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Resumo

O cancro continua a ser uma das principais causas de morte no mundo. Apesar dos
avangos tecnologicos a nivel de diagnostico, o tratamento oncologico revela-se ainda uma
das questoes mais desafiadoras na area da saude. As estratégias cldssicas para o
tratamento do cancro incluem intervengdo cirurgica, radioterapia, quimioterapia, terapia
combinada e terapia a laser. Contudo, estas opgdes apresentam algumas limitacdes, tais
como a falta de especificidade ou falta de eficacia para atingir os tecidos cancerigenos.
Com o intuito de ultrapassar estas limitagdes, varias equipas tém investigado a
versatilidade dos nanossistemas, nomeadamente o desenvolvimento de nanossistemas
multifuncionais. Com o recurso a esta estratégia ¢ possivel associar as vantagens inerentes
aos diferentes nanossistemas com multiplos beneficios, como por exemplo, a
coadministragdo de farmacos ou de compostos bioativos com efeito terapéutico sinérgico;
o direcionamento/vectorizacao ativa para alvos especificos; a ativacao de nanossistemas

por diferentes estimulos; e a aplicacdo de estratégias terapéuticas hifenizadas.

A presente dissertagdo tem como objetivo apresentar uma revisao do estado da arte das
multiplas estratégias usadas no desenvolvimento de nanossistemas multifuncionais com
o intuito de ultrapassar as limitagdes associadas as estratégias convencionais utilizadas

no tratamento do cancro.

Palavras-chave: = Coadministracdo; =~ Composicdo  hibrida;  Estratégias  de
direcionamento/vectorizagdo; Nanossistemas ativados por estimulos; Estratégias

terap€uticas hifenizadas
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Abstract

Cancer remains one of the leading causes of death in the world. Despite technological
advances in diagnosis, cancer treatment is still one of the most challenging health issues.
Classic strategies for cancer treatment include surgical intervention, radiotherapy,
chemotherapy, combination therapy and laser therapy. However, these options have some
limitations, such as lack of specificity or ineffectiveness in reaching cancerous tissues. In
order to overcome these limitations, several teams have investigated the versatility of
nanosystems, namely the development of multifunctional nanosystems. Using this
strategy, it is possible to combine the advantages inherent in different nanosystems with
multiple benefits, such as the co-delivery of drugs or bioactive compounds with
synergistic therapeutic effect; active targeting/vectoring for specific targets; activation of
nanosystems by different stimuli; and the application of hyphenated therapeutic

strategies.

The present dissertation aims to present a review of the state of the art of the multiple
strategies used in the development of multifunctional nanosystems in order to overcome

the limitations associated with the conventional strategies used in cancer treatment.

Key words: Co-delivery; Hybrid composition; Targeting/vectoring strategies; Stimulus

activated nanosystems; Hyphenated Therapeutic Strategies
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Abreviaturas

5 - FU: 5 - Fluorouracilo ( do inglés, 5 - Fluorouracil)

As203: Tridxido de arsénio (do inglé€s, Arsenic trioxide)

Cas(PO4)3(OH): Hidroxiapatite (do inglés, Hydroxyapatite)

CendR: C-terminal Rule

CUR: Curcumina

DAFODIL: Doxorubicin and 5 - Flurouracil optimally delivered in a liposome
DNA: Acido desoxirribonucleico (do inglés, Deoxyribonucleic acid)

DOX: Doxorrubicina (do inglés, Doxorubicin)

DSPC: Diestearoil fosfatildilcolina (do inglés Distearoyl phosphatidylcholine)

DSPE - PEGaoo0 - Mal: 1, 2 - distearoil - sn - glicero - 3 - fosfoetanolamina - N -
[maleimida (polietilenoglicol 2000)] (do inglés, I, 2 - distearoyl - sn - glycero - 3 -
phosphoethanolamine - N - [maleimide (polyethylene glycol 2000)]

DSPE - PEGaooo: 1, 2 - distearoil - sn - glicero - 3 - fosfoetanolamina - N - [amino
(polietilenoglicol 2000)] (do inglés, I, 2 - distearoyl - sn - glycero - 3 -
phosphoethanolamine - N - [amino (polyethylene glycol 2000)]

DTX: Docetaxel

EGFR: Recetor de fator de crescimento epitelial (do inglés, Epidermal growth factor

receptor)

EPR: Permeabilidade e retencdo aumentada (do inglés, Enhanced permeability and

retection)
FDA: Food and Drug Administration

Fe304: Magnetite
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GSH: Glutationa (do inglés, Glutathione)

HER - 2: Recetor - 2 do fator de crescimento epidérmico humano (do inglés, Human

epidermal growth factor receptor - type 2)

HPCD: 2 - hidroxipropil - B - ciclodextrina (do inglés, 2 - hydroxypropyl - f -

cyclodextrin)

IARC: International Agency for Research on Cancer

ISL: Isoliquiritigenina (do inglés, Isoliquiritigenin)

LMWH: Heparina de baixo peso molecular (do inglé€s, Low molecular weight heparin)
MMC: Mitomicina C (do inglés, Mitomycin - C)

mNPs: Nanoparticulas magnéticas (do inglé€s, Magnetic nanoparticles)

MPS: Sistema fagocitario mononuclear (do inglés, Mononuclear phagocytic system)
mRNA: Acido ribonucleico mensageiro (do inglés, Messenger ribonucleic acid)

NF - kB: Fator de transcri¢cao nuclear kappa B (do inglés Factor nuclear kappa B)
NLC: Vetores lipidicos nanoestruturados (do inglés, Nanostructured lipid carriers)
NPs: Nanoparticulas

NSC: N - succinilquitosano (do inglés, N - succinyl chitosan)

P - gp: Glicoproteina P

PACAP: Peptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria (do inglé€s, Pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide)

PEG: Polietilenoglicol (do inglés, Polyethylene glycol)

PHC: Polietilenoglicol - hidrazona - C18 (do inglés, Polyethylene glycol - hydrazone -
C18)
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PLA: Acido polilactico (do inglés, Polylactic acid),
PLGA: Poli (acido lactico - co - glicolico) (do inglés, Poly (lactic - co - glycolic acid))
PTX: Paclitaxel
QDs: Pontos quanticos (do inglés, Quantum dots)

RGD: Tripéptido de arginina, glicina e asparagina (do inglés, Arginine - glycine - aspartic

tripeptide)

ROS: Espécies reativas de oxigénio (do inglés, Reactive oxygen species)
siRNA: RNA de interferéncia (do inglés, Small interfering RNA)

SLN: Nanoparticulas de lipidos solidos (do inglés, Solid lipid nanoparticles)

STAT - 3: Transdutor de sinal e ativador de transcricao 3 (do inglés, Signal transducers

and activators of transcription - 3)
TAMs: Macrofagos associados ao cancro (do inglés, Tumor associated macrophages)
TNF - a: Fator de necrose tumoral a (do inglés, Tumor necrosis factor o)

TPGS: Succinato de D - a - tocoferil polietilenoglicol 1000 (do inglé€s, D - a - tocophery!
polyethylene glycol succinate)

TPGSi1000 - TPP: Succinato trifenilfosfina de D - a - tocoferil polietilenoglicol (do inglés,
D - a - tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate triphenylphosphine)

VCAM - 1: Molécula de adesdo celular vascular 1 (do inglés, Vascular cell adhesion

molecule - 1)

VEGF: Fator de crescimento vascular endotelial (do inglés, Vascular endothelial growth

fator)
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I. Introducio

Nas ultimas décadas verificaram-se avancos ao nivel da biotecnologia e da gendémica
humana que contribuiram, ndo so, para uma melhor compreensdo da patogénese
associada ao cancro, como também, para o desenvolvimento de marcadores especificos e
estratégias terapéuticas direcionadas para os tecidos cancerigenos (Siegel ef al., 2012).
Apesar destes avangos, atualmente, o cancro ¢ uma das doengas mais letais no mundo.
Em 2018, com base nas estimativas GLOBOCAN 2018, a International Agency for
Research on Cancer (IARC) estimou cerca de 18,1 milhdes de novos casos de cancros
em todo o mundo (Ferlay et al., 2019). Para 2030, na Unido Europeia, estima-se que o
numero de mortes associado a processos cancerigenos atinga os 21 milhdes (Roy

Chowdhury et al., 2016).

Na literatura estdo reportadas varias opgdes de tratamento oncologico, incluindo a
intervengdo cirdrgica, a quimioterapia, a radioterapia, a terapia fotodinamica, a terapia
fototérmica e a terapia combinada (Zhou et al., 2015). Contudo, a falta de especificidade
para atuar nas células alvo (i.e. nas cé€lulas cancerigenas) representa a maior limitagdo
destas estratégias classicas, podendo induzir toxicidade ndo s6 nas células cancerigenas,
como também em células saudaveis. Apesar da quimioterapia ser o tratamento de primeira
linha para diversos tipos de cancro, estima-se que a resisténcia a este tratamento em
doentes que apresentam cancro com metastases aproxima-se dos 90% (Longley and
Johnston, 2005). A solubilidade aquosa limitada dos agentes quimioterapicos, os efeitos
secundarios indesejaveis € o desenvolvimento de resisténcia por parte de células
cancerigenas a multiplos farmacos antineopldsicos sdo as principais razdes que
contribuem para o insucesso clinico da quimioterapia (Tefas ef al., 2017; Zhang et al.,
2017; Shapira et al., 2011). Perante a eficacia limitada das terapéuticas existentes, o
recurso a nanotecnologia tem sido bastante explorado para o desenvolvimento e a

implementagdo de sistemas terapéuticos alternativos (Tran ef al., 2015).

Segundo a literatura, a aplicacdo dos nanossistemas no tratamento do cancro apresenta
diversas vantagens, tais como (Kang et al., 2018; Tefas et al., 2017; Zhang et al., 2017):
(1) possibilidade de direcionamento/vectorizagdo dos agentes quimioterapicos para
tecidos especificos; (i1) podem ser constituidos por compostos de diferente natureza (e.g.
material inorganico, lipidico e/ou polimérico); (iii) conter componentes sensiveis a

diversos estimulos externos (e.g. radiacdo, campo magnético e ultrassons) e/ou alteracdes
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do ambiente interno (e.g. pH, diferen¢a de potencial redox); (iv) suscetiveis de encapsular
compostos com propriedades fisico-quimicas incompativeis, melhorando a
biodisponibilidade, solubilidade e estabilidade; (v) evitar a rapida eliminagdao do agente
quimioterdpico do organismo; (vi) suprimir mecanismos de resisténcia; e (vil) aumentar
a acumulacao dos compostos ativos nas células cancerigenas em virtude do efeito de
permeabilidade e retencdo aumentada (EPR, do inglés Enhanced permeability and
retection) dos cancros solidos devido a vasculatura e fenestragao do endotélio dos tecidos

cancerigenos.

O recurso aos nanossistemas multifuncionais torna possivel incorporar num tinico sistema
de veiculacao acdes sinérgicas, como por exemplo, terapias combinadas de farmacos e/ou
compostos bioativos, terapias combinadas de agentes quimioterapicos com estratégias de
direcionamento/vectorizagdo, ou ainda, combinar terapias hifenizadas. Estes
nanossistemas permitem modular a libertagdo dos compostos antineoplasicos para locais
alvo, aumentando a eficacia terapéutica e diminuindo os efeitos secundarios. Além disso,
os nanossistemas multifuncionais tém apresentado resultados bastante promissores na
redu¢do das multiplas resisténcias desenvolvidas pelas células cancerigenas aos

compostos anticancerigenos (Tran et al., 2015; Deshpande et al., 2013).

4

O principal objetivo da presente dissertagdo € apresentar os diversos nanossistemas
multifuncionais reportados na literatura para o tratamento do cancro, efetuando uma

revisdo do estado da arte das multiplas estratégias.

A motivacao para abordar esta tematica surgiu do interesse pessoal para aprofundar os
conhecimentos relativos as alternativas terapéuticas de uma doenca que tem vindo a
atormentar milhares de doentes ao longo dos anos e que pde fim a vida de muitos deles.
Os adultos deixam para trds uma vida inteira de lutas e conquistas, e as criancas perdem

a oportunidade de desfrutar a sua vida enquanto mortais.

Para a elaboracao desta dissertagdo foram consultados e analisados os artigos cientificos
mais relevantes pesquisados em diversas bases de dados, tais como PubMed,
ScienceDirect, Springer, Google Scholar, Dove Medical Press. As palavras-chave usadas
durante a pesquisa foram: Co-delivery system for cancer treatment, Hybrid composition
for cancer treatment, Active targeting for cancer treatment, Triggering strategies for

cancer treatment, Hyphenated therapeutic strategies for cancer treatment.
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II. Nanossistemas

Ao nivel oncoldgico, a quimioterapia ¢ a estratégia terapéutica mais utilizada.
Geralmente, o tratamento oncoldgico pressupde a administracdo de um ou mais farmacos
antineoplasicos. Numa situacdo ideal, o farmaco deve atingir o local de ag¢do e exercer o
efeito farmacologico pretendido, dentro da respetiva janela terap€utica. Num contexto
real, ao nivel fisioldgico, este processo nem sempre € facil e apresenta algumas limitagdes
que comprometem a eficicia terapéutica, nomeadamente, a dificuldade do farmaco para
permear as membranas biologicas e o facto de este estar sujeito a processos de
metabolizacao/degradagdo antecipados e, consequentemente, poder ser eliminado antes
de alcangar o local alvo. Desta forma, nestas circunstancias torna-se necessario a
administracdo de doses mais elevadas e/ou com mais frequéncia para atingir o efeito
terapéutico pretendido. Além disso, os efeitos secundarios que surgem apos a
administracdo do farmaco antineoplésico, decorrentes da distribui¢do do mesmo por
todos os tecidos do organismo, sdo responsaveis pela diminui¢ao da qualidade de vida do
doente (Vilar et al., 2012). Outra limitagao relaciona-se com o facto de alguns dos agentes
antineoplésicos, por apresentarem solubilidade aquosa limitada, necessitam de ser
manipulados com solventes especiais, que, por si s0, podem ser toxicos (Friberg and

Nystrom, 2015).

Com o intuito de ultrapassar as desvantagens e/ou limitagdes associadas a quimioterapia,
alguns investigadores tém proposto o desenvolvimento de nanossistemas para a
veiculacdo dos compostos, com o objetivo de (Vilar et al., 2012; Saraiva et al., 2011): (1)
melhorar as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas; (ii) ultrapassar as
limitagdes de solubilidade aquosa e de estabilidade; (ii1) aumentar o tempo de circulagao
sistémica; (iv) diminuir os efeitos secundarios; (v) reduzir as multiplas resisténcias aos

farmacos antineoplasicos.

No mercado existem diversos produtos contendo nanossistemas aprovados para o

tratamento do cancro, sendo alguns deles apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Exemplo de medicamentos contendo nanossistemas comercializados utilizados

no tratamento do cancro (adaptado Thakor and Gambhir (2013)).

Nome comercial

Farmaco antineoplasico /

Nanossistema

Indicacao terapéutica

aprovada

Caelyx® (Europa)
Doxil®(EUA)

DaunoXome®

Myocet®

Abraxane®

DepoCyt®

Marqibo®

Genexol - PM®

Doxorrubicina (DOX, do
inglés, Doxorubicin) /

lipossoma

Daunorrubicina / lipossoma

DOX / lipossoma

Paclitaxel (PTX) /
Nanoparticulas de

albumina

Citarabina / lipossoma

Sulfato de vincristina /

lipossoma

PTX / Nanoparticulas
poliméricas metoxi-
polietilenoglicol (PEG, do
inglés Polyethylene glycol)
de poli (D, L- lactico)

Sarcoma de Kaposi,
cancro da mama
metastatico e cancro do

ovario

Sarcoma de Kaposi

Cancro da mama

metastatico

Cancro da mama

metastatico

Meningite linfomatosa
Leucemia linfoblastica

aguda

Cancro de mama

metastatico

De acordo com o tipo de material e o método de produgdo, os nanossistemas podem

apresentar tamanho, forma e propriedades distintas (Figura 1).
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Figura 1: Nanossistemas usados na veiculagdo de farmacos (adaptado de Friberg and

Nystrom (2015); Skorupska et al. (2014)).

Quanto a composi¢do, os nanossistemas podem ser constituidos por polimeros (e.g.
nanoesferas, nanocapsulas, micelas poliméricas e dendrimeros), lipidos (e.g. lipossomas,
micelas e nanoparticulas (NPs) lipidicas ) e/ou substancias inorganicas (NPs metalicas,
nanotubos de carbono, NPs ceramicas e pontos quanticos (QDs, do inglés Quantum dots))

(Jose et al., 2018; Skorupska et al., 2014).

Na sec¢ao seguinte sera feita uma abordagem das caracteristicas, vantagens/desvantagens
de alguns dos nanossistemas. Posteriormente sera explorado o potencial de aplicagdo, de

alguns deles, como nanossistemas funcionais.
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I1.1. Nanossistemas lipidicos

Os nanossistemas lipidicos apresentam na sua composi¢ao lipidos naturais ou sintéticos
(e.g. triglicerideos, acido estedrico, fosfolipidos). Alguns exemplos de nanossistemas
lipidicos incluem os lipossomas e as NPs lipidicas. Geralmente, o tamanho dos
nanossistemas lipidicos estd compreendido entre os 50 nm e os 1000 nm (Huang et al.,

2016).

Os lipossomas sao constituidos por uma ou mais bicamada de fosfolipidos dispostos
concentricamente em torno de um compartimento aquoso (Figura 2). Estes sistemas
coloidais permitem veicular quer substancias hidrofilas, no compartimento aquoso, quer
substancias lipofilas, encapsuladas ou adsorvidas na bicamada lipidica (Gong et al., 2016;

Edwards and Baeumner, 2006).

& Farmaco

Figura 2: Estrutura de um lipossoma (adaptado de Crucho (2015)).

Os lipossomas apresentam outras vantagens, tais como: (Lee et al., 2017; Sengel-Turk
and Hascicek, 2017; Salim et al., 2014; Rajshekar et al., 2013) (i) biocompatibilidade ao
nivel fisiologico; (i1) biodegradabilidade e toxicidade reduzida; (ii1) protecdo das
substancias encapsuladas. Como desvantagens, os lipossomas apresentam: (i) problemas
de estabilidade fisico-quimica e estabilidade in vivo; (ii) potencial para sofrer processos
de oxidacdo e, consequente, inducdo de toxicidade celular; (iii) custos de produgdo
elevados e dificuldade de transposi¢do para a escala industrial; (iv) pureza dos

fosfolipidos variavel; (v) capacidade de encapsulacao limitada.

Na tentativa de superar algumas das desvantagens supracitadas surgiram as NPs lipidicas:

as nanoparticulas de lipidos solidos (SLN, do inglés Solid lipid nanoparticles) e os vetores
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lipidicos nanoestruturados (NLC, do inglés Nanostructured lipid carriers) (Muller et al.,
1996). As NPs lipidicas foram desenvolvidas tendo por base o conceito das NPs
poliméricas, isto ¢, apresentam uma matriz lipidica que se mantém solida a temperatura

ambiente e corporal.

As SLN derivam das nanoemulsdes O/A, por substitui¢do do lipido liquido por um lipido
solido a temperatura ambiente e corporal, e sdo estabilizados por agentes tensioativos
(Figura 3). Contudo, estes nanossistemas apresentam uma capacidade limitada para a
encapsulagdo de substancias e, frequentemente, ocorre a expulsao precoce do farmaco
durante o armazenamento, devido a formagao de uma rede cristalina quase perfeita entre

os lipidos (Muller et al., 1996).

Os NLC sao constituidos por lipido(s) solido(s) e por uma porcao lipidica liquida,
originando uma estrutura cristalina com varias imperfei¢des da matriz lipidica, o que evita
a expulsdo do farmaco durante o armazenamento, permitindo uma capacidade de

encapsulagao maior (Figura 3) (Souto et al., 2004).

Figura 3: (A) Nanoparticulas de lipidos solidos; (B) Vetores lipidicos nanoestrtutrados

(adaptado de (Hsu et al., 2019)).

Estes nanossistemas apresentam como principais vantagens (Zhang and Zhang, 2016;
Jores et al., 2004; Miiller et al., 2002; Jenning et al., 2000): (i) biocompatibilidade, uma
vez que, sdo utilizados lipidos semelhantes aos lipidos fisiologicos; (ii) custos de
producao reduzidos; (ii1) facilidade de transposi¢do a escala industrial. No que concerne
as desvantagens mais relevantes, estas incluem: (i) estabilidade reduzida durante o

armazenamento; (ii) capacidade de encapsulagdo limitada de moléculas hidroéfilas.
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I1.2. Nanossistemas poliméricos

A utilizagdo de materiais poliméricos na area da saude remonta aos anos 40 (Kamaly et
al., 2012). Alguns exemplos de nanossistemas poliméricos incluem as NPs poliméricas,

as micelas poliméricas, os QDs, os dendrimeros e os fulerenos.

As NPs poliméricas sao dos nanossistemas mais usados para a veiculagdo de compostos
antineoplasicos, permitindo modular a libertacao e a vectorizagdo dos mesmos (Ahmad
et al., 2015; Kamaly et al., 2012). Estes nanossistemas podem ser constituidos por
polimeros sintéticos (e.g. acido polilactico (PLA, do inglé€s Polylactic acid), poli (4cido
lactico - co - glicolico) (PLGA, do inglés Poly (lactic - co - glycolic acid)) e/ou polimeros

naturais (e.g. gelatina, albumina).

Algumas vantagens associadas as NPs poliméricas incluem (Lee et al., 2017; Mirza and
Siddiqui, 2014; Alok et al., 2013): (1) estabilidade fisico-quimica aceitavel; (i) facilidade
de producdao no laboratorio; (iii) biocompativeis e biodegradaveis. Como principais
desvantagens, estes sistemas apresentam: (i) dificuldade para efetuar a transposi¢ao para
a escala industrial; (i1) utilizagdo de solventes organicos durante a sua preparacao,

podendo conduzir a uma toxicidade residual nas formulagdes finais.

Existem dois tipos de NPs poliméricas, as nanoesferas e as nanocapsulas (Figura 4). No
caso das nanocapsulas, o farmaco fica confinado a uma cavidade rodeada por uma
membrana polimérica; nas nanoesferas, o farmaco ¢ disperso por toda a matriz

polimérica.

oy Firmaco
A Ligando

Figura 4: (A) Nanocapsula; (B) Nanoesfera (adaptado de Crucho (2015)).
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Os dendrimeros sdo macromoléculas poliméricas que apresentam uma estrutura
tridimensional ramificada a escala nanométrica (1 - 100 nm) (Rani, 2015) (Figura 5).
Estes nanossistemas apresentam um nucleo central rodeado por inimeros monomeros

(ramificacdes), os quais funcionam como unidades funcionais.

As principais vantagens dos dendrimeros sao (Li et al., 2017; Catuogno et al., 2016; Rani,
2015; Bet et al., 2010): (1) estabilidade termodinamica; (i1) possibilidade de utilizar varios
grupos funcionais na sua superficie externa; (ii1) veiculagdo de moléculas hidréfilas e
hidr6fobas no ntcleo, nas ramificagdes e na superficie. Algumas das desvantagens
reportadas na literatura incluem: (i) custos de producao elevados; (ii) toxicidade

resultante do uso de solventes organicos durante a producao.

* Farmaco

A\ Ligando

Figura 5: Dendrimero (adaptado de Crucho (2015)).

As micelas sdo agregados supramoleculares de moléculas anfipaticas, podendo ser
formadas por polimeros e/ou tensioativos de baixo peso molecular (Figura 6). A cavidade
interior destes sistemas € hidr6foba, permitindo a encapsulacao de farmacos hidrofobos

(Husseini and Pitt, 2008).

As micelas sdo sistemas de veiculagdo bastante versateis, permitindo a conjugagdo com
ligandos utilizados em estratégias de direcionamento/vectorizagdo. Algumas das
limitagdes apresentadas por estes nanossistemas referem-se: a estabilidade in vivo
reduzida, podendo ocorrer a libertacdo imediata dos constituintes ativos e a dificuldade

de transposi¢do para a escala industrial.
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Figura 6: Micela (adaptado de Crucho (2015)).

I1.3. Nanossistemas inorganicos

Os nanossistemas inorganicos incluem uma variedade de sistemas, nomeadamente NPs
metalicas, nanotubos de carbono, QDs e NPs de ceramica. Estes nanossistemas sao
relativamente faceis de sintetizar e apresentam uma estabilidade quimica razoavel quando
submetidas a condigdes fisioldgicas. Geralmente, os nanossistemas inorganicos

apresentam dimensoes que variam entre os 10 nm e os 100 nm (Wilczewska et al., 2012).

I1.3.i. Nanoparticulas metalicas

As NPs metélicas podem ser constituidas por diversos metais, contudo, as NPs de ouro,

ferro e prata sdo as mais usadas na aérea da saide (Arun Kumar, 2013).

As NPs de ouro possuem tamanhos e forma bem definida e podem ser manipuladas para
a aplicacao em tratamentos do cancro (Almeida ef al., 2014). As NPs de ouro podem ser
toxicas quando usadas por periodos de tempo prolongados, uma vez que apresentam uma

velocidade de eliminagdo baixa e, como tal, tendem a acumularem-se (Ventola, 2017).

As NPs de 6xido de ferro (magnetite (Fe3O4)) (Figura 7) apresentam estabilidade quimica
em condig¢des fisioldgicas, um custo de producdo reduzido e sdo dotadas de propriedades
magnéticas. Estas NPs estdo aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) para

uso clinico (Wilczewska et al., 2012).

10
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Figura 7: Nanoparticula de Fe3O4 (adaptado de Mazo-Zuluaga (2011)).

Considera-se que as NPs de Fe3O4 ndo apresentam toxicidade para as células (Duncan
and Gaspar, 2011; Bulte and Kraitchman, 2004). Apesar das NPs poderem ser degradadas
pelas células através do metabolismo do ferro, alguns autores tém alertado para o risco de
uma quantidade de ferro, resultante de administracdes a longo prazo, poder representar
para as células, assim como para as células estaminais (Ventola, 2017; Kedziorek et al.,

2010; Dousset et al., 2008).

I1.3.ii. Outras nanoparticulas inorganicas

As NPs de cerdmica podem ser constituidas por elementos como a silica, o 6xido de

titdnio e o zirconio (Moreno Vega et al., 2012).

As NPs de silica apresentam uma estabilidade quimica e térmica razoavel, resisténcia
mecanica e biocompatibilidade (Kedziorek ef al., 2010). Estes nanossistemas permitem a
conjugacao com diferentes moléculas para o desenvolvimento de estratégias de
direcionamento/vectorizagdo (Roy Chowdhury et al., 2016). Estas podem apresentar
grandes dimensdes (3 um), condicionando o acesso a determinados tecidos (Liu et al.,
2011). A forma das NPs pode influenciar o tempo de circulagdo no organismo. Ao
contrario do que acontece com as NPs com forma esférica, as NPs em forma de disco
(Figura 8) evitam a opsonizagdo por parte células do sistema fagocitdrio mononuclear
(MPS, do inglés Mononuclear phagocytic system), mantendo-se em circulacdo no

organismo (Decuzzi et al., 2010).

11
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Figura 8: NPs de silica em forma de disco (adaptado de Duncan and Gaspar (2011)).

I1.3.iii. Pontos quanticos

Os QDs apresentam dimensdes compreendidas entre 1 nm a 100 nm. Geralmente, o
nucleo destes sistemas ¢ composto por seleneto de cddmio com um revestimento de
sulfureto de zinco ou cadmio (Klostranec and Chan, 2006). Os QDs sdo caracterizados

por possuirem fluorescéncia e fotoestabilidade elevada (Zheng et al., 2016).

Os QDs tém sido aplicados no teranostico, contudo a toxicidade dos materiais pesados ¢
uma limitacao. Atendendo a esta aplicagdo, ¢ importante identificar a dose suficiente para

emitir sinal passivel de detecao sem toxicidade para o doente (Lovric ef al., 2005).

11.3.iv. Fulerenos e Nanotubos de carbono

As NPs a base de carbono sao obtidas a partir do grafeno, podendo dividir-se em 2 grupos:
os fulerenos e os nanotubos (Figura 9) (Geim and Novoselov, 2007). Os fulerenos sao
caracterizados por (Bosi et al., 2003): (i) possuir uma forma tridimensional; (ii) conter
entre 60 a 82 atomos de carbono na sua constitui¢do; (ii1) apresentar capacidade de
encapsular moléculas no seu interior. Os nanotubos de carbono sdo caracterizados por
(Geim and Novoselov, 2007): (i) possuir uma forma cilindrica; (ii) apresentar uma
resisténcia mecanica elevada; (iii) possuir propriedades térmicas, Oticas e elétricas

excelentes.

12
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Figura 9: (A) Fulerenos; (B) Nanotubos (adaptado de Geim and Novoselov (2007)).

13
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III. Nanossistemas multifuncionais

De acordo com Tefas et al. (2017), nas ultimas décadas os avangos cientificos no
tratamento do cancro aumentaram substancialmente a taxa de sobrevivéncia dos doentes.
Apesar dos beneficios indiscutiveis com os agentes anticancerigenos, muitos dos
protocolos de tratamento com quimioterapia acabam por falhar. Este fracasso resulta, ndo
sO da toxicidade induzida pelos compostos antineoplasicos, mas também, pela resisténcia
das células cancerigenas aos mesmos. Perante este cenario, considera-se que ha um longo
caminho para pavimentar no tratamento do cancro, abrindo caminhos para novas

abordagens terapéuticas.

A aplicagdo de uma tUnica estratégia para o tratamento do cancro nao tem sido suficiente
para alcancar os resultados pretendidos. Desta forma, o uso de nanossistemas
multifuncionais, que possuem simultaneamente mais de uma propriedade util no mesmo
sistema, tem sido explorado na area oncoldgica, nomeadamente (Szasz et al., 2011): (1)
coadministragdo; (ii) direcionamento/vectorizagdo; (ii1) nanossistemas de composi¢do
hibrida; (iv) sistemas ativados por estimulos; (v) estratégias terap€uticas hifenizadas. A
aplicacdo destas estratégias tem como objetivo maximizar a eficidcia do tratamento

antineoplasico e reduzir os efeitos secundarios nas células saudaveis.

Na secc¢do seguinte serdo abordados alguns dos exemplos mais relevantes reportados na

literatura, das diferentes estratégias de multifuncionalizagao.

III.1. Coadministraciao

A resisténcia das cé€lulas cancerigenas pode ser intrinseca e/ou adquirida. Os processos
cancerigenos com fenotipo resistente aos compostos antineoplasicos, nao respondem
eficazmente, mesmo sem qualquer contactado prévio. Por outro lado, os processos
cancerigenos que apresentam resisténcia adquirida, inicialmente sdo sensiveis aos agentes
antineoplasicos, respondendo favoravelmente a terapéutica, mas posteriormente
tornam-se resistentes (Yuan et al, 2017). Os mecanismos que contribuem para a
resisténcia adquirida incluem (Yuan et al., 2017): (i) no caso de serem proé - farmacos (i.e.
quando os compostos tém de ser ativados por um fendmeno de biotransformacao),
diminui¢do da ativagdo dos compostos antineoplasicos; (i1) limitacao do influxo do agente

antineopldsico para o espaco intersticial das células cancerigenas, por alteracdo das
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proteinas responsaveis pela internalizagdo do composto; (ii1) aumento do efluxo dos

compostos anticancerigenos (e.g. glicoproteina P (P - gp - proteina membranar).

Com o intuito de ultrapassar as limita¢des referidas, e tendo em conta que os
nanossistemas permitem a combinagdo de agentes farmacoldgicos e co - adjuvantes, foi

proposta a coadministracao de agentes antineoplasicos no mesmo nanossistema.

A coadministracdo de agentes antineoplasicos, apresentando mecanismos de agdo e/ou
alvos farmacolégicos diferentes para o tratamento do cancro, deve ser baseada numa
associagao racional e na avaliacao dos efeitos sinérgicos (Qi et al., 2017). Esta estratégia,
quando associada a utilizagdo de nanossistemas, apresenta varias vantagens (Tefas et al.,
2017): (1) direcionamento da libertacdo dos compostos antineoplasicos para os alvos
terap€uticos; (i1) sinergismo obtido pela administragdo concomitante, o que permite
diminuir a dose a administrar; (iii) redugdo dos efeitos secundarios; (iv) reducdo da

resisténcia a multiplos farmacos; (v) aumento do tempo de circulagdo sanguinea.

Contudo, a combinacdo de agentes terapéuticos ndo € um processo simples, podendo
existir limitagdes para a obtencao do efeito terapéutico devido as diferentes propriedades
fisico-quimicas e aos perfis farmacocinéticos de cada um dos compostos (Yang et al.,

2017).

A DOX e o 5 - Fluorouracilo (5 - FU, do inglés 5 - Fluorouracil) sio ambos farmacos
antineoplasicos que tém sido usados numa terapia de associagdo para o tratamento do
cancro da mama avancado, com uma taxa de sucesso de 50 - 75% (Hortobagyi et al.,
1987; Gabra et al., 1996) e do cancro géstrico, com uma taxa de sucesso de 40 - 50 %

(Murad ef al., 1993).

A DOX ¢ uma antraciclina que pertence ao grupo dos antibidticos citotdoxicos. Este
composto apresenta uma taxa de sucesso clinico entre os 40 - 50 %, quando usado em
monoterapia (Bao ef al., 2011). O mecanismo de acdo da DOX ndo estd totalmente
esclarecido, mas considera-se que interfira negativamente na sintese do acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés Deoxyribonucleic acid), pela inibicdo da
topoisomerase II, intercalacio no DNA e formagao de espécies reativas de oxigénio

(ROS, do inglés Reactive oxygen species) (Camacho et al., 2016).
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O 5 - FU ¢ um analogo do uracilo, componente do acido ribonucleico. O 5 - FU interfere
na sintese do DNA por bloqueio da conversao do acido desoxiuridilico em acido
timidilico, pela enzima celular timidilato sintetase. Este composto pode ser usado
isoladamente ou em associa¢do no tratamento de varios cancros (e.g. estdmago, mama,
colon e bexiga). Contudo, o uso de 5 - FU isoladamente apresenta uma eficacia

antineoplasica limitada (Wei et al., 2018).

Alguns estudos clinicos demonstraram que o 5 - FU e a DOX apresentam tempos de
semivida de 8 a 22 minutos (Diasio and Harris, 1989) e de 4 a 5 minutos, respetivamente
(Gabizon et al., 1994). Considerando as velocidades de eliminacao elevadas, Camacho et
al. (2016) desenvolveram uma formulagdo lipossomal peguilada, o DAFODIL® (do
inglés, Doxorubicin and 5 - Flurouracil optimally delivered in a liposome), que permitiu
a coadministracdo da DOX e do SFURW (i.e. um pro-farmaco da 5 - FU). Os lipossomas
foram revestidos por moléculas de PEG para reduzir a opsonizacao por parte do MPS;
aumentar o tempo de circulacao e melhorar a estabilidade (Camacho et al., 2016; Gabizon

et al.,2003)

Camacho et al. (2016) injetaram o DAFODIL® em ratinhos inoculados com células do
cancro da mama 4T1. Os resultados demonstraram que 0 DAFODIL® inibiu cerca de 91%
o crescimento do cancro, enquanto que, nas mesmas doses, lipossomas contendo DOX
ou SFURW isoladamente inibiram apenas cerca de 39%. Este estudo confirmou o efeito
sinérgico da coadministracdo dos dois fA&rmacos antineoplasicos. Além disso, os autores
reportaram uma redugdo dos efeitos secundarios induzida pela DOX, nomeadamente da

cardiotoxicidade, da mielossupressao e da toxidade renal.

Na area oncologica, algumas substancias naturais, como por exemplo, a curcumina
(CUR) e o a - tocoferol, sao consideradas compostos bioativos e tém sido combinadas
com farmacos antineoplésicos pelo seu efeito sinérgico no tratamento do cancro (Sunil
Kumar et al., 2017; Goncalves et al., 2012). Além disso, os compostos naturais podem
atuar como agentes quimiossensibilizantes, uma vez que tém a capacidade de modular

multiplas vias de sinaliza¢do, reduzindo o desenvolvimento de resisténcias.

A CUR ¢ um polifenol extraido do rizoma da planta Curcuma longa, com propriedades
farmacologicas  benéficas bem  documentadas, nomeadamente antioxidante,

antibacteriana, anti-inflamatdria e anticancerigena (Aggarwal and Harikumar, 2009). E
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um exemplo de um composto natural amplamente explorado para a terapia combinada
em quimioterapia (Baek and Cho, 2017). A CUR diminui a ativagao de alguns fatores de
transcricdo relacionados com a carcinogénese, como o transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3 (STAT - 3, do inglés Signal transducers and activators of transcription 3)
e o fator de transcricao nuclear kappa B (NF - kB, do inglés Factor nuclear kappa B)
(Deguchi, 2015). O STAT - 3 ¢ ativado em varias células cancerigenas e estimula a
oncogénese através da ativagdo de genes cruciais para a proliferacdo e a metastizagao
(Wang et al, 2004). O NF - kB, coordenador principal da imunidade inata e da
inflamacao, tem um papel importante como promotor endogeno da carcinogénese. Este
fator pode ser ativado por radiagdes, citoquinas inflamatorias, como por exemplo, fator
de necrose tumoral a (TNF - o, do inglés Tumor necrosis factor o), e agentes
carcinogénicos (e.g. fumo do tabaco) (Karin, 2006; Aggarwal, 2004). Além disso, a CUR
inibe a P - gp, bloqueando o efluxo dos farmacos antineoplasicos, e, consequentemente,
ocorre um aumento da sua concentracdo no meio intracelular (Chen et al., 2019; Baek
and Cho, 2017; Goncalves et al., 2012). No entanto, a CUR apresenta algumas limitagdes,
nomeadamente reduzida solubilidade e estabilidade, traduzindo-se numa
biodisponibilidade baixa e num efeito terapéutico reduzido. Desta forma, a veiculacdo
desta substancia em nanossistemas, para ultrapassar as limitagcdes inerentes ao composto,

tem sido investigada (Baek and Cho, 2017).

Zhang et al. (2017) reportaram que cerca de 40 - 50% dos doentes com cancro do ovario
apresentam a superficie das células cancerigenas uma expressao elevada da P - gp. Este
facto relaciona-se diretamente com o desenvolvimento de resisténcia das células
cancerigenas ao PTX, uma vez que reduz consideravelmente a concentracao do farmaco
antineoplasico dentro da célula. Uma estratégia explorada para aumentar a concentragao
do PTX no meio intersticial ¢ a administracdo simultanea de inibidores da P - gp com
farmacos antineoplésicos. Baek and Cho (2017) desenvolveram SLNs conjugadas com
folato para aumentar a citotoxicidade do PTX quando coadministrado com a CUR (Figura

10).
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Figura 10: SLN CUR/PTX conjugado com folato (adaptado de Baek and Cho (2017)).

A CUR ¢ uma substancia hidrofoba e, como tal, os autores recorreram a sua inclusdo na
2 - hidroxipropil - B - ciclodextrina (HPCD, do inglés 2 - hydroxypropyl - p -cyclodextrin)
com o objetivo de melhorar a estabilidade e a solubilidade em agua e, adicionalmente,
permitir uma libertagdo mais rapida comparativamente com a libertagcdo do PTX. Os
autores reportaram a importancia da libertagao de uma quantidade suficiente de CUR para
inibir o P - gp antes da libertacio do PTX. Esta estratégia permitiu aumentar a
concentracao intracelular do PTX. O direcionamento do nanossistema foi conseguido
pela combinacao de folato a superficie do nanossistema, o qual se liga aos recetores de

folato. Estes recetores sao largamente expressos nas células cancerigenas.

Baek and Cho (2017) realizaram testes in vitro em células MCF - 7 / ADR (linha celular
do cancro de mama) para confirmar a internalizagdo e a citotoxidade do nanossistema
(Figura 11). Os autores concluiram que, o SLN CUR/PTX conjugado com folato
aumentou a quantidade internalizada do PTX em comparacao com a formulacao contendo
o PTX livre. Com a administragdo do PTX livre verificou-se uma concentracao celular

baixa resultante do efluxo pela P - gp. Estes resultados permitiram confirmar a inibi¢ado

da P - gp pela CUR.
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Figura 11: Internalizagdo do SLN CUR / PTX conjugado com folato em célula MCF -
7 / ADR (adaptado de Baek and Cho (2017)).
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Apesar do PTX e da CUR apresentarem mecanismo de agdo diferentes, a libertacao
sequencial destes compostos revelou um aumento da citotoxidade. De acordo com estes
resultados, os autores concluiram que o nanossistema desenvolvido tem grande potencial
para inibir as células cancerigenas que expressem MDRI1 (i.e. o gene que codifica o P —

gp) (Baek and Cho, 2017).

De acordo com os estudos realizados por Fadus ef al. (2017), a utilizacdo da CUR no
tratamento do cancro pode manifestar o aparecimento de algumas reagdes adversas,
quando utilizada em doses elevadas (cerca de 12 g dia), incluindo a quelagao de ferro, o

aparecimento de urticéria e a supressao da agregacdo plaquetaria.

Outro composto natural com potencial aplicacao no tratamento do cancro € o a - tocoferol.
Esta substancia ¢ uma vitamina lipossoluvel, com propriedades antioxidantes essenciais
para o organismo. De acordo com dados da literatura, o PTX apresenta neurotoxicidade
e seletividade reduzida quando administrado isoladamente (Sun et al, 2017). Com a
finalidade de ultrapassar estas limitacdes, alguns autores associaram o PTX ao succinato
D - a - tocoferil polietilenoglicol 1000 (TPGS, do inglé€s D - a - tocopheryl polyethylene
glycol succinate) (Sun et al., 2017). O TPGS ¢ um derivado da vitamina E que possui
uma capacidade de permeagao celular elevada. Este composto ¢ obtido por um processo

de esterificacdo com o PEG. Sun et al. (2014) sugerem que a coadministracao do PTX
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com TPGS promove um aumento da permeabilidade do composto antineoplasico através
da membrana celular devido as propriedades surfactantes do TPGS. Estes autores
desenvolveram NPs poliméricas de PLGA revestidas com TPGS, nas quais encapsularam
o PTX. Em ensaios in vitro, com células A - 549 (i.e. células cancerigenas epiteliais
alveolares humanas), verificou-se uma reducdo significativa da viabilidade celular
comparativamente com o grupo de células tratadas com PTX livre. Nos ensaios in vivo,
com ratinhos xenotransplantados com células A - 549, reportou-se uma acumulacgio
superior do nanossistema no local do cancro comparado com a administracao do PTX
livre, resultando num efeito antineoplésico superior, sem efeitos secundarios sistémicos

(Sun et al., 2014).
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II1.2. Nanossistemas hibridos

Os sistemas hibridos multifuncionais sdo, geralmente, desenvolvidos para conferir
melhores propriedades e novas aplicacdes aos nanossistemas. Os nanossistemas hibridos
apresentam na sua composi¢do dois ou mais tipos de materiais, por exemplo,
polimero/lipido, substancia inorganica/polimero, lipido/substancia inorganica, podendo
melhorar a eficicia terapéutica dos compostos veiculados, uma vez que integram as
vantagens dos diferentes vetores (Jankiewicz ef al., 2012; Singh et al., 2011; Tam et al.,
2007; Park et al., 2003). Os nanossistemas lipidicos, uma vez que apresentam uma
composi¢cao semelhante as membranas fisiologicas, sdo considerados biocompativeis,
biodegradaveis e apresentam baixa imunogenicidade. Por outro lado, as NPs poliméricas
tém uma capacidade de encapsulacdo elevada, facilidade de alteracdo da superficie,
elevada estabilidade em resposta a estimulos e a condigdes fisioldgicas. Portanto, o
nanossistema hibrido polimero/lipido ¢ desenvolvido com o intuito de reunir as melhores

caracteristicas de ambos os sistemas (Jose et al., 2018; Li et al., 2016).

Os nanossistemas hibridos tém sido bastante explorados para o tratamento do cancro

devido a sua versatilidade.

Conforme descrito anteriormente, a DOX e o PTX tém sido aplicadas em tratamentos do
cancro. No entanto, estas moléculas apresentam um efeito terapéutico limitado nas células
com capacidade metastatica (Minotti et al., 2004). No ano de 2000, a FDA aprovou o
trioxido de arsénio (As203, do inglé€s Arsenic trioxide) para o tratamento da leucemia
promielocitica aguda. Esta patologia € um tipo de leucemia mieloide, caracterizada pela
formacdo de leucécitos anormais e hemorragias frequentes, representando a forma mais
maligna da leucemia aguda com capacidade para metastizar (Wang and Chen, 2008). O
mecanismo de acdo do AsO3; nao estd totalmente esclarecido, mas supde-se que este
composto promova a ativagao da proteina Bax, induzindo a apoptose (Zheng et al., 2005).
A aplicacdo do As>O3 na pratica clinica tem sido limitada, uma vez que este composto
liga-se extensivamente as proteinas plasmaticas e sofre uma elimina¢do renal rapida.
Consequentemente, a concentracdo de As>O3z no local alvo ¢ reduzida (Swindell ef al.,
2013). Numa tentativa de ultrapassar este inconveniente, alguns investigadores
desenvolveram diferentes nanossistemas, como lipossomas (Lee ef al., 2011; Chen et al.,
2006) ou micelas poliméricas (Zhang et al., 2014), para veicular o As;Os. Contudo, a

incompatibilidade da natureza orgénica destes nanossistemas com as caracteristicas
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quimicas do As;Os resultou numa libertacio do farmaco em circulagdo antes dos
nanossistemas alcangarem o local alvo. Como alternativa, Fei et al. (2017) propuseram o
encapsulamento do As;O3 em NPs de silica mesoporosa revestidas com diestearoil
fosfatildilcolina (DSPC, do inglés Distearoyl phosphatidylcholine) e conjugadas com o
tripéptido de arginina, glicina e asparagina (RGD, do inglés Arginine - glycine - aspartic)
(Figura 12), para o tratamento do carcinoma do figado. As NPs de natureza inorganica
apresentam varias vantagens como sistemas de veiculagdo, nomeadamente (Fang et al.,
2013): (1) tém elevada estabilidade e biocompatibilidade; (ii) permitem a encapsulacao de
farmacos e a sua prote¢do, quer da degradacao enzimatica quer da degradacao por fatores

ambientais; (ii1) a superficie destes nanossistemas € suscetivel de ser alterada.

/\/\_/~’ DSPE PEG.RGD
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Figura 12: NP de silica mesoporosa revestida com DSPC e conjugada com RGD

(adaptado de Fei et al. (2017)).

O DSPC foi adicionado a formulacdo para minimizar a auto agregacdo € aumentar a
biocompatibilidade (Teng et al., 2013; Ashley et al., 2011). Além disso, outros compostos
foram utilizados no desenvolvimento do nanossistema. O cloro (dimetil) octadecilsilano
contribui para o aumento da estabilidade da NP na corrente sanguinea. O DSPE - PEG2o00
- Maleimida - 1, 2 - distearoil - sn - glicero - 3 - fosfoetanolamina - N - [maleimida -
(polietilenoglicol 2000)] (DSPE - PEG2o00 - Mal, do inglés 1, 2 - distearoyl - sn - glycero
- 3 -phosphoethanolamine - N - [maleimide (polyethylene glycol 2000)] foi associado para
estabelecer a ligacdo do RGD ao nanossistema (Fei et al., 2017). As integrinas sao

recetores de glicoproteinas transmembranares que mediam a ligagdo entre uma célula e
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os tecidos circundantes ou a matriz extracelular. Estes recetores, com expressao
aumentada nas células cancerigenas, desempenham um papel importante no processo de
metastizacdo, facilitando a adesdo das células cancerigenas ao revestimento endotelial
dos vasos sanguineos de outros orgaos e tecidos. O RGD liga-se eficazmente a integrina
avP3 expressa a superficie das células cancerigenas. Este tripéptido apresenta um efeito
inibitorio na adesdo e na angiogénese das células cancerigenas, tendo sido usado para o

direcionamento de farmacos antineoplasicos (Du et al., 2011).

Em ensaios in vivo, realizados em ratinhos portadores de cancro hepatico, Fei ef al. (2017)
injetaram uma solugdo de As,O3, NPs de silica mesoporosa com As>O3; e NPs de silica
mesoporosa com AsO3; conjugado com RGD. Decorridos 15 dias de tratamento, os

ratinhos foram sacrificados. Apods excisao foi avaliado a massa cancerigena (Tabela 2).

Tabela 2: Massa cancerigena dos ratinhos apds tratamento com As>Os3 (n = 6) (adaptado

de Fei et al. (2017)).

Grupo Massa (g) £ SD

Solucio salina (controlo) 1,65+ 0,13
Solucio de As;0O3 1,05+0,16
NPs de silica mesoporosa com As>O3 0,79 £0,12
NPs de silica mesoporosa com As2O3 conjugado com RGD 0,29 £ 0,07

Os autores concluiram que o efeito citotoxico, decorrente da administragao das NPs de
silica mesoporosa com As>Oj3 associado ao RGD, foi significativamente superior. Tais
resultados estdo associados a utilizagdo da estratégia de direcionamento, traduzindo-se

numa maior captagdo por parte das células cancerigenas.

Para além da CUR, a isoliquiritigenina (ISL, do inglés Isoliquiritigenin) ¢ outra
substancia natural com interesse para o tratamento do cancro (Wang et al., 2015; Wang
etal.,2014). A ISL ¢ um composto fenolico e lipossoluvel que, de acordo com resultados
da literatura, inibe a angiogénese, limitando a proliferagdo das células cancerigenas, e

induz a autofagia, ou seja, contribui para a diminuicdo do mecanismo de resisténcia das
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células aos agentes antineoplésicos (Liu et al., 2019a; Rehman et al., 2017). Contudo,
algumas propriedades deste composto, nomeadamente a reduzida solubilidade,
biodisponibilidade e direcionamento, limitam a aplicacao clinica (Liu et al., 2019a). (Gao
et al., 2017) encapsularam o ISL em NPs hibridas com uma matriz composta por PLGA
e revestida com lipidos (lecitina de soja), contendo a sua superficie peptideos iRGD

conjugado com DSPE - PEGzo0 - Mal (Gao et al., 2017).

mmmmme==)  RGD

PLGA

SEAYR L

DSPE-PEG-Mal

‘ Isoliquiritigenina -3 ” Lecitina de soja

Figura 13: NP hibrida polimero / lipido contendo ISL - iRGD (adaptado de Gao et al.
(2017)).

O iRGD ¢ um péptido ciclico de 9 aminoacidos que reconhece dois tipos de recetores, a
integrina e a neuropilina - 1 (Ruoslahti and Pierschbacher, 1987). Conforme representado
na Figura 14, inicialmente o iRGD liga-se a integrina af3, que ¢ largamente expressa na
superficie das células cancerigenas. Apos clivagem proteolitica do iRGD, a por¢ao C-
terminal Rule (CendR) € exposta, ligando-se ao recetor neuropilina - 1 (recetor regulador
da permeabilidade), permitindo a entrada dos nanossistemas nas células cancerigenas

(Liu et al., 2017).
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Figura 14: Mecanismo de transcitose ativado por iRGD dos nanossistemas em células

cancerigenas (adaptado de Liu et al. (2017)).

Gao et al. (2017) realizaram ensaios in vitro com linha celular MCF7 e verificaram que a
inibicao da proliferacao celular foi superior com as NPs ISL - iRGD comparativamente
com a administracao da ISL livre. Posteriormente, realizaram ensaios in vivo em ratinhos
fémeas com cancro da mama para avaliar o efeito citotoxico do ISL, administrando NPs
ISL - iRGD; ISL na forma livre; e NPs ISL. Decorrido 14 dias, os ratinhos foram
sacrificados. Os autores verificaram uma diminui¢do de 474 mm?® do volume do cancro
dos ratinhos tratados com NPs ISL - iRGD em comparagdo com os outros 3 grupos

(controlo - i.e. administragdo de uma solucao salina, ISL na forma livre e NPs ISL).
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II1.3. Estratégias de direcionamento/vectorizacio

As estratégias de direcionamento dos nanossistemas para os tecidos cancerigenos podem
subdividir-se em direcionamento passivo e ativo (Bertrand et al, 2014). O
direcionamento de agentes bioativos tem como objetivos principais reduzir a toxicidade

sistémica e maximizar a eficacia dos tratamentos anticancerigenos (Lohade et al., 2016).

II1.3.i. Direcionamento passivo

A veiculacao de agentes bioativos difere drasticamente entre os tecidos cancerigenos e os
tecidos normais devido as diferengas estruturais de ambos os tecidos. Os tecidos
cancerigenos sao caracterizados por apresentarem uma organizagcdo e estrutura de
vascularizagcdo anormal, com consequente, alteragdo do fluxo sanguineo. Além disso, o
défice de vasos linfaticos funcionais e a permeabilidade vascular elevada nos tecidos

cancerigenos proporcionam diferengas entre a veiculagdo e/ou permeacao dos compostos.

Nos processos cancerigenos verifica-se uma proliferacao rapida das células endoteliais e
uma reducdao do numero de pericitos, acompanhado por um processo de angiogénese
acelerado e deficiente. Estes fendmenos proporcionam uma vasculatura anormal, ou seja,
a vasculatura cancerigena apresenta grandes poros no endotélio, cujo didmetro varia entre
100 nm a 780 nm, quando comparado com as juncdes dos vasos normais, cujo didmetro
estd compreendido entre 5 - 10 nm (Deshpande et al, 2013). Os nanossistemas
administrados devem apresentar um diametro na ordem dos 10 — 100 nm, para que nao
ocorra extravasamento nos vasos € permane¢am confinados no sistema circulatério
(Davis et al., 2008). A vascularizacdo sanguinea fenestrada proporciona uma
permeabilidade vascular elevada no tecido cancerigeno, permitindo a passagem dos
nanossistemas que se encontram em circulacao para o espago intersticial. Além disso, a
drenagem linfatica deficiente contribui para o aumento da retencdo de macromoléculas e
dos nanossistemas no microambiente tumoral - EPR, conforme ilustrado na Figura 15.
Portanto, com o aumento do tempo de semivida e, consequentemente, o aumento do
tempo de circulagdo junto da regido mais permeavel, a probabilidade de acumulagdo do

nanossistema no microambiente tumoral aumenta (Kraft ef al., 2014).

A carga da superficie dos lipossomas ¢ outro fator que influencia o direcionamento

passivo. A presenga de carga eletrostatica a superficie do nanossistema promove uma
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interacdo com as opsoninas, sendo entdo removidos mais rapidamente da circulacdo do
que os lipossomas neutros (Laverman et al., 1999). Além disso, Banerjee (2001) refere
que a taxa de captura de lipossomas carregados positivamente no baco ¢
aproximadamente duas vezes inferior em comparagdo com os lipossomas carregados

negativamente.

Células endoteliais

Fenestras nas células

endoteliais

Células cancerigenas

Figura 15: Efeito de permeabilidade e retengao aumentada (adaptado de Deshpande et

al. (2013)).

No desenvolvimento dos nanossistemas, idealmente, os materiais utilizados devem ser
biocompativeis. Alguns nanossistemas sdo suscetiveis de serem modificados a sua
superficie. Esta manipulacdo da superficie pode ter repercussdes no percurso dos
nanossistemas no organismo, nomeadamente no processo de absor¢do, no tempo de
semivida e na estabilidade (Dreher et al., 2006). Conforme descrito anteriormente, o
revestimento de nanossistemas (i.e. lipossomas) com PEG impede que estes sejam
reconhecidos pelas células do sistema imunitario como substancias estranhas, evitando a
opsonizagdo e a eliminag¢ao por acdo do MPS (Deshpande et al., 2013; Otsuka et al.,
2003). Este acontecimento ocorre porque as moléculas de PEG formam uma camada
hidrofila protetora que impedem a penetracdo das opsoninas e a agregacdao dos
nanossistemas por aumento da interagdo repulsiva entre eles e os componentes do sangue

(Pappalardo et al., 2014; Duangjit et al., 2014).

Para comprovar o beneficio do revestimento com as moléculas de PEG, Allen et al.

(1995) injetaram em ratinhos lipossomas revestidos com PEG e lipossoma nao revestidos.
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Decorrido 24 horas apos a injecao, a concentracao de lipossomas revestidos com PEG
manteve-se constante. Os autores concluiram que a taxa de eliminagdo dos lipossomas
com PEG nao depende da dose e ¢ significativamente mais baixa em comparagao com os

lipossomas ndo revestidos.

II1.3.ii. Direcionamento ativo

No direcionamento passivo, a agdo do nanossistema depende fundamentalmente do EPR,
podendo resultar na libertagdo do composto bioativo em células saudaveis, contribuindo
para o desenvolvimento de resisténcias. Desta forma, o desenvolvimento de
nanossistemas com estratégias de direcionamento ativo tem despertado a atengdo de

alguns investigadores (Clemons et al., 2018).

II1.3.ii.1. Recetores de superficie celular

O direcionamento/vectorizagdo ativo para recetores de superficie celular relaciona-se
com o uso de moléculas especificas, designadas de ligandos, envolvidas em interagdes ao
nivel fisiologico. Os ligandos sdo acoplados a superficie dos nanossistemas, e, in vivo,
sob determinadas condigdes fisiologicas, ligam-se a um recetor complementar, ou seja,
os ligandos sdo reconhecidos por determinadas proteinas de membrana expressas pelas
células cancerigenas, conforme ilustrado na Figura 16. A ligagdo entre o recetor de
membrana e o ligando deve ser eficaz para que o nanossistema nao migre para outros
tecidos. Adicionalmente, o nanossistema ndo deve ser reconhecido pelo MPS. Apos a
ligacdo, pode ocorrer um dos dois processos (Zalba et al., 2016; Deshpande et al., 2013;
Egusquiaguirre et al., 2012): (i) o nanossistema liberta o farmaco e, posteriormente,
difunde-se através da membrana plasmatica, ou (ii) o nanossistema ¢ transportado por um
mecanismo de endocitose para o interior da célula e ocorre libertagdo do farmaco no meio

intracelular.
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Direcionamento ativo
recetor

Figura 16: Direcionamento ativo de NPs (adaptado de Park (2012)).

A aplicagao de ligandos especificos tem por finalidade aumentar a acumulagdo
preferencial do nanossistema nas células cancerigenas. Os ligandos podem ser anticorpos
monoclonais, péptidos ou glicoproteinas, que se ligam a superficie dos nanossistemas.
Estes compostos sdo direcionados para recetores ou antigénios, largamente expressos em
células cancerigenas, como recetores de transferrina, recetores de folato, recetores do
fator de crescimento epitelial (EGFR, do inglés Epidermal growth factor receptor) € o
receptor - 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER - 2, do inglés Human

epidermal growth factor receptor - type 2).

O EGFR ¢ largamente expresso em diversos cancros (€.g. pescoco, cabega, colon, pulmao
e pancreas) caracterizados por um crescimento rapido e necessidade de uma aporte
nutricional maior. A conjugacdo de anticorpos anti - EGFR em nanossistemas ¢ uma
terapia promissora, porque os anticorpos ligam-se eficazmente ao recetor e atinge-se
concentracdes terap€uticas no interior das células cancerigenas (Zalba et al., 2016). O
HER - 2 ¢ um proto-oncogene que codifica o recetor do HER - 2 e esta mais direcionado

para cancro da mama (Zalba et al., 2016).

Liu et al. (2019b) desenvolveram lipossomas multifuncionais incorporando a DOX e
acoplando o cetuximab (Erbitux®) a superficie. O cetuximab é um anticorpo monoclonal
anti - EGFR aprovado pela FDA, podendo ser utilizado isoladamente ou em combinagao
com a quimioterapia. Este nanossistema foi desenvolvido com o objetivo de se ligar ao

recetor EGFR e promover a internalizacdo do lipossoma nas células cancerigenas. Em

29



Nanossistemas multifuncionais no tratamento do cancro

ensaios in vivo, realizados em ratinhos injetados com uma linha celular de
adenocarcinoma epitelial de pulmao humano (A549), verificou-se que, ao fim do 25° dia
de tratamento, o nanossistema inibiu o crescimento do cancro. Os autores confirmaram
que o nanossistema apresenta uma citotoxidade superior quando comparado com a
administracdo da DOX livre, e, além disso, a conjugagdo do nanossistema com o
cetuximab permite um direcionamento ativo, traduzindo-se numa toxidade reduzida para

os tecidos saudaveis que ndo expressam o recetor EGFR.

A transferrina € uma glicoproteina que regula os niveis de ferro no organismo. De acordo
com a literatura, a expressao do recetor da transferrina pode ser 100 vezes superior em
células cancerigenas em comparagdo com células saudaveis. Desta forma, dada a elevada
expressdo do recetor, este composto também ¢ um ligando promissor para o
desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do cancro (Sonali ef al., 2016).
Yuan et al. (2014) desenvolveram lipossomas contendo o docetaxel (DTX) e
funcionalizados a superficie com a transferrina para o tratamento do cancro do ovario. O
DTX ¢ um farmaco antineoplasico, antimitotico, usado principalmente no tratamento dos
cancros da mama, ovario e pulmdes. Contudo, este composto apresenta um tempo de
semivida muito curto, uma solubilidade em agua reduzida e uma seletividade para as
c€lulas cancerigenas baixa (Ji et al., 2012; Liang et al., 2006). Em ensaios in vitro com
células A2780 e SKOV3, linhas celulares do cancro de ovario, os autores demonstraram
que a concentragdo de DTX nas células cancerigenas foi superior com o complexo
lipossoma - transferrina - DTX comparativamente com os lipossomas contendo DTX e
nao funcionalizados com transferrina. Nos estudos realizados em ratinhos verificou-se
uma inibi¢ao do crescimento do cancro no grupo tratado com o complexo lipossoma -
transferrina - DTX em comparagdo com o grupo controlo (i.e. ao qual foi administrado
solu¢do tampao fosfato). Os autores relacionaram a atividade citotdxica com a eficaz
captacao dos lipossomas funcionalizados pelas células cancerigenas dos ratinhos,
permitindo um direcionamento ativo do DTX, com a redu¢do da toxicidade e o aumento

do efeito terapéutico (Yuan et al., 2014).

Os recetores de folato sdo também expressos em grande niumero em diversas células
cancerigenas (e.g. cancro do ovario, endométrio, testiculos e cérebro). O mesmo nao se
verifica em células saudaveis, onde a expressao do recetor de folato € bastante reduzida.

Desta forma, o desenvolvimento de nanossistemas direcionados para os recetores de
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folato representam uma estratégia bastante promissora. Patil ez al. (2016) desenvolveram
lipossomas contendo um pro-farmaco lipofilo de Mitomicina C (MMC, do inglés
Mitomycin - C) acoplando, a sua superficie, moléculas de folato. A MMC ¢é um antibiotico
antibacteriano, antifiingico e citotoxico, usado em tratamentos de quimioterapia para
cancros multirresistentes, apresentando um espetro citotoxico amplo. A MMC liga-se ao
DNA formando um complexo, por outro lado, também decompde o DNA e inibe a sua
sintese (Patil et al., 2016). A aplicacao clinica deste composto ¢ limitada devido a sua
toxicidade (e.g. nefrotoxicidade, toxicidade pulmonar, mielossupressao) e ao tempo de
semivida reduzido. Além disso, este composto requer intervalos de seguranga longos para
permitir a recuperagdo o0ssea, comprometendo a eficicia na inibigdo do crescimento do
cancro (Patil et al., 2016). O folato ¢ uma vitamina do complexo B importante para a
formagédo dos eritrocitos e para a sintese do DNA (Ulrich, 2008). E uma molécula de
pequenas dimensdes, ndo imunogénica, facilmente conjugada com a estrutura dos
lipossomas e com elevada afinidade com o seu recetor. A ligacdo ao recetor de folato
facilita a endocitose do lipossoma. Quando o recetor de folato estabelece ligacdo com o
nanossistema, este ¢ internalizado por um mecanismo de endocitose, conforme
representado na Figura 17. No endossoma ocorrem alteracdes do pH que resultam na
separagao do ligando do seu recetor. Simultaneamente, o nanossistema liberta para o meio
intracelular o agente antineoplasico para exercer a agdo citotdxica. Posteriormente, o

recetor € reciclado, voltando a expressar-se a superficie da célula (Luyckx et al. (2014).

Figura 17: Mecanismo internaliza¢do por endocitose do nanossistema (adaptado de

Luyckx et al. (2014)).
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Nos ensaios in vitro, realizados com células cancerigenas multirresistentes de ovario
humano, Patil ef al. (2016) concluiram que o efeito citotoxico da MMC encapsulada no
lipossoma conjugado com moléculas de folato era superior ao efeito da MMC livre,
tendo-se obtido o mesmo resultado in vivo com ratinhos com cancro pancreatico.
Contudo, a MMC, sendo administrada sob a forma de pré-farmaco, necessita de ser
ativada no meio intracelular. Os resultados in vitro demonstraram um efeito citotoxico
inferior aquando da utilizagdo do pré-farmaco, uma vez que a ativacao deste depende da
presenca de substancias redutoras, sendo necessario a adigdo de agentes redutores
externos (e.g. cisteina, N - actetilcisteina). O mesmo nao acontece nos ensaios in vivo
porque os agentes redutores endogenos (e.g. glutationa (GSH, do inglés Glutathione),
tiorredoxina) sdo abundantes em células cancerigenas e ativam eficazmente o pro-

farmaco.

II1.3.ii.2. Microambiente cancerigeno

O microambiente cancerigeno desempenha um papel importante no desenvolvimento e
progressao do cancro. A compreensdo € o conhecimento deste permitem a aplicacao de
diferentes estratégias terapéuticas, baseada nas caracteristicas especificas deste
microambiente. A vasculatura cancerigena apresenta uma distribuicao heterogénea dos
vasos e capilares e uma arquitetura anormal, conforme ilustrado na Figura 18. Os vasos
sanguineos sdo caraterizados por terem um défice de musculo liso e grandes poros entre

as células endoteliais (Jain et al., 2007).

Vasculatura normal Vasculatura cancerigena

Figura 18: Vasculatura normal e vasculatura cancerigena (adaptado de Jain et al.

(2007)).
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A velocidade de perfusao sanguinea nos tecidos cancerigenos ¢ desigual, podendo resultar
em locais com baixa ou nenhuma perfusdao. O metabolismo acelerado caracteristico das
células cancerigenas requer um aporte nutricional e energético elevado. Os produtos
metabolicos resultantes contribuem para um ambiente cancerigeno proprio, com um pH
acido, tecido necrosado e oxigenagao reduzida. A massa de células em constante
crescimento cria uma pressdo sobre as células circundantes, contribuindo para uma
circulacao sanguinea e linfatica deficiente (Piaggio et al., 2016; Padera ef al., 2004). A
elevada pressdao e hipoxia estimulam as células saudaveis, inseridas nos tecidos
circundantes, a transformarem-se e adquirirem o fenotipo pro-tumoral e a formarem
metastases. Adicionalmente, as células do sistema imunitario neste local ficam
fragilizadas e possuem menor capacidade de detecdo, contribuindo para o
desenvolvimento de resisténcias aos farmacos antineoplasicos (Jain and Stylianopoulos,

2010).

O desenvolvimento de alternativas terapéuticas que tenham como alvo a
vasculatura/microambiente cancerigeno pode apresentar vantagens, uma vez que o alvo
pode ser a vasculatura existente, a vasculatura em fase de crescimento ou a vasculatura
em processo de metastizagdo, permitindo maximizar o efeito terapéutico e diminuir as

resisténcias adquiridas aos farmacos (Deshpande et al., 2013).

A molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM - 1 do inglés, Vascular cell adhesion
molecule - 1) ¢ uma glicoproteina transmembranar que se expressa, maioritariamente, nas
células endoteliais na presenga de um processo cancerigeno. Na vasculatura saudavel, a
expressao da VCAM - 1 ¢ praticamente nula. A VCAM - 1 ¢é responsavel pela adesao
intracelular, recrutamento e migracdo de leucdcitos (macrofagos e células T) dos vasos

sanguineos, sendo a sua expressao induzida pelo TNF - a (Kong ef al., 2018).

Gosk et al. (2008) desenvolveram um imunolipossoma acoplado com um anticorpo
monoclonal anti -VCAM - 1 para o direcionamento especifico das células endoteliais que
expressem 0 VCAM - 1. Em ensaios in vitro com células bEnd.3 (linha celular endotelial
imortalizada do cérebro de ratinhos), os autores confirmaram a internalizacao do
nanossistema pelas células endoteliais previamente ativadas com TNF - a. Uma vez que
os resultados in vitro revelaram-se promissores, o direcionamento vascular foi
investigado utilizados ratinhos xenotransplantados com células do cancro do pulmao

humano. Os autores constataram que a acumulag@o dos nanossistemas direcionados para
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a VCAM - 1 foi ligeiramente superior aos lipossomas controlo (sem direcionamento). No

entanto, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa.

Kirpotin et al. (2006) realizaram ensaio in vivo, administrando imunolipossomas
anti - HER - 2 encapsulando DOX em ratinhos xenotransplantados com células do cancro
hepatico que apresentam uma elevada expressdo de HER — 2 (linha celular MCF — 7). Os
resultados demonstraram uma acumulacdo de lipossomas direcionados € nao
direcionados.  Contudo, o0s lipossomas nao direcionados acumularam-se
preferencialmente no espago extracelular, enquanto que os lipossomas com
direcionamento para o VCAM - 1 estavam presentes no citosol das células cancerigenas,

verificando-se um aumento do efeito citotdoxico.

II1.3.ii.3 Metastases

A capacidade de uma célula para metastizar ¢ um fator de progndstico € um marco
importante para determinar a gravidade da doenga (Richards et al., 2013). Uma célula
cancerigena que deriva de um cancro sélido, para metastizar necessita de sair do local que
lhe deu origem, entrar na circulagdo sanguinea e fixar-se num microambiente com
caracteristicas favoraveis. Durante a circulacdo sanguinea, esta cé€lula interage com
plaquetas e leucdcitos, formando um aglomerado de células cancerigenas que facilitam o

processo de metastizagao (Laubli ef al., 2006).

Os macrofagos desempenham um papel importante na presenca de células cancerigenas.
Estes podem ser de dois subtipos: M1 e M2. Os M1 promovem a remoc¢do dos
componentes patogénicos e das células cancerigenas. Por outro lado, os M2,
estruturalmente semelhantes ao macrofagos associados ao cancro (TAMs, do inglés
Tumor associated macrophages), promovem a libertacio do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF, do inglés Vascular endothelial growth fator), molécula
importante no processo de angiogénese ¢ metastase. O VEGF estimula a proliferacao e a
migracao das células endoteliais e também aumenta a permeabilidade dos vasos
sanguineos pela adigdo de nimero de poros e aumento do tamanho dos mesmos (Jiang et

al., 2017; Sharkey et al., 2000).

Os TAMs apresentam diversas fungdes (Sica et al., 2006): (i) inibem a imunidade

adaptativa (inibicao das células T); (i1) estimulam a proliferacao das células cancerigenas
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e angiogénese; (ii1) restauram o tecido danificado. A producdo de fatores quimiotaticos,
por parte das células cancerigenas, recruta os monocitos que se encontram em circulagdo.
Quando se encontram em contato com os tecidos cancerigenos sofrem um processo de
diferenciagdo para TAMs. Estes adquirem um novo fenotipo com caracteristicas pro-
tumorais, ou seja, promovem a estimulacdo da proliferacao celular e a angiogénese
(Piaggio et al., 2016; Jaguin et al., 2013). Supde-se que as células cancerigenas movam-se
juntamente com os TAMSs, os quais parecem proteger as cé€lulas na sua progressao

(Richards et al., 2013; Allavena and Mantovani, 2012).

A alteragdo do microambiente cancerigeno pode reduzir o processo de metastizacao,
obtendo melhores resultados na terapéutica antineoplésica (Niu et al., 2014). Os TAMs
podem ser usados como alvos terapéuticos e podem ser potenciais marcadores
cancerigenos, facilitando o diagnostico e o tratamento de cancro (Yang and Zhang, 2017).
Mantovani et al. (2002) refere que os TAMs expressam a sua superficie recetores de
manose. Desta forma, uma alternativa ¢ a utilizagdo de moléculas de manose como
ligando para direcionar os nanossistemas para estes macrofagos. Niu et al. (2014)
desenvolveram NPs poliméricas de PLGA contendo DOX, modificando a sua superficie
com manose € PEG sensivel ao pH acido, conforme representado na Figura 19. O PEGa2o00
foi conjugado com a hidrazida estearica originando polietilenoglicol - hidrazona - C18
(PHC, do inglés, Polyethylene glycol - hydrazone - C 18) (Zhu et al., 2013). As cadeias
de PEG tém a fungdo de proteger a manose presente a superficie das NPs. O pH
ligeiramente acido (sensivelmente 6,84) do microambiente cancerigeno catalisa a ligagao
da hidrazona e ocorre a libertacdo das moléculas de PEG, expondo a manose para a

interacao com os recetores de manose presente nos TAMs.
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Figura 19: NP PLGA - DOX - PHC - manose (adaptado de Niu et al. (2014)).
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Em ensaio in vivo com ratinhos portadores de melanoma, os autores administraram
NPs - DOX - PHC- manose e NPs DOX livre. A massa cancerigena nos ratinhos tratados
com NPs - DOX - PHC - manose foi cerca de 50% menor quando comparado com os

ratinhos tratados com DOX livre.

I11.3.ii.4. Direcionamento especifico para a mitocondria

O direcionamento de farmacos para organelos especificos, como a mitocondria, € uma
estratégia que tem sido explorada pela comunidade cientifica. A mitocondria desempenha
varias fungdes cruciais na célula, nomeadamente a producdo de energia, a participacao
nos processos de crescimento celular e cancerigeno e na morte celular programada, com
libertagao de proteinas pro - apoptdticas para o citosol, induzindo a apoptose (Zhou et al.,
2013; Galluzzi and Kroemer, 2008). A permeabilidade da membrana mitocondrial € um
processo decisivo para a apoptose. As substancias presentes na mitocondria que
determinam o aumento da permeabilizacdo da membrana mitocondrial pertencem a
familia Bcl - 2, subdividindo-se em (Kroemer ef al., 2007): moléculas pro - apoptoticos
(e.g. Bax, Bid, Bak, Bel-Xs ) e moléculas anti - apoptoticos (e.g. Bel - 2, Bel - XL,
Mcl - 1). Uma vez induzida a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, verifica-se a
libertagao do citocromo C (proteina presente na membrana interna das mitocondrias) e a
ativacdo das caspases - 3 € 9, conduzindo a apoptose (Figura 20). Além disso, ocorre a
supressao da proteina Bcl - 2 anti - apoptotica pelas proteinas Bax e Bid, e as fungdes
bioenergéticas e redox sdo suspensas, originando o fendmeno da apoptose (Kroemer et

al., 2007).

Figura 20: Direcionamento especifico das NPs para a mitocondria (adaptado de Sun et

al. (2017)).
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O direcionamento especifico do PTX para a mitocondria em cancros multirresistentes
pode ter vantagens, isto porque, o farmaco pode ligar-se a proteina anti - apoptdtica
Bcl - 2 da mitocondria, mudando a sua fungdo para pré - apoptotica, resultando na

apoptose das células cancerigenas (Lin ef al., 2004).

As mitocondrias das células cancerigenas apresentam uma diferenca de potencial de
membrana superior em relacdo as células normais, uma vez que estas encontram-se
carregadas negativamente no seu interior (Wadhwa et al., 2002). Beneficiando desta
caracteristica, Zhou et al. (2013) combinaram catides lip6filos com lipossomas. O PTX
foi encapsulado nos lipossomas cuja superficie foi modificada com uma molécula com
elevada capacidade de penetracdo celular e direcionamento mitocondrial, o succinato
trifenilfosfina de D - a - tocoferil polietilenoglicol (TPGSioe0 - TPP, do inglés
D - o - tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate - triphenylphosphine), para o
tratamento do cancro do pulmao resistente ao PTX. A eficacia do nanossistema foi
avaliada através de ensaios in vitro utilizando células A549 (linha celular de cancro do
pulmao), A549 / cDDP (células do cancro do pulmao resistente ao PTX) e células A549
/ ¢cDDP xenotransplantado de ratinhos (Zhou et al., 2013). Os autores concluiram que os
lipossomas direcionados para a mitocondria demonstraram uma captacao celular superior
comparativamente com o PTX livre e os lipossomas ndo direcionados. A internalizagao

do lipossoma permitiu maximizar o efeito citotoxico nas células do cancro do pulmao.
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II1.4. Nanossistemas ativados por estimulos

Para aumentar a eficacia do direcionamento e minimizar os efeitos secundarios t€ém sido
desenvolvidos nanossistemas que mantém a sua estrutura intacta durante a circulagao e
sofrem rapidas mudangas conformacionais e/ou transicao de fase quando ativadas pela
acdo de diferentes estimulos (Kong et al., 2013). Esses estimulos podem ser de trés tipos
(Cabane et al., 2012): quimicos (e.g. pH, redox), fisicos (e.g. temperatura, radiagdo e

ultrassons) ou biologicos (e.g. enzimas, recetores).

I11.4.i. Estimulo ativado pela luz ou radiacao

O tratamento anticancerigeno baseado na estimulagdo pela luz/radiagdo permite o
controlo mais preciso da libertagdo de farmacos dos nanossistemas. Estes apresentam na
sua composi¢cdo materiais sensiveis e/ou estimulados por radiacdo, com capacidade de
transformar a energia da radiagdo em calor (efeito fototérmico) e, desta forma, quando
irradiados por radiagdo UV ou luz visivel num local especifico, verifica-se a libertagao

dos farmacos (Piktel et al., 2016).

Chen et al. (2017) desenvolveram lipossomas para inibir a sintese do recetor do peptideo
ativador da adenilato - ciclase pituitaria (PACAP, do inglés, Pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide). Os lipossomas continham lipidos cationicos e foram carregados
com oligonucle6tidos antisense. O uso de lipidos cationicos facilita a penetracdo nas
membranas celulares carregadas negativamente. O recetor celular do PACAP ¢
responsavel por alteracdes intracelulares que modificam o comportamento das células.
Este recetor ¢ amplamente expresso por células nervosas, e, além disso, influencia a
proliferacao, a diferenciacao e a maturagao da maioria das células, destacando-se pela sua
atividade na proliferacdo das células cancerigenas (Vaudry et al., 2009). Os lipossomas
continham também, na sua bicamada lipidica, a verteporfina, um composto fotodinamico.
Apds o processo de endocitose, o nanossistema fica aprisionado nos endossomas e
lisossomas (Bareford and Swaan, 2007). Quando se faz incidir luz ou radiacdo no
nanossistema, a verteporfina produz uma quantidade suficiente de ROS que destabilizam
as membranas dos endossomas e lipossomas, com consequente libertacdo do contetido
dos lipossomas (i.e. oligonucleotidos). Os oligonucle6tidos antisense sdo libertados para
o citoplasma e silenciam o acido ribonucleico mensageiro (mRNA, do inglés, Messenger

ribonucleic acid) do PACIR (recetor da PACAP). A Figura 21 esquematiza o mecanismo
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de libertacdo dos oligonucle6tidos antisense e a inibicio do mRNA do recetor da PACAP.
Nos ensaios in vitro, os autores usaram células PC 12 (linha celular derivada de
feocitroma da medula adrenal do rato), as quais expressam apenas o PACIR, permitindo
avaliar o impacto do silenciamento do nanossistema. Os autores concluiram que a

expressao do recetor de PACAP foi reduzida em 74% (Chen et al., 2017).
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Figura 21: Mecanismo de libertagdo do oligonucledtidos antisense e inibicdo do mRNA

(adaptado de Chen et al. (2017)).
I11.4.ii. Estimulo ativado pelo aumento de temperatura

Quando se desenvolve um nanossistema termossensivel ¢ importante projeta-lo para que
seja estavel a temperatura corporal e liberte o farmaco no local de agdo quando submetido
a temperaturas elevadas, ou seja, em zonas de hipertermia (com temperaturas
compreendidas entre 40 - 42°C) (May and Li, 2013). A aplicagcdo da hipertermia, apos
administracdo de nanossistemas sensiveis a temperatura, ¢ um estratégia de
direcionamento exploradas para a libertagdo de farmacos antineoplésicos (Needham et

al., 2000).
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A aplicagdo de hipertermia em cancros mais profundos ainda ¢ limitada, restringindo-se
apenas no tratamento do cancro de pele, cancro da mama e alguns cancros de cabeca e

pescoco (Jose et al., 2019; Szmigielski et al., 1988).

Jose et al. (2019) desenvolveram lipossomas sensiveis a temperatura incorporando
tamoxifeno e imatinib. Habitualmente, os lipossomas sdo preparados utilizando lipidos
com temperaturas de transicdo de fase na ordem dos 37° C. Neste estudo, os lipossomas
apresentaram na sua composi¢do uma combinacao de fosfolipidos 1, 2 - dipalmitoil -
glicerina - 3 - fosfocolina e monopalmitoil - 2 - hidroxi - sn - glicero - 3 - fosfocolina,
com temperatura de transi¢do acima da temperatura fisiologica - 39° C. Com esta
estratégia, ¢ possivel modular e controlar a libertacdo do farmaco nas células
cancerigenas. O tamoxifeno ¢ um modelador seletivo dos recetores de estrogénios no
cancro da mama, recetor estrogénio positivo, atuando como agente anti - estrogénio. Este
composto inibe seletivamente a ligagio dos estrogénios aos seus recetores. E o farmaco
antineoplédsico mais usado no tratamento do cancro da mama, apresentando resultados
satisfatorios com efeitos secundarios reduzidos (Shagufta and Ahmad, 2018; Shiau et al.,
1998). O imatinib ¢ farmaco antineoplasico usado em monoterapia ou em combinacao
com outros farmacos. O imatinib atua bloqueando a tirosina quinase. A tirosina quinase
¢ uma proteina celular, que atua como mensageiro quimico, no sentido de
sinalizar/estimular outras cé€lulas vizinhas para proliferarem (Kadivar et al, 2017).
Utilizando a formulagao lipossomal desenvolvida, Jose e colaboradores (2019) realizaram
ensaios de libertacdo utilizando duas condicdes térmicas diferentes. Tendo como
referéncia a temperatura de transi¢do de fase dos lipossomas, estes foram submetidos a
temperaturas < 35° C e > 40° C. O objetivo foi verificar a influéncia da temperatura na
libertacdo dos farmacos. Os autores verificaram que a temperaturas < 35° C a quantidade
de tamoxifeno libertado foi cerca de 30% menor. Com temperaturas > 40° C, verificou-
se um aumento de libertacdo do tamoxifeno de 80 % ¢ 98 % ao fim de 30 minutos e 4
horas, apdés a administragdo. Em relagdo ao imatinib, no ensaio realizado com
temperaturas < 35° C libertou-se cerca de 43% e, com temperaturas > 40° C, libertou cerca
de 80 % e 99 % apo6s 30 minutos e 4 horas apds a administragdo. Da mesma forma, os
lipossomas que incorporavam simultaneamente tamoxifeno e imatinib demonstraram
uma velocidade de libertacao maior no ensaio com temperaturas > 40° C. Nao se verificou
alteragOes estatisticamente significativas no perfil de libertagdo dos farmacos carregados

1soladamente ou em associagao.
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Para além da sua aplicagdo em diagnostico, os nanossistemas magnéticos t€ém sido
explorados no tratamento do cancro, apds a sua ativagcdo pelo aumento da temperatura
(Shah et al., 2016). As nanoparticulas magnéticas (mNPs, do inglés Magnetic
nanoparticles) podem ser constituidas por diversos compostos, como niquel, ferro,
cobalto e os seus 0xidos. As NPs de Fe;O4 sdo consideradas bastante promissoras, por
possuirem excelentes propriedades magnéticas (Shah et al., 2016). Porém, a presen¢a do
ferro pode induzir efeitos prejudiciais nos sistemas bioldgicos (i.e. c€lulas saudadveis)
(Raynal et al., 2004). Apesar de muitos materiais inorganicos terem sido estudados, Ansar
et al. (2012) sugerem a hidroxiapatite (Cas(PO4)3(OH), do inglés Hydroxyapatite), como
o material mais adequado para o revestimento das mNPs, devido a sua excelente
biocompatibilidade. A utilizacao de certos polimeros, como o PEG e o alcool polivinilico,
estdo desaconselhadas porque estes compostos podem dissolverem-se facilmente, como

consequéncia das alteracdes de pH e da temperatura no local alvo (Raynal et al., 2004).

Recorrendo a um campo magnético, ¢ possivel controlar a acumulagdo das mNPs junto
das células cancerigenas. Para tal, as mNPs devem apresentar uma magnetizagao elevada
e responder aos estimulos magnéticos (Mahmoudi ez al., 2011; Willard et al., 2004). Apos
a acumulacao de farmaco junto das células cancerigenas, para promover a libertacdo do
agente antineoplasico recorre-se a hipertermia magnética. As mNPs quando expostas a
campos magnéticos alternados, a partir da energia eletromagnética aplicada, produzem
calor na ordem dos 45 - 47° C, promovendo a libertacdo do farmaco do nanossistema
(Mahmoudi et al., 2011; Hilger et al., 2002). As NPs de Fe3O4 geram calor em resposta
ao campo magnético externo e, apds a remocao do campo magnético, nao retém nenhum

magnetismo (Cho et al., 2017).

Mondal et al. (2017) desenvolveram mNPs de Fe;O4 revestidas por Cas(PO4)3(OH). Nos
ensaios in vitro, as células MG - 63 (linha celular de osteossarcoma) foram incubadas
com mNPs com capacidade de produzir calor pela aplicagdo de campo magnético
alternado. O ensaio de hipertermia das mNPs iniciou com uma temperatura de 25° C,
decorrido 3 minutos, a temperatura atingiu os 42° C. Quando a temperatura atingiu os
47° C, a maquina desligou-se automaticamente para manter a temperatura no intervalo
entre 0s 42° C e 0s 47° C. Ap0s o tratamento com hipertermia, os autores verificaram que
as c¢lulas encontravam-se em fase necrética devido a formacao de ROS por efeito do

calor gerado pela hipertermia magnética.
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I11.4.iii. Estimulo ativado pelo pH

Os diversos orgaos, tecidos e células sdo caracterizados por terem valores de pH
diferentes. Os tecidos cancerigenos apresentam um microambiente acidico (pH 6,8 - 7,2)
em comparacao com os tecidos saudaveis (pH 7,4 - 7,5), enquanto que as vesiculas
endociticas sdo caracterizadas por terem um pH 4acido (pH 5,0 - 6,0) (Yin et al., 2013).
As células cancerigenas proliferam de uma forma descontrolada e extremamente répida,
necessitando de um maior aporte de nutrientes e oxigénio. No entanto, a vasculatura nao
consegue acompanhar o crescimento abrupto, verificando-se caréncias nutricionais e de
oxigénio. A hipoxia no microambiente cancerigeno promove a glicolise em condigdes
aerobias e anaerdbias, gerando acido lactico e protdes (H'), contribuindo para a
acidificacdo do microambiente (Ganta ef al., 2008). A variacao de pH pode ser utilizada

para direcionar nanossistemas para uma determinado tecido, célula ou érgao.

O desenvolvimento de lipossomas que manifestem propriedades de libertagdao do farmaco
em resposta a variagdes do pH ¢ feito a partir da modelacao da composic¢ao do lipossoma
(Hafez et al., 2000). Chen et al. (2019) incorporaram CUR em lipossomas contendo
carbonato de célcio (CaxCOs3) com sensibilidade ao pH acido, para tratamento do cancro
do coélon (Figura 22). A superficie dos lipossomas foi modificada com 1, 2 - distearoil -
sn - glicero - 3 - fosfoetanolamina - N - [amino (polietilenoglicol 2000)] (DSPE - PEG2000
do inglés, 1, 2 - distearoyl - sn - glycero - 3 -phosphoethanolamine - N - [amino

(polyethylene glycol 2000)], para aumentar o tempo de circulacdo do nanossistema.

~/— DSPE-PEG

llr

Figura 22: Lipossoma incorporando Ca;COs3 e CUR (adaptado de Chen et al. (2019)).

O CayCOs, quando se encontra num ambiente acidico (e.g. endossoma, lisossoma),
dissocia-se, promovendo a destabilizacdo da bicamada lipidica do lipossoma. Além disso,

resultante da dissocia¢do do Ca,COj liberta-se uma quantidade apreciavel de ides Ca?",
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provocando um aumento da pressao osmotica do lisossoma e a sua lise. Em ensaios in
vitro, as cé€lulas HCT - 116 (linha celular do carcinoma do célon humano) foram
incubadas com CUR na forma livre, lipossomas com CUR e lipossomas incorporando
CUR e CaxCOs. A CUR na forma livre apresentou uma permeagao celular reduzida. Por
outro lado, os nanossistemas foram internalizados possibilitando a ligacdo da CUR a
alvos intracelulares. Contudo, os lipossomas que incorporavam Ca>CO;3 apresentaram
uma diferenga estatisticamente significativa. Nos ensaios in vivo com ratinhos
administrou-se CUR na forma livre, lipossomas com CUR, lipossomas com CUR e
CaxCOs. Ao grupo controlo apenas foi administrado glicose 5 %. Os autores verificaram
que nos ratinhos tratados com lipossomas com CUR, o volume do cancro do co6lon foi 1,6
vezes superior ao tamanho no grupo de ratinhos tratado com lipossomas sensiveis a pH
acido. Desta forma, a citotoxidade da CUR e a incorporagdo de CaxCO3 nos lipossomas
promoveram uma resposta do nanossistema ao pH acido do meio, maximizando o efeito

citotoxico da CUR (Chen et al., 2019).

I1.4.iv. Estimulo ativado pelas condicoes redox

As células saudaveis sdo caracterizadas por possuirem uma concentragdo de GSH
superior (2 - 10 mM) em comparagao com o meio extracelular (2 - 20 um) (Schafer and
Buettner, 2001). Além da natureza redutora do meio intracelular da célula saudavel, a
c€lula cancerigena ¢ caraterizada por possuir concentracdes de GSH quatro vezes superior
(Balendiran et al., 2004; Saito et al., 2003). Considerando as elevadas concentragdes de
GSH, alguns investigadores tém desenvolvido nanossistemas incorporando ligandos
dissulfureto que, posteriormente, sdo clivados na presenca de GSH. A libertacdo do
farmaco ocorre quando se verifica o comprometimento e, posterior, destabilizacdo do

nanossistema (Raza et al., 2018; Kang et al., 2017).

Tian et al. (2016) sintetizaram lipossomas que incorporaram a DOX. A superficie do
lipossoma foi alterada com heparina de baixo peso molecular (LMWH, do inglés Low
molecular weight heparin) e ligandos dissulfureto (Figura 23). A expressao da heparinase
esta diretamente relacionada com a metastase cancerigena, sendo esta enzima altamente
expressa nos cancros com capacidade para metastizar. Desta forma, a inibi¢ao eficaz da
expressao da heparinase, pela LMWH, ¢ importante para atenuar a metastases do cancro

(Tian et al., 2016; Vlodavsky et al., 2007).
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Figura 23: Lipossoma - DOX - ss - LMWH (adaptado de Tian et al. (2016)).

A LMWH ¢ um anticoagulante usado na pratica clinica. A sua administracdo em doentes
com cancro tem melhorado a taxa de sobrevivéncia destes (Kakkar et al., 2004; Cosgrove
et al., 2002). Em ensaios in vitro com células B16 - F10 (linha celular de melanoma
pulmonar murino, com elevada capacidade de metastizar), os autores verificaram que a
citotoxidade dos lipossomas sensivel a condi¢des redox (Lipossoma - DOX - ss - LMWH)
foi superior a do lipossoma ndo sensivel a reducdo. Este resultado deve-se a endocitose
mediada pela LMWH e a presenca de GSH nas células cancerigenas. Estas condigdes
facilitam a desagregacdo da LMWH, promovendo a libertagdo rapida de DOX no
citoplasma (Figura 24) (Tian et al., 2016).

Reducao de metistases
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Figura 24: Internalizacdo do lipossoma na célula por endocitose e inibicao da

metastizacao (adaptado de Tian et al. (2016)).

Em ensaios in vivo, apds 21 dias de tratamento, os pulmdes dos ratinhos foram retirados

e avaliou-se o seu peso. Quanto maior o peso do pulmao maior serd as metastases do
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cancro. Pela analise dos resultados (Figura 25) verifica-se que, no grupo de ratinhos em
que foi administrado o lipossoma - DOX - ss — LMWH, o peso médio dos pulmdes ¢
significativamente inferior ao grupo em que foi administrado uma solucao salina (i.e.
grupo controlo). Os autores concluiram que o nanossistema desenvolvido revelou-se

sensivel as condigdes redox, diminuindo a propensao da célula para metastizar.

e o 9 s
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Figura 25: Peso médio dos pulmodes dos ratinhos tratados com DOX, Dox lipossomal e

lipossoma - DOX - ss — LMWH (adaptado de Tian et al. (2016)).

A toxicidade sanguinea foi avaliada pela andlise das células sanguineas. Os autores
verificaram que o nimero de eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas nao apresentou diferengas
significativas comparado com o grupo controlo (administrado solucao salina), indicando

a auséncia de toxicidade sanguinea da LMWH.

I11.4.v. Estimulos ativado por ultrassons

Os ultrassons sao ondas com frequéncia acima do limite audivel (20 kHz) (Cullion et al.,
2018). Os ultrassons de baixa intensidade tém sido usados para libertar farmacos
antineopldsicos dos nanossistemas nas células cancerigenas. A profundidade de
penetracao ¢ facilmente regulada pela modulacao da frequéncia e do tempo de exposi¢ado

(Wood and Sehgal, 2015; Nomikou et al., 2010).

Contudo, ndo sendo uma estratégia especifica para células cancerigenas, a presenga de
nanossistemas com farmacos antineoplasicos em tecidos saudaveis pode conduzir a um
aumento dos efeitos secundarios, carecendo de cuidado durante a sua aplicacao (Nomikou

et al., 2010).
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Wang et al. (2018) desenvolveram lipossomas incorporando DOX e porfirina, conforme

ilustrado na Figura 26.

. DOX

’ Porfirina

Figura 26: Lipossoma incorporando DOX e porfirina (adaptado de Wang et al. (2018)).

A porfirina € um composto aprovado pela FDA (Cullion et al, 2018) e ¢
sonossenbilizador (Kuroki et al., 2007). A irradia¢do por ultrassons induz a cavitacdo em
torno da célula cancerigena, podendo produzir sonoluminescéncia, ocorrendo a
estimulag@o do sonossenbilizador - estado excitado. Ao voltar para o estado fundamental,
a energia libertada pode originar ROS. Estes produtos reagem com os lipidos da

membrana do lipossoma, induzindo a peroxidacao lipidica e promovem a libertacdo do

farmaco (Figura 27) (Kuroki et al., 2007).

Figura 27: Libertacdo da DOX por agdo de ultrassons (adaptado de Wang et al. (2018)).

Foram realizados ensaios in vivo em ratinhos xenotransplantados com cé¢lulas de
glioblastoma humano (linha celular U87). Para avaliacdo do efeito antineoplasico

administrou-se lipossomas incorporando DOX e portfirina, DOX livre e lipossoma apenas
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com DOX. Os lipossomas com DOX e a DOX livre ndo apresentaram inibig¢do
cancerigena significativa comparado com o grupo controlo (soluc¢ao salina). O mesmo
ndo aconteceu com os lipossomas conjugado com a porfirina. Quando se fez incidir os
ultrassons, o nanossistema desintegrou-se por acao de peroxidagdo lipidica e libertou a

DOX, conforme ilustrado na Figura 27 (Wang et al., 2018).

Um outro estudo envolvendo ultrassons foi apresentado por Zhang et al. (2019). Os
autores desenvolveram NPs poliméricas de PLGA, incorporando DOX e NaHCOs,
sensivel ao pH e ativado por ultrassons, com o objetivo de maximizar o efeito terapéutico
e diminuir os efeitos secundarios da DOX (Figura 28). O intuito de associar o NaHCO3
as NPs ¢ produzir CO,. O CO> forma-se a partir do bicarbonato de sddio, quando inserido
num meio ligeiramente 4cido — i.e. microambiente cancerigeno. O CO> destabiliza a

membrana das NPs, verificando-se a libertagao do farmaco.

Foram realizados testes in vitro, incubando células MCF - 7 com DOX na forma livre;
NPs PLGA - DOX - NaHCOs;; NPs PLGA incorporando DOX; e NPs PLGA
incorporando DOX combinado com ultrassons. Os autores verificaram que a inibi¢do do
crescimento anticancerigeno das células incubadas com NPs DOX - NaHCOj3 era superior
as NPs sem NaHCO3 e a DOX na forma livre. O NaHCOs3 contribui para o aumento da
sensibilidade do nanossistema, permitindo aumentar a libertacdo da DOX nas células
cancerigenas. Além disso, quando se associou as NPs DOX - NaHCOs3 aos ultrassons
verificou-se o aumento do efeito antineoplasico pela libertagdo mais eficaz do farmaco
por parte do nanossistema, indicando que a combina¢do do nanossistema com ultrassons
¢ vantajoso. Nos ensaios in vivo, realizados com ratinhos inoculados com células S180
(linha celular do sarcoma murino), confirmou-se os resultados obtidos nos ensaios in vitro
(Figura 28). O efeito antineoplésico, nos ratinhos que foram submetidos a ultrassons as
com NPs DOX - NaHCOs, foi superior comparado com as restantes formulagdes,
confirmando-se, mais uma vez, o beneficio dos ultrassons associado ao NaHCOs3, com

diminui¢do dos efeitos secundarios associados a DOX (Zhang et al., 2019).
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Figura 28: Libertacao da DOX por agdo dos ultrassons e NaHCOs (adaptado de Zhang
et al. (2019)).
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IV. Estratégias terapéuticas hifenizadas

A nanotecnologia dispde de diversos nanossistemas sofisticados para o tratamento do
cancro. Cada vez mais se constata que o futuro passara pela aplicagdo de terapéuticas
combinadas para ultrapassar as resisténcias das células cancerigenas aos farmacos
antineoplasicos. A combinagdo da quimioterapia com outras terapias (e.g. fototerapia,
terapia génica) permite obter um sinergismo no tratamento do cancro (Deda and Araki,

2015).

IV.1. Agente quimioterapico e fototerapia

A terapia fotodindmica tem sido aplicada no tratamento de diversos tipos de cancro,
combinando a radiagdo com fotossensibilizadores. Além de ser um processo pouco
invasivo, os fotossensibilizadores apresentam uma toxicidade reduzida. Esta estratégia
baseia-se na formagdo de ROS que danificam as membranas plasmaticas e o DNA,

conduzindo a morte da célula cancerigena (Jukapli and Bagheri, 2016).

A terapia fototérmica deriva da terapia fotodindmica. Nesta estratégia recorre-se ao
infravermelho para induzir calor e aumentar a temperatura num processo independente
do oxigénio. A aplica¢do de infravermelhos com comprimento de onda maiores torna esta

radiacao menos prejudicial para as células/tecidos saudaveis (Piktel et al., 2016).

Tran et al. (2015) desenvolveram nanossistemas utilizando 6xido de grafeno associado a

DOX e ao irinotecano, estabilizado com o poloxamero 188 (Figura 29).
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Figura 29: Nanossistema de 6xido de grafeno carregado com DOX, irinotecano e

poloxamero 188 (adaptado de Tran et al. (2015)).

O poloxamerol188 ¢ um copolimero termossensivel formado por cadeias hidréfilas. A
natureza hidréfila deste composto permite aumentar a estabilidade do nanossistema no
fluido fisiologico e o tempo de circulagdo, facilitando o EPR. Além disso, o poloxamero
188 tem a capacidade de inibir a acdo dos transportadores de efluxo presentes na
superficie das células cancerigenas, diminuindo as resisténcias e aumentando o efeito
citotoxico do farmaco. O poloxamero 188, quando irradiado com laser infravermelho,
gera calor e facilita a permeacdo do nanossistema nas células cancerigenas (Yan ef al.,
2010). O irinotecano pertence ao grupo dos inibidores da topoisomerase I. Este composto
esta indicado no tratamento do cancro do pulmao, do colo do utero e dos ovarios (Seo et
al., 2008; Rothenberg, 2001). A coadministragdo da DOX e do irinotecano resultou num
efeito sinérgico, visto que ambos interferiram negativamente na sintese do DNA, através
de inibicao da toposiomerase I e II pelo irinotecano e pela DOX, respetivamente
(Ramasamy et al., 2015). Os nanossistemas desenvolvidos por Tran et al. (2015), foram
testadas in vitro, com linha celulares MCF - 7, MDA - MB — 231. Os autores verificaram

que a irradiagdo com laser causou uma maior citotoxicidade quando comparada com a
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quimioterapia ou o tratamento fototérmico quando usados isoladamente, principalmente
em células do cancro da mama resistente - MDA - MB - 231. A citotoxicidade
confirmou-se pela ativagdo da via da apoptose intrinseca, com a mudanga na morfologia
dos nucleos celulares e 0 aumento da expressao das proteinas relacionadas com a apoptose

em comparagdo com o grupo controlo.

IV.2. Terapia génica e agente quimioterapico

A terapia génica pode-se aliar a nanotecnologia e utilizar nanossistemas como vetores
génicos. Os nanossistemas carregadas com informacao genética podem ser aplicadas em
diferentes estratégias (i.e. introducdo de novos genes, substitui¢ao de genes supressores
do cancro mutados). O gene, codificado na forma de oligonucleotido, pode
estimular/induzir a expressdo de proteinas nas células cancerigenas. Da mesma forma,
também ¢ possivel suprimir/inibir a expressdo de proteinas com oligonucledtidos
antisense ou RNA de interferéncia (siRNA, do inglés, small interfering RNA) (Arun
Kumar, 2013). Zhang et al. (2017) desenvolveram uma micela polimérica com DOX e

siRNA (Figura 30), com o objetivo de suprimir a expressao da P - gp.

DOX

Micela

NSC Acido Palmitico  poli-L-lisina

Figura 30: Micela polimérica incorporando DOX e siRNA (adaptado de Zhang et al.
(2016)).

Zhang et al. (2017) reportaram que cerca de 40 - 50% dos doentes com cancro dos ovarios
apresentam a superficie das células cancerigenas uma elevada expressao da P - gp.
Conforme descrito anteriormente, a P-gp ¢ um transportador de efluxo e, como tal,

desempenha um papel ativo na diminuigdo da eficicia dos farmacos e no
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desenvolvimento de multirresisténcias. A supressao do gene MDR - 1 conduz a redugdo
da expressdao da P - gp e, consequentemente, a diminui¢do da resisténcia das células
cancerigenas. Uma estratégia para suprimir a expressao do gene MDR - 1 consiste na
administracdo de siRNA (Meng et al, 2010). Contudo, a administragdo de siRNA
isoladamente apresenta uma estabilidade reduzida e uma absorc¢ao celular limitada (Babu
et al., 2016). Para ultrapassar estes inconvenientes, o siRNA tem sido incorporado em
nanossistemas com farmacos antineoplasicos, diminuindo a sua degradagado e eliminagdo
renal (Aliabadi et al., 2012; Singha et al., 2011). O siRNA corresponde a moléculas
sintéticas constituidas por uma dupla cadeia de RNA que atuam por emparelhamento com
complementaridade com cadeias de RNA mensageiro, conduzindo a sua degradagdo e
silenciamento do gene. Consequentemente, a proteina ndo € sintetizada (Morris et al.,

2004).

A micela polimérica desenvolvida por Zhang ef al. (2016) continha N - succinil quitosano
(NSC, do inglés N - succinyl chitosan), acido palmitico e poli - L - lisina, incorporando a
DOX e 0 siRNA. A poli - L - lisina € uma molécula carregada positivamente, permitindo
uma ligacdo eletrostatica com o siRNA, carregado negativamente. O NSC foi
desenvolvido com o intuito de aumentar o tempo de semivida da micela e diminuir a
toxicidade da poli - L - lisina. O acido palmitico, com caracteristicas hidrofobas,
encapsulou a DOX, no nucleo. Esta micela foi desenvolvida para suprimir a expressao
da P - gp, superar as resisténcias das células cancerigenas e obter um efeito sinérgico
da administracdo da DOX e do siRNA (Zhang et al., 2016). Foram usados ratinhos
inoculados com células HepG 2 (cancro de figado humano) para avaliar a citotoxicidade.
Os autores concluiram que a administracdo de micelas com DOX nao apresentou um
aumento significativo na supressao do cancro em comparagdo com o tratamento com
DOX livre. No grupo tratado com o nanossistema incorporando siRNA e DOX, verificou-

se uma diminuigao da expressao da P - gp e um aumento do efeito antineoplasico da DOX.

IV.3.Teranostico

A nanomedicina terandstica ¢ uma abordagem multifuncional que recorre a materiais
nanotecnoldgicos para organizar um sistema integrado de nanoterapia com a capacidade
de diagnosticar, direcionar e transportar o firmaco e, a0 mesmo tempo, monitorizar, em

tempo real, a resposta a terapia instituida (Seleci et al., 2017).
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O terandstico permite adaptar a terapéutica a cada doente, desenvolvendo um tratamento
personalizado. Os nanossistemas utilizados no teranodstico podem ser de diversos
materiais (e.g. metais, polimeros sintéticos, lipidos). As NPs de Fe;O4 sdo um exemplo
de NPs usados na detecdo de cancro através da ressonancia magnética e da detegdo 6tica
(e.g. fluorescéncia e luminescéncia) (Sharma et al., 2017; Seleci et al., 2017). Também
os lipossomas podem ser usados para veicular um farmaco e/ou um agente de contraste

para tratamento e diagnostico (Friberg and Nystrom, 2015).

Conforme referido anteriormente, as NPs de Fe3;O4 sdo usadas como sondas de imagem
altamente sensiveis para fornecer contraste na ressonancia magnética mas também podem
veicular farmacos antineoplasicos. Santra et al. (2009) desenvolveram NPs de Fe;O4
encapsulando PTX e o corante NIR (com propriedades fluorescentes), modificando a sua
superficie com 4cido folico para o direcionamento ativo. Com este nanossistema €
possivel direcionar o farmaco para as células cancerigenas que expressem o recetor folato
e monitorizar a libertacdo e a eficacia do farmaco pela avaliacao das propriedades Oticas
(fluorescéncia) e magnéticas. Em ensaios in vitro com células A549 (linha celular de
cancro do pulmdo) e H9c2 (linha de células de ventriculos de ratinhos), os autores
concluiram que ambos os grupos de células incubados com o nanossistema sem PTX
demonstraram uma citotoxicidade reduzida, cerca de 3 %. Por outro lado, na incubagao
das células A549, que expressam o recetor de folato, com o nanossistema incorporando
PTX, verificou-se uma reducao de 80 % na viabilidade celular. O mesmo nao ocorreu

com as cé€lulas H9c2, porque estas ndo expressam o recetor folato (Santra et al., 2009).

Seleci et al. (2017) desenvolveram lipossomas terandsticos incorporando QDs e
topotecano (Figura 31). Os QDs tém elevada estabilidade fotoquimica e biologica e
emitem fluorescéncia. Contudo, conforme referido anteriormente, a toxicidade dos
materiais pesados ¢ uma limitagcdo, dai a aplicacdao bioldgica dos QDs de forma isolada
estar desaconselhada (Lovric et al., 2005). Porém, ao serem inseridos nos lipossomas
(bicamada lipidica) aumentam a biocompatibilidade, estabilidade e hidrofilia (Seleci et
al., 2017). O topotecano ¢ um farmaco hidrofilo com capacidade para inibir a
topoisomerase I, sendo bastante efetivo no tratamento do cancro do pulmao, cancro
cervical e ovario (Chen et al., 2016; Grahn et al., 2009). Contudo, o topotecano ¢ instavel

em condicdes fisiologicas, podendo esta limitacao ser contornada pela sua encapsulagao.
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Os QDs, por serem hidrofobos, foram incorporados na membrana lipidica do lipossoma,

mas mantém as caracteristicas de fluorescéncia.

Pontos quinticos Topotecano

Figura 31: Lipossoma incorporando topotecano e QDs (adaptado de Seleci et al.

(2017)).

Em ensaios in vitro com células HeLa (linha de células do cancro do colo do tutero
humano), os autores verificaram que o ambiente acido aumentou a libertacdo do
topotecano, verificando-se uma libertacdao de 45 % a pH 5,6 e de 39 % a pH 7,4. Nestas
c€lulas, a citotoxidade do topotecano incorporado no lipossoma foi superior quando
comparada com a induzida pelo topotecano na forma livre. A diferenca resulta dos
mecanismos envolvidos na entrada do farmaco/nanossistema na célula. No caso do
farmaco na forma livre, o composto entra por difusdo passiva, enquanto que os lipossomas
entram por endocitose. Por outro lado, o topotecano ¢ instavel em condigdes fisiologicas
e sofre um processo de hidrdlise, reduzindo a sua atividade antineoplédsica. Os QDs
possibilitaram a monitorizacdo por fluorescéncia. Os espetros de fluorescéncia foram
examinados e fotografados utilizando um espectrofluorimetro € um microscépio de

fluorescéncia (Seleci et al., 2017).
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V. Conclusao

O aumento de numero de doentes com cancro ¢ as limitagdes das terapias convencionais
abrem caminho para o desenvolvimento e a aplicagdo de alternativas terapéuticas. E
imprescindivel desenvolver tratamentos mais seletivos e direcionados minimizando a
toxicidade sistémica e os efeitos secundarios. A aplicacdo da nanotecnologia no cancro
permite projetar novas estratégias, apresentando nanossistemas multifuncionais com

vantagens.

Os nanossistemas comercializados ndo incorporam necessariamente farmacos
inovadores. Estes apresentam novas formas de administracdo e veiculagdo de agentes

terapéuticos, em que o seu efeito terapéutico ja se encontra descrito.

Os nanossistemas multifuncionais permitem a encapsulacao de agentes farmacoldgicos,
compostos bioativos ou co-adjuvantes e, além disso, possibilitam a alteracdo da sua
superficie, permitindo aumentar o tempo de circulagdo e o desenvolvimento de estratégias
direcionadas. Além disso, este tipo de nanossistemas permitem modular a libertacao dos
agentes antineoplasicos ¢ melhorar o direcionamento para as células cancerigenas. A
libertacdo pode estar dependente de estimulos, como a luz/radia¢do, pH, temperatura,
condig¢des redox e ultrassons. Outra forma de maximizar a eficicia do tratamento passa

por combinar a quimioterapia com a fototerapia e terapia génica.

Apesar da maioria das estratégias apresentadas nesta dissertagdo se manifestarem
promissoras, € pertinente realizar mais ensaios para avaliar a potencial toxicidade e o
risco - beneficio decorrentes da aplicacdo clinica dos nanossistemas a longo prazo. A
longa permanéncia no organismo humano, de certo modo ¢ desejavel para obter a eficacia
terapéutica. Contudo, pode despoletar consequéncias até agora desconhecidas. Além
disso, seria pertinente o desenvolvimento de ensaios ex vivo com os nanossistemas
estudados in vitro e in vivo de forma a obter os resultados efetivos no organismo humano.
Apesar das linhas celulares e os modelos animais usados constituirem uma aproximacao

da fisiologia humana, ndo permite extrapolar com exatidao os resultados.

Num futuro préximo pretende-se uma crescente aplicacdo da nanomedicina teranostica.
Conforme descrito, € uma estratégia que combina o diagnodstico com a terapéutica

antineoplasica, através de nanossistemas multifuncionais para o transporte de farmacos
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antineoplasicos e agentes de imagiologia, que além do efeito anticancerigeno permite
monitorizar em tempo real a libertagdo do agente anticancerigeno sem recorrer a métodos

1nvasivos.

Das estratégias apresentadas a que considero mais promissora ¢ o terandstico porque
possibilita o direcionamento do nanossistema para o local alvo e a0 mesmo tempo a sua

monitorizagdo, em tempo real, da eficacia terapéutica.
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