, quando
Monroe Wall e Mansukh Wani o isolaram de um extrato de casca do teixo do Pacifico
(Taxus brevifolia). Ao contrario da maioria dos farmacos citotoxicos, o PTX néo interage
diretamente com os &cidos nucleicos nem interfere com a sua sintese, uma vez que atua
ao nivel dos microtbulos, durante a fase mitotica do ciclo celular. Os microtibulos sdo
um dos principais componentes do citoesqueleto das células eucaridticas e desempenham
inimeras funcdes vitais, tanto na manutencdo da forma das células, como no transporte
intracelular de organelos, sinalizacdo celular e na formacdo do fuso mitético durante a
divisdo celular. O PTX tem a capacidade de se ligar com grande afinidade a um dos
componentes dos microtibulos, a B-tubulina, estimulando a sua polimerizacdo que,

consequentemente, estabiliza os microtubulos. Deste modo, este farmaco suprime a
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dindmica dos microtubulos, impedindo a sua despolimerizacdo e, por fim, a separacdo
dos cromossomas. Nas células tumorais, ao evitar este processo, bloqueia a mitose e

conduz & apoptose, impedindo o crescimento do tumor.*%3

Este farmaco pode provocar reagdes de hipersensibilidade, que incluem
hipotensdo, dispneia com broncoespasmo, urticaria e erupg¢des cutaneas. Estas devem-se,
essencialmente, a baixa solubilidade do PTX em agua, facto que obriga a utilizacdo de
outros solventes, como o 6leo de ricino polietoxilado (Cremophor® EL), que sdo os
principais responsaveis por estas reacbes. Com o intuito de as minimizar, recorre-se a
medidas de profilaxia, como a utilizacdo de anti-histaminicos e corticosteroides. A nivel
hematoldgico, o PTX induz a mielossupressdo que, por sua vez, estd na origem de
diversas infecdes, principalmente nas vias urinarias e no aparelho respiratorio superior.
A longo prazo, tem efeito no desenvolvimento de neuropatia periférica, sendo esta uma

das principais toxicidades limitantes da dose de PTX.1>*

Lipusu® é uma preparacdo que contém lipossomas encapsulados com PTX
liofilizado, aprovada nos Estados Unidos da América e na China, que demonstrou
atividade no tratamento de diversos tumores sélidos, como no cancro do ovario, da mama
e no CPNPC. Wang H & Zhang X, num estudo realizado em pacientes com CPNPC
ndo tratados previamente com QT, demonstraram que a eficacia do tratamento na reducéo
do tamanho tumoral ao fim de 2 ciclos com 175 mg/m? desta formulagdo lipossomal é
semelhante & obtida no tratamento com a mesma dose de PTX na sua forma convencional,
mas que a utilizacdo de lipossomas na encapsulacdo deste farmaco permite reduzir os seus
efeitos secundarios, tanto ao nivel hematoldgico e gastrointestinal, como no que concerne

a reagdes de hipersensibilidade.*®**’

Em individuos com CPNPC num estadio avancado é frequente a ocorréncia de
derrames pleurais malignos. Deste modo, Zhou J. et al., num ensaio clinico de fase |
procuraram investigar a viabilidade, farmacocinética, eficacia e toxicidade da
administragdo de Lipusu® por oposicdo ao PTX convencional, em pacientes nesta situagio
clinica. Em 15 pacientes, 12 foram tratados com a formulacéo lipossomal e 3 com 0 PTX
na sua forma livre. Verificou-se que a toxicidade da formulagéo lipossomal foi inferior a
do PTX convencional, com dor toracica, anemia, neutropenia e hepatotoxicidade
minimas. A nivel farmacocinético, concluiu-se que o farmaco na formulacao lipossomal

foi eliminado mais lentamente que o farmaco livre do liquido pleural (Figura 5.3), o que
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permitiu obter taxas de controlo do derrame pleural superiores no final do primeiro,
segundo, terceiro e sexto més ap6s o inicio do tratamento. Com estes resultados,
demonstrou-se que a encapsulacdo de PTX em lipossomas parece ser Gtil no tratamento
de efusGes pleurais malignas, sendo necessaria a realizacdo de estudos de fase Il, isto é,

com um maior nimero de individuos, para confirmar esta mesma possibilidade.®
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Figura 5.3 — Curva de eliminacdo intrapleural do paclitaxel para os pacientes tratados
com a formulag&o lipossomal e com o farmaco na sua forma livre. [Adaptado de (158)].

Como ja foi mencionado, as células tumorais podem tornar-se resistentes a
maultiplos farmacos devido a diversos mecanismos intrinsecos ou adquiridos. Esta
situacdo, leva a que os resultados da QT sejam insatisfatdrios, pelo que, numa tentativa
de contornar esta limitagdo, Ju R. e 0s seus colaboradores procuraram desenvolver um
tipo de lipossomas com PTX encapsulado, que tém acoplados a superficie péptidos de
penetracdo celular, isto é, pequenos péptidos que facilitam a captacdo celular de varias
estruturas moleculares, como nanossistemas. Os estudos foram realizados in vitro, em
celulas LLC1, uma linha celular de CPNPC de ratinho, nomeadamente de carcinoma
pulmonar, e em células LLC1 resistentes a DOX, e in vivo, em ratinhos com CPNPC
resistente a DOX. Os resultados in vitro demostraram que esta modificacdo na estrutura
dos lipossomas aumenta significativamente a sua captacdo celular em células LLC1 e
LLC1 resistentes, inibindo o crescimento celular e induzindo a apoptose destes dois tipos
de células. In vivo, os estudos desenvolvidos nos ratinhos com células LLC1 resistentes
demonstraram que os lipossomas aumentaram de forma excecional a eficacia do PTX.
Assim, é possivel concluir que o acoplamento de péptidos de penetracdo celular a

superficie dos lipossomas com PTX aparenta ser uma estratégia promissora no tratamento
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do CPNPC resistente, sendo ainda necessarios mais estudos, principalmente em humanos,
para comprovar esta possibilidade.>®

5.2.4. Docetaxel

O DTX é um anéalogo semissintético do PTX descoberto e patenteado em 1986
por Nicholas J. Sisti e Charles S. Swindell. E produzido a partir das agulhas do teixo
europeu (Taxus baccata), tendo sido aprovado em 1995 para o tratamento de diversos
tumores solidos, incluindo o cancro da mama, do ovario e o CPNPC, devido ao seu
mecanismo de atuagdo, que tal como mencionado anteriormente no PTX, passa por
promover a agregacdo da B-tubulina em microtdbulos estaveis e inibir a sua dissociacao.
Deste modo, este farmaco interrompe a rede microtubular nas células, que é essencial

para determinadas funcdes celulares vitais, como a mitose e interfase. 16961

Os efeitos adversos associados a administracdo deste farmaco sdo 0s mesmos que
foram descritos para o PTX. A utilizacdo de lipossomas também tem vindo a ser solu¢édo
de recurso para superar esses efeitos adversos e manter a eficécia terapéutica do DTX.
Neste contexto, Fitch R. et al. avaliaram a utilizacdo de MNK-010, uma formulacao
lipossomal de um pré-farmaco de DTX, comparativamente ao DTX livre, em dois
modelos de xenotransplante de CPNPC em ratinhos imunodeficientes. Neste estudo,
concluiu-se que em comparagdo com o DTX livre, a administracdo desta formulagéo por
via IV permitiu uma libertagdo lenta e continua do farmaco na circulagdo sanguinea e
aumentou a sua acumulacdo nos tecidos tumorais, verificando-se uma reducdo das
dimensGes do tumor até valores inferiores aos niveis de quantificacdo apo6s 9 dias de
tratamento. Estes resultados sugerem que esta formulacdo é altamente toxica para as
células cancerigenas de CPNPC e que a vetorizagdo podera ser necessaria para aumentar

ainda mais a sua eficacia terapéutica.®?

ATI-1123 é uma preparacéo lipossomal de DTX com aplica¢do no tratamento de
diversos tumores sélidos. Em modelos pré-clinicos, comparativamente com o DTX livre,
esta preparacdo aumentou o tempo de permanéncia em circulacdo e a exposi¢do ao
farmaco, conduzindo a uma maior atividade antitumoral. Por outro lado, demonstrou
menor toxicidade sistémica relativamente ao DTX livre. Estes resultados promissores
incentivaram a realizag&o de ensaios clinicos em humanos. Neste sentido, com o objetivo
de avaliar a seguranca, tolerabilidade, farmacocinética e a eficacia desta preparagdo, 29

pacientes com tumores sélidos avangados, incluindo 9 que tiveram uma exposi¢do
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anterior ao DTX livre, foram recrutados para um ensaio de fase | envolvendo 2 centros
de estudo. Neste, os pacientes foram submetidos a doses crescentes de ATI-1123 (entre
15 e 110 mg/m?), por via IV, a cada 3 semanas, tendo a preparagdo lipossomal
demonstrado um perfil farmacocinético favoravel e uma tolerabilidade aceitavel até a
dose de 90 mg/m?. Esta foi considerada a dose maxima tolerada, dado o facto de ter sido
a dose mais alta a induzir apenas efeitos de toxicidade ligeira nos individuos. Além disso,
em 22 pacientes observou-se uma estabilizacdo da doenca ao fim de 3 meses e, num
paciente com CPNPC, verificou-se uma resposta parcial, com reducdo de 61% da massa

tumoral 163164

Num outro estudo, Wang J. et al. analisaram o metabolismo e a excrecdo de
lipossomas com DTX encapsulado cujo alvo sdo os pulmdes, em comparacdo com DTX
livre, utilizando modelos experimentais animais in vitro e in vivo. Verificou-se que tanto
a formulacdo lipossomal como o DTX livre foram degradados de forma semelhante in
vitro e in vivo por homogeneizados de figado e microssomas, mas que ndo foram
metabolizados por um homogeneizado de pulmdo (Figura 5.4). Por outro lado, a
formulacdo lipossomal mostrou uma excregdo significativamente reduzida nas fezes e na
urina dos animais utilizados no estudo em comparacdo com a excrecdo de DTX livre.
Deste modo, é possivel concluir que a veiculacdo de DTX em lipossomas nao altera o
metabolismo do farmaco in vitro e in vivo, e que a diminui¢do da sua eliminacdo pode
contribuir para 0 aumento da eficacia terapéutica e reducdo da toxicidade sistémica deste

farmaco para o tratamento do CPNPC .10
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Figura 5.4 — Metabolismo in vitro de DTX livre e DTX encapsulado em lipossomas em diferentes
homogeneizados de tecido do modelo experimental utilizado no estudo. A: Percentagem de DTX
incubado num homogeneizado de pulmao a diferentes tempos. B: Percentagem de DTX incubado hum
homogeneizado de figado a diferentes tempos. C: Percentagem de DTX incubado com microssomas de
figado do modelo experimental a diferentes tempos. [Adaptado de (160)].
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O antigénio CD133 é um marcador que se encontra expresso nas células
estaminais cancerigenas dos tumores solidos, tal como o CPNPC. Dado que as células
estaminais cancerigenas que expressam o antigénio CD133 possuem uma capacidade de
autorrenovacao, proliferacao, diferenciacdo e formacdo de tumores in vivo nos ratinhos
superior & observada nas células que ndo o expressam, eliminar essas células estaminais
pode aumentar a eficacia terapéutica dos farmacos antineoplésicos. Neste sentido, Ma J.
et al. prepararam um novo sistema de lipossomas com DTX encapsulado modificados
com um aptamero que se liga especificamente a este antigénio e analisaram a sua eficacia
e toxicidade. Os resultados in vivo demonstraram que este sistema conduz a uma reducéo
significativa da toxicidade sistémica e a uma elevada inibi¢&o do crescimento tumoral em
ratinhos xenotransplantados com células tumorais A549, ou seja, com CPNPC (Figura

5.5).165
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Figura 5.5 — Resultados obtidos no estudo desenvolvido por Ma J. et al. A: Inibicdo do
crescimento tumoral em ratinhos xenotransplantados com células A549 por DTX em diferentes
formulagdes. B: Peso corporal do animal. Os pesos corporais dos animais tratados foram
continuamente monitorizados para investigar a citotoxicidade sistémica do DTX em diferentes
formulagdes. [Adaptado de (165)].

5.2.5. Tecemotide

O tecemotide, também designado por BLP25, é um lipopéptido sintético
desenvolvido em 1998 por Babita Agrawal, Mark J. Krantz, Mark A. Reddish e B.
Michael Longenecker, e patenteado pela Oncothyreon Inc., cuja aplicagdo na terapéutica
antitumoral tem sido investigada devido a sua capacidade de estimular a atividade das
células T contra a mucina 1 (MUC1), uma glicoproteina cujos niveis de expressdo séo
bastante elevados em determinados cancros, incluindo aproximadamente 86% dos

adenocarcinomas e 74% dos restantes tipos de CPNPC.16¢
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A MUCL encontra-se expressa tanto em tecidos normais como em tecidos
tumorais. Nos tecidos normais, habitualmente essa expressdo é restrita a superficie apical
das células epiteliais polarizadas secretoras de mucinas. Contudo, nas células tumorais,
além da sobre expresséo verifica-se também a perda dessa polaridade de expressao, bem
como uma reducdo acentuada da sua glicosilagdo, com o encurtamento das cadeias
laterais dos hidratos de carbono, que expdem o0s epitopos (por¢do do antigénio com
potencial de originar uma resposta imune) do nucleo peptidico ou formam novos
epitopos. Além disso, nos tecidos tumorais, esta glicoproteina esta envolvida em
interacBes anormais com recetores de tirosina quinase e outros recetores da superficie
celular. Essas interagfes anormais desencadeiam a ativacdo inapropriada das vias de
sinalizacdo intracelular, promovendo o crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia das
células tumorais. O longo dominio extracelular da MUCL1 confere ainda propriedades
antiadesivas, que impedem a adeséo celular e favorecem a metastizacdo. Deste modo, é
possivel constatar que varios fatores tornam a MUCL1 um excelente alvo para
imunoterapia nos individuos com CPNPC, incluindo a sobre expressdo na superficie

celular e a sub-glicosilagdo, com a consequente exposicdo dos epitopos antigénicos.66-
168

Stivumax®, também designado por L-BLP25, é uma vacina lipossomica que
consiste num lipopéptido sintético de 25 aminoacidos derivados da regido de sequéncias
repetitivas do ADN da glicoproteina MUCL1, juntamente com o lipido monofosforil A,
que tem o intuito de funcionar como adjuvante na indugdo de uma resposta imune celular,
e trés outros lipidos diferentes. A utilizacdo de lipossomas como sistema de libertacdo
pretende facilitar a captacdo do lipopéptido antigénico por células apresentadoras de
antigénios (APC), para posterior apresentacdio ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe I. Esta apresentagdo conduz a uma resposta
imunitaria de células T especificas para o0 antigénio que atua nos tumores que expressam
aMUC1, tal como é o caso do CPNPC.7168 Nos estudos pré-clinicos desenvolvidos em
roedores, Stivumax® induziu uma resposta imune celular caraterizada por proliferacio de
células T especificas para o0 antigénio. Estes resultados conduziram a realizacdo de
ensaios de fase | e 11 para avaliar a eficicia e a seguranca desta vacina.'®® Num ensaio de
fase | realizado com o objetivo de avaliar a seguranga e imunogenicidade desta vacinaem

individuos com CPNPC nos estadios 111B ou IV, Palmer et al. demonstraram que a vacina
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L-BLP25 pode ser administrada com um minimo de toxicidade, dado que esta foi bem

tolerada e induziu uma resposta imune celular nesses individuos.5°

Um ensaio aberto e randomizado de fase Il recrutou 171 pacientes com CPNPC
nos estadios I11B e 1V, previamente submetidos a QT de primeira linha, de 17 centros no
Canadé e no Reino Unido. Estes foram aleatoriamente divididos em 2 grupos: um que
recebeu apenas terapia de suporte, isto é, medidas que visam a prevencao e o controlo dos
efeitos adversos do proprio cancro e do tratamento; e um outro grupo, que para além da
terapia de suporte, recebeu uma dose unica IV de ciclofosfamida (para aumentar o efeito
da imunoterapia), seguida de 8 imunizacGes semanais por via subcutanea de Stivumax®
e imunizagdes de manutencdo a cada 6 semanas a partir de entdo. Ap6s 0s 53 meses de
acompanhamento, os resultados obtidos para todos os pacientes envolvidos no estudo
demonstraram apenas uma taxa de sobrevida média ligeiramente superior no grupo
tratado com Stivumax® em comparagéo com o outro grupo (17.4 vs. 13.0 meses), a0 passo
que nos 65 pacientes no estadio 111B, a média da taxa de sobrevida no grupo tratado com
esta vacina foi muito superior a verificada para o outro grupo (30.6 vs. 13.3 meses)
(Figura 5.6). Deste modo, é possivel constatar que a administracdo de Stivumax® pode

prolongar a sobrevivéncia dos pacientes com CPNPC no estadio 111B.168:170
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Figura 5.6 — Anélise da taxa de sobrevida, ao longo dos 53 meses de acompanhamento,
para 0s 65 pacientes no estadio I11B. Verificou-se um aumento significativo da taxa
de sobrevida nos pacientes tratados com Stivumax®, face aos pacientes submetidos
apenas a uma terapia de suporte. [Adaptado de (167)].

Charles Butts e os seus colaboradores desenvolveram um ensaio duplo-cego,
internacional e randomizado de fase Ill, denominado START. Para este estudo foram
recrutados 1513 pacientes com CPNPC num estadio Il inoperavel, alguns deles

previamente submetidos a RT e QT simultanea ou sequencialmente. Desses pacientes,
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274 foram excluidos e, aleatoriamente, 410 foram alocados para receber o placebo
enquanto os restantes 829, foram alocados para receber o tecemotide semanalmente
durante 8 semanas, seguido da administracdo a cada 6 semanas até progressao ou
regressdo da doenca. Através dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a terapia
de manutengdo com Stivumax® no CPNPC no estadio 11l foi bem tolerada, mas nédo
prolongou significativamente a sobrevida global, tendo-se verificado apenas uma
melhoria notavel da sobrevida global nos pacientes que receberam o Stivumax® ap6s

serem submetidos a tratamentos com RT e QT em simultaneo (Figura 5.7).1%
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Figura 5.7 — Comparacdao da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier ao longo do tempo ap6s o
inicio do estudo nos pacientes tratados com tecemotide e nos tratados com um placebo. A:
Sobrevida global em todos os pacientes envolvidos no estudo. B: Sobrevida global nos pacientes
gue receberam o farmaco ap6s RT e QT em simultaneo. [Adaptado de (166)].

Como tal, é necessario o desenvolvimento de mais estudos com o intuito de
entender a interacdo entre a imunoterapia especifica paraa MUCL1 e a RQT prévia. Neste
sentido, diversos ensaios encontram-se em fase de desenvolvimento a nivel internacional,
para determinar se novas imunoterapias podem originar melhorias significativas nos
principais resultados clinicos (como a sobrevida global) em pacientes com CPNPC, para
definir quais as populagdes que beneficiardo mais desta modalidade de tratamento, bem

como para determinar qual a duracio de tratamento que conduz a melhores resultados.'®®

5.2.6. TUSC2

Tumor suppressor candidate 2 (TUSC2), também designado por FUS1, é um gene
supressor de tumores identificado em 1998, por Latif F., Duh F. e Kuzmin I., na regiéo
3p21.3 dos cromossomas humanos. Em muitos cancros humanos, incluindo o CPNPC, é

frequente que, num estadio precoce, ocorra perda de alelos e de alteracfes genéticas nesta
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regido cromossodmica. Consequentemente, a expressdo da proteina FUS1 esta ausente ou

reduzida na maioria dos carcinomas pulmonares.’1172

Esta proteina induz os seus efeitos antitumorais através da regulacdo de diversos
processos celulares e de sinalizagdo molecular. Regula, essencialmente, a progressao do
ciclo celular na fase G1, a apoptose, a homeostasia do célcio, bem como a expressao
genética e a atividade de varias proteinas quinases, por mecanismos ainda desconhecidos.
Deste modo, o restabelecimento da funcéo da proteina FUS1 nas células pulmonares
tumorais com deficiéncia em 3p21.3 inibe o crescimento das células tumorais, por

inducio da apoptose e alteragBes da cinética do ciclo celular.1’%172

Varios estudos tém sido desenvolvidos, tanto em modelos pré-clinicos como
clinicos, com o intuito de avaliar os efeitos do restabelecimento da proteina FUS1 no
tratamento do CPNPC. Para tal, uma cassete de expressdo plasmidial que codifica a
proteina é encapsulada num lipossoma constituido por um lipido catiénico, o 1,2-dioleil-
3-trimetilamdnio-propano (DOTAP), e por colesterol numa relacdo molar de 1:1. Esta
formulagdo lipossomal é designada por DOTAP:Chol-Fusl e num ensaio pré-clinico,
desenvolvido em ratinhos xenotransplantados com células A549, demonstrou uma
inibicdo significativa do crescimento do tumor, uma reducdo no ndmero de nddulos
tumorais metastaticos, bem como um aumento do tempo de sobrevivéncia destes animais,
em comparacgdo com 0s animais controlo, tratados apenas com o plasmideo FUS1 (Figura
5.8). Assim, estes resultados sugerem a potente atividade supressora de tumores da
proteina FUS1 e demonstram que esta formulacdo podera ser um agente terapéutico no

tratamento do CPNPC primario e metastatico.!”
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Figura 5.8 — Resultados obtidos num ensaio pré-clinico desenvolvido em ratinhos xenotransplantados
com células A549. A: Comparacao da inibi¢do do crescimento tumoral entre os ratinhos tratados com a
formulagcdo DOTAP:Chol-FUSL e os tratados com o plasmideo FUS1. B: Comparagdo do tempo de
sobrevivéncia entre os ratinhos tratados com a formulacdo DOTAP:Chol-FUS1 e os tratados com o
plasmideo FUS1. [Adaptado de (173)].
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Num ensaio clinico de fase I, Lu C. et al. procuraram avaliar os efeitos da
administracdo IV desta formulagéo lipossomal, a cada 3 semanas, a 31 pacientes com
CPNPC recidivante e/ou metastatico previamente tratados com derivados de platina. Os
resultados obtidos demonstraram que em 2 pacientes houve uma reducéo do tamanho do
tumor primério, que em 5 houve uma estabilizacdo da doenca durante 2.6 a 10.8 meses,
enquanto nos restantes a doenca evoluiu. Foram realizadas biopsias a alguns dos pacientes
envolvidos no estudo antes e apds o tratamento, e a analise destas permitiu verificar que
a administracdo desta formulagdo lipossomal induz um aumento de 10 a 25 vezes nos
niveis de FUSL1 que, por sua vez, promove alteragdes significativas na via de apoptose
intrinseca das células tumorais. Além disso, a administracdo da formulagdo em intervalos
de 3 semanas possibilitou a avaliagdo da sua toxicidade, ndo tendo sido observadas
mudancas nas carateristicas de crescimento das células normais apds a captacdo do gene,

sendo esta preparagio bem tolerada pelo organismo.'’*

Os resultados satisfatorios que esta formulacdo lipossomal tem demonstrado, em
termos de eficécia e seguranca, tém incentivado o desenvolvimento de mais estudos, com
o intuito de solidificar a sua aplicabilidade. Neste sentido, diversos estudos encontram-se
em fase de desenvolvimento, tal como um ensaio clinico de fase I/1l que pretende avaliar
a possivel eficacia e a dose maxima tolerada da combinacdo de DOTAP:Chol-Fusl com
Erlotinib no tratamento do CPNPC no estadio IV, bem como a seguranca desta
combinacdo. De acordo com o protocolo do estudo, a 57 pacientes com a patologia é
administrada uma determinada dose da formulacao lipossomal no dia 1 de um ciclo de 21
dias e uma dose diaria de Erlotinib. Os resultados serdo publicados durante o ano corrente
e a dose maxima tolerada sera obtida ap6s o primeiro ciclo de tratamento, enquanto a taxa
de resposta a este tratamento sera determinada ao fim de 2 ciclos, verificando-se se houve
uma resposta completa, parcial ou se ndo houve qualquer resposta, continuando o tumor

a progredir.t’

5.2.7. Outras moléculas vetorizadas por lipossomas

Para além das moléculas anteriormente mencionadas, outras tém sido investigadas
tendo em vista a sua aplicagdo no tratamento do CPNPC. Neste sentido, na Tabela 5.1
encontram-se resumidas algumas moléculas em ensaios clinicos e pré-clinicos para

vetorizagdo por lipossomas com aplicagé@o nesta patologia.
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Tabela 5.1 — Exemplos de moléculas com atividade antitumoral que se encontram em
ensaios clinicos e pré-clinicos para vetorizacao por lipossomas com aplicacdo no CPNPC.
[Adaptado de (176-178)].

Composto Nome do Via de Indicacéo Estado do
Ativo Produto Administracao Terapéutica Ensaio
CPNPC e outros tumores Fase

Irinotecano IHL-305 Intravenosa solidos (colorretal, prostata, Pré-clinica

ovario e gastrico)

ACId.O t,r.ans- . CPNPC e outros tumores Fase
retindico  Lipo-ATRA Intravenosa s6lidos Pré-clinica
(ATRA)

Vinorelbina Alocrest (ou Intravenosa Tumores solidos avangados Fase |

INX-0125) (incluindo CPNPC)
. Tumores s6lidos avancados

Oxaliplatina  MBP-426 Intravenosa " Fase |

Ou metastaticos
CPNPC e cancro no ovario
Lurtotecano  OSI-211 Intravenosa Fase Il

recorrente

6. Conclusao

O CPNPC é uma neoplasia que apresenta elevadas taxas de incidéncia e
mortalidade em todo o mundo. Carateriza-se pela sua agressividade e rapida progresséo,
que dificulta a realizacdo de um diagndstico numa fase precoce e, consequentemente,
torna o prognostico reservado. Além disso, as terapéuticas convencionais apresentam
varias desvantagens, como a falta de seletividade para as células tumorais, causando

efeitos adversos nas células saudaveis.

Na tentativa de garantir aos doentes melhores perspetivas de tratamento, bem
como um melhor estado fisiologico e psicolégico na luta contra esta patologia, tem-se
verificado um aumento acentuado na investigacdo de novas opcdes terapéuticas. Neste
sentido, a vetorizacdo de terapéuticas anticancerigenas mediada por nanossistemas tem
demonstrado ser um grande avango na procura de um tratamento mais eficaz e

simultaneamente mais seguro para o doente.
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Entre os nanossistemas existentes, os lipossomas possuem carateristicas que 0s
tornam excelentes veiculos de farmacos. As suas dimensfes nanométricas tornam-nos
compativeis com a maioria dos processos que ocorrem no organismo humano. A sua
estrutura permite a encapsulacédo simultanea de farmacos, pelo que estes podem atuar em
diferentes mecanismos do tumor, aumentando a eficicia do tratamento. Além disso, a
possibilidade de modificagdo e funcionalizagdo da sua superficie permite prolongar o
tempo de circulacdo dos farmacos, direcionar o nanossistema para as células tumorais,
devido a presenca de recetores e marcadores moleculares especificos nestas, bem como
controlar e programar a libertagdo dos farmacos. Esta situacéo é possivel tirando partido
das diferentes condicGes observadas entre os tecidos tumorais e os tecidos normais, ao
garantir que a libertacdo apenas ocorre na presenca de determinadas enzimas especificas
ou em resposta a determinados estimulos, como alteracGes do pH e temperatura. Contudo,
ainda que todas estas carateristicas e possibilidades dos lipossomas estejam disponiveis,
de facto néo se encontra descrito o aproveitamento de todas na aplicacdo destas estruturas
em CPNPC, tornando-se pertinente um aumento da investigacao, com o intuito de avaliar
de que forma o seu aproveitamento pode influenciar positivamente o tratamento desta

patologia.

Apesar dos resultados promissores obtidos nos diversos estudos, ensaios pré-
clinicos e clinicos desenvolvidos nos ultimos anos, ainda ndo existem formulacdes
lipossomais para a terapéutica do CPNPC no mercado. Esta situagdo deve-se
essencialmente ao facto de ainda ndo se ter um conhecimento completo acerca da sua
seguranca e toxicidade, sendo necessarios mais estudos na area da nanotoxicologia, de
modo a estabelecer os seus efeitos a longo prazo na salde humana. Alguns dos estudos
descritos da aplicacdo destas formulagdes em CPNPC, incluem nos tratamentos a
administragdo prévia ou simultanea de outros fArmacos citotdxicos, o que dificulta tanto
a garantia de que estas formulacdes lipossomais contribuem para os resultados
alcancados, como a confirmacao de que a sua eficacia € semelhante a obtida pelo farmaco
na forma livre. Além disso, a grande maioria das terapias foram estudadas em linhas
celulares e modelos animais, que apesar de fornecerem informacdes de relevancia, ndo
permitem extrapolar com grande rigor os resultados obtidos. Um exemplo s&o os estudos
envolvendo ligandos acoplados a superficie dos lipossomas, que embora tenham
demonstrado um aumento da seletividade para o local tumoral e, consequentemente, uma

maior eficacia e menor toxicidade, apenas foram realizados in vitro e in vivo. Deste modo,

65



os resultados observados ndo permitem tirar conclusdes crediveis sobre a aplicago, em
individuos portadores de CPNPC, destas estruturas modificadas e funcionalizadas, isto &,
aproveitando, tal como foi referido anteriormente, uma das suas principais carateristicas.
Em paralelo, os ensaios clinicos descritos para os diversos farmacos e moléculas sao
essencialmente de fase | e 11, realizados alguns deles em pacientes com tumores solidos
(em que apenas uma pequena fracdo apresenta a patologia). Assim sendo, de modo a obter
conclusbes mais fidedignas sobre a eficacia terapéutica e a seguranca a longo prazo,
permitindo a determinacdo dos efeitos adversos ndo esperados, € crucial a realizacdo de

ensaios de fase 111 e IV, com um maior nimero de pacientes com CPNPC.

A nanotecnologia € uma area que ainda esta a dar os primeiros passos, mas que
atendendo aos resultados promissores demonstrados nos estudos descritos, se prevé que
venha a desempenhar um papel relevante no futuro da terapéutica clinica e na qualidade
de vida dos doentes com esta patologia. Assim, é essencial insistir na investigacdo nesta
area, procurando desenvolver nanossistemas que conciliem o melhor dos estudos que tém
sido realizados, com ligandos acoplados a sua superficie e que permitam uma
encapsulagdo simultanea de diversas moléculas, tal como a cisplatina e o tecemotide, que
atuam no CPNPC por mecanismos distintos (permitindo, consequentemente, uma agéo
sinérgica) e individualmente tém apresentado excelentes resultados, encontrando-se na
fase Il do processo de desenvolvimento. Deste modo, o investimento nesta area e o
aprofundamento do conhecimento obtido até aos dias de hoje, bem como a sua
explorag&o, torna-se particularmente fulcral para melhorar ndo sé a qualidade de vida dos
pacientes, como para dar um novo rumo ao combate daquele que € um dos maiores medos
da populacdo, dado o continuo aumento das taxas de incidéncia e mortalidade em todo o

mundo deste tipo de cancro.
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