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SUMARIO

A aplicacdo da nanotecnologia a medicina permitiu o desenvolvimento de sistemas
inovadores transportadores de substancia ativas a escala nanométrica, esta que oferece
propriedades adicionais as de tamanho vulgar. O cancro ¢ mundialmente determinante
na mortalidade. As terapias convencionais conseguiram uma ligeira diminui¢do na
mortalidade, a troca de riscos e efeitos adversos graves que muitas vezes sao deixam
solucdo sendo arriscar aceita-los na falta de alternativas terap€uticas. A nanomedicina
surgiu como possibilidade de se tornar uma alternativa, demonstrando potencial para
minimizar os efeitos adversos e aumentar a sobrevida e qualidade de vida do doente.
Através do estudo profundo do ambiente e fisiologia tumoral, e das propriedades Unicas
da nanoescala tornou possivel hoje existir nanomedicinas aprovadas e em uso clinico.
Estas que, apesar de pouco desenvolvidas j& representam uma alternativa em alguns
cancros, abriram principalmente horizontes a novos rumos e novas ideias de

investigacao na terapia oncologica.

ABSTRACT

The application of nanotechnology in medicine has enabled the development of
innovative drug carriers at the nanoscale, offering additional properties when compared
to ordinary size. Cancer is determining mortality worldwide. Conventional therapies
achieved a slight decrease in mortality, frequently associated to toxicological risks and
serious side effects, but in many cases the former are the only solution in the absence of
therapeutic alternatives. Nanomedicine has emerged as an alternative, demonstrating its
potential to minimize adverse side effects and improve survival and quality of life of the
patient. Through in-depth study of the environment and tumor physiology, associated to
the unique properties of nanoscale, few nanomedicines have been already approved and
many are in clinical use. Although undeveloped, they already represent an alternative in
some cancers, and new horizons are openning new ideas and directions towards

research in cancer therapy.
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1. Introducao

Durante os ultimos anos tem-se vindo a observar um notavel interesse na investigagao
na area das nanociéncias propulsionado pelo crescente otimismo que a nanotecnologia
aplicada a medicina terd avangos significativos no tratamento, diagnostico e prevengao

de doengas (European Science Foundation, 2005)

I.1 Definicido de nanotecnologia e nanomedicina

\ .

O conceito nanotecnologia aplica-se a capacidade de medir, desenhar e manipular
materiais a escala atdbmica, molecular e supramolecular com fim a entender, criar e
aplicar estruturas e sistemas com diferentes funcdes atribuidas pelo tamanho que
possuem. Classicamente a definigdo de nanotecnologia refere-se a matéria com
dimensdao compreendida num intervalo entre 11 e 100 nanometros, mas geralmente ¢
alargado até aos 1000 nandémetros. Apesar deste termo ser relativamente recente, a sua
génese conceitual, de elaborar particulas de tamanho nanométrico e agrega-las em
estruturas ordenadas de forma a obter materiais uteis foi prevista em 1959 pelo Nobel
Richard Feynman no seu discurso “There’s plenty of space in the bottom” (Venditto
and Szoka Jr, 2012). As particulas de tamanho nanométrico exibem propriedades
diferentes daquelas que apresentam macrometricamente, ¢ ¢ com base nessa
particularidade que trabalhar a essa escala tdo pequena que os nanomateriais sao tao

apelativos de estudar.

A década passada tem vindo a registar inumeras publicagdes dedicadas a
“nanomedicina”. Convém esclarecer que esta designacao estd focada somente nas
nanotecnologias em torno do panorama clinico e centradas com objetivo de aplicagao
no doente. Surge portanto como a fusdo da nanotecnologia a medicina (Duncan and
Gaspar, 2011). Sao, portanto, sistemas de cedéncia de substancia ativa desenvolvidos
para atuar a escala nanométrica com novas propriedades (Foundation, 2005, Amiji,
2006). Segundo o relatorio da European Science Foundation de 2005, o dominio da
nanomedicina consiste “na ciéncia e tecnologia do diagnoéstico, tratamento e prevengao

da doenga e injuria traumatica, alivio da dor e preservacdo da satide humana usando
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ferramentas e conhecimento molecular do corpo humano”. Aborda cinco subdisciplinas
que se sobrepdem e relacionam no que diz respeito as: ferramentas analiticas,
nanoimagiologia, nanomateriais ¢ nanodispositivos, novos sistemas e agentes
terapéuticos, e ainda assuntos clinicos, regulatérios e toxicoldgicos (Foundation, 2005).
O alvo da nanomedicina pode ser genericamente definido como a monotorizagao
compreensiva, controlo, construcao, reparo, defesa e melhoria dos sistemas bioldgicos
humanos, trabalhando ao nivel molecular usando nanoestruturas projetadas para o
beneficio médico. Assim, a nanoescala deverd compreender componentes ativos ou
objetos no intervalo de dimensao desde um a centenas de nandmetros. Estes podem ser
incluidos num microdispositivo (com possivel macro interface) ou um ambiente
biologico. O foco, contudo sera sempre nas nano-interagdes entre o interface maior, ou
biologicamente, dentro do sistema subcelular (ou celular) (European Science

Foundation, 2005).

I.2 O Cancro

O cancro ¢ uma doenga complexa causada por instabilidade genética e acumulacao de
multiplas alteracdes moleculares (Hanahan and Weinberg, 2000). O atual diagndstico e
prognoéstico nao permitem traduzir toda a heterogenicidade dos tumores e sdo incapazes
de dar uma previsao sobre o sucesso do tratamento (Liotta and Petricoin, 2000,
Petricoin et al., 2002). O diagnostico e tratamento da doenca ¢ muitas vezes demasiado
tarde, aquando de metastizagdo pelo corpo. A data de apresentacio clinica 60% dos
pacientes de cancro da mama, pulmao, célon, prostata e ovario exibem ou escondem ja
metastases (Menon and Jacobs, 2000). Neste estddio, as modalidades terapéuticas
convencionais tém eficiéncia limitada. As atuais necessidades ndo solucionadas na
oncologia incluem: tecnologias imagiologicas para detecdo precoce tumoral;, novos
métodos para diagnostico e prognostico precisos; estratégias para ultrapassar a
toxicidade e efeitos adversos para as substancias ativas quimioterapicos; novas
descobertas na biologia tumoral que levem a implementar tratamento para os fenotipos
mais agressivos e letais (Nie et al., 2007). O progresso no conhecimento da biologia
tumoral levou a diminuicdo de incidéncia em alguns tipos de cancro, mas outros

permanecem com igual ou superior. Um exemplo ¢ a diminui¢do da incidéncia do
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cancro do pulmao entre o sexo masculino devido a cessagao tabagica, € o aumento entre

as mulheres (Shanker et al., 2010).

Num estudo que avaliou o padrdo de cancro entre 34 paises Europeus, com dados
obtidos da Organizacao Mundial de Satde (World Health Organizattion, WHO) durante
os periodos 1990-1994 a 2000-2004 determinou-se que a mortalidade geral de cancro
nos paises europeus tem vindo a demonstrar uma tendéncia para a diminui¢cdo. Estes
dados podem relacionar-se com a crescente implementacdo tecnologias que permitem
rastreios com maior numero de detecdo de casos com possibilidade de reagirem
positivamente a um tratamento precoce (Vecchia et al., 2010). Em Portugal, a WHO,
identifica os tipos de cancro que mais mortes causam em Portugal: o cancro do pulmao
entre os homens, e cancro da mama entre as mulheres. e do colorectal ocupando

segunda posi¢ao em ambos os sexos (Ferlay et al., 2008).

I.3  As terapias atuais

ApoOs meio século de investigacdo de quimioterapia, o cancro permanece uma das
doencgas mortais mais dificeis de tratar, uma consequéncia de fatores que incluem
limitagdes nos animais modelo, no conhecimento da diversidade tumoral, na resisténcia

a substancias ativas e no surgimento de efeitos laterais (Bradbury, 2007).

As terapias atuais envolvem processos intrusivos, como a aplicagdo de catéteres para a
administracdo dos quimioterapéuticos como fase inicial para diminui¢ao do tamanho
tumoral, seguido de cirurgia, se possivel, com uma segunda administracdo de
quimioterapéutico e radiagdo. O objetivo da quimioterapia e radioterapia € aniquilar as
células tumorais uma vez que estas lhes sao mais suscetiveis por apresentarem um ritmo
rapido de divisdo celular muito mais rapido que as células normais maturas (Brannon-
Peppas and Blanchette, 2012). Os agentes quimioterapicos tratam-se de pequenas
moléculas que interferem no funcionamento da maquinaria celular inibindo processos
chave como a replicagdo ou induzindo a apoptose (Feng and Chien, 2003). Foram
descobertos durante os anos 60. Os mais proeminentes incluem paclitaxel,
doxorrubicina, daunorrubicina, cisplatina, e docetaxel. O paclitaxel e docetaxel

pertencem a familia dos taxanos, estes que atuam particularmente pela estabilizacao dos
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microtibulos prevenindo a mitose de progredir a anafase (Rowinsky and Eric, 1997). A
doxorrubicina e daunorrubicina pertencem a classe das antraciclinas. Estas moléculas
estdo entre as mais eficazes das disponiveis, induzindo o maior grau de citotoxicidade
sendo por isso usadas no tratamento a maior variedade de tipos de tumores. (Minotti et
al., 2004). Da mesma maneira, a cisplatina, um composto de platina, modifica o 4cido
desoxirribonucleico (ADN) celular ativando vias de sinalizacdo para a apoptose

(Boulikas and Vougiouka, 2003).

I.3.1 A problematica subjacente as terapias quimioterapéuticas convencionais

A grande limitagdo ¢ ao mesmo tempo Unica forma de seletividade dos agentes
quimioterapicos convencionais reside na atuacao apenas nas células em ritmo de divisao
acelerado e por consequéncia incapacidade de distingdo entre as células tumorais e
células normais com ritmo de renovagdo naturalmente rapido (Maeda, 2001). E por
exemplo o caso dos foliculos capilares, epitélio intestinal e medula 6ssea (Feng and
Chien, 2003). E esta caracteristica que lhes associa risco de morbilidade dos pacientes.
Consequentemente, os clinicos sdo obrigados a aceitar a janela terapéutica
demarcadamente estreita entre a dose terapéutica da dose com efeitos adversos severos
(Ferrari et al., 2011) como unica alternativa terap€utica. A limitagdo da dose, pela janela
terapéutica estreita leva a doses menores € mais prolongadas, aumentado desta forma o

tempo de contacto com células normais e consequentes efeitos adversos.

Relativamente a formulacdo das moléculas quimioterapicas, também se colocam
diversas questdes problematicas. Estas sdo administradas na maioritariamente por via
intravenosa, e assim colocadas em circulagdo. A solubilidade ¢ crucial para que a
substancia ativa alcance o local de acdo em determinado tecido. A recorréncia a
solventes organicos toxicos por vezes ¢ utilizada, fazendo pesar o perfil de efeitos
adversos e consequente abandono precoce da terapéutica. Da mesma forma ¢ necessaria
alcancar a estabilidade de armazenamento da molécula terapéutica, que igualmente traz

limitagdes seja a nivel de formulagao.

As terapias eficazes desenvolvidas nos ultimos anos melhoraram a sobrevivéncia dos

pacientes diagnosticados com cancro. Contudo, a taxa de sobrevivéncia a cinco anos
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permanece desanimadora, estando ainda abaixo dos 15% pelo menos no caso de

tumores solidos de origem epitelial (Greenlee et al., 2000).

A necessidade de encontrar a “magic bullet” referida por Paul Erhlich, juntou os novos
conhecimentos adquiridos da biologia molecular do desenvolvimento do cancro e o
conceito de design racional de substancias ativas ou agentes que permitissem estratégias
mais especificas, de forma a ultrapassar a barreira da falta de seletividade entre células
tumorais e células normais. Surgiram entdo nos ultimos 20 anos agentes como por
exemplo o Bevacizumab (Avastin®), com especificidade dirigida exclusivamente a
determinados tipos de recetores celulares envolvidos em processos chave do
desenvolvimento tumoral e somente expressos na superficie das células tumorais: por
exemplo, o receptor HER2 essencial para a transducdo de sinal envolvida no
crescimento celular e diferenciacdo (Mendelsohn and Baselga, 2000) que existe
sobrexpresso aproximadamente num quarto dos cancros da mama com pior progndstico
e sobrevivéncia (Alvarez et al., 2010, Morrow et al., 2009). Este foi aprovado e
encontra-se em utilizagao clinica contribuindo em importantes melhorias no tratamento
de cancros da mama HER2 positivos. Uma outra estratégia colocada em hipdtese € o
recurso a segmentos curtos de RNA de interferéncia (small interfering, RNA) que ja
provaram conseguir induzir knock down na expressio de genes com imensa
especificidade abrindo uma outra ala de investigacdo para conce¢do de substancias

ativas (Petrocca and Lieberman, 2011).

Pela primeira vez descrito por Golub et al.1999 foi referido o molecular profiling de
tumores. Este consiste na classificacdo de tumores pelos seus padrdes de expressao
génica. Com base nesse perfil pode retirar-se informagao relativa ao estadio, grau, curso
clinico e resposta ao tratamento. O perfil molecular do tumor pode igualmente
demonstrar que assinatura de cada metastase ¢ proveniente de uma combinagdo de
fatores presentes no tumor inicial (Golub et al., 1999) (Scherf et al., 2000, Ross et al.,
2000). Juntamente com o conhecimento dos marcadores tumorais € o perfil molecular
serd possivel a abordagem de um conceito de medicina preditiva e personalizada (Wang

and Thanou, 2010).
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Considerando que estes novos agentes sdo capazes de superar a problematica da
especificidade, hd que ter em consideragdo a farmacodinamica desses mesmos, todo o
percurso até ao local alvo. Isto ¢, que ao longo da via de administragdo selecionada —
maioritariamente a sistémica — a substancia ativa terd que manter a sua fisicoquimica,
preservando a sua integridade farmacologica. Para tal, deverd ser soluvel em meio
aquoso, que ¢ o caso do sangue. No entanto, a grande a maioria dos quimioterapéuticos
¢ insoluvel, representando uma limitagdo de formulagao da molécula e interferindo com
toda a farmacodinamica e farmacocinética, muitas vezes recorrendo a solventes toxicos

que desenvolvem efeitos adversos pelo uso continuado.

A etapa que seguidamente surgira sera assegurar a dose de substancia ativa por tempo
suficiente no local alvo, o que permitird a resposta terapéutica. Portanto, encontrar
apenas uma molécula dotada de atividade citotoxica com especificidade ndo ¢é
suficiente. O sistema reticulo endotelial (reticular endothelial system, RES) ¢ um dos
grandes obstaculos nessa rota até ao alvo, tratando-se do conjunto de macréfagos e
mondcitos responsaveis por removerem da circulacdo todos os materiais estranhos

(Langer et al., 2007).

O transporte no sangue também estd sujeito a um sem numero de interacdes nao
especificas (Ferrari et al., 2011) como proteinas sanguineas, processos fisicos de
filtracao renal, barreiras fisicas celulares entre outros, resultando numa distribuicao

inespecifica da substancia ativa por o6rgdos saudaveis e consequentemente neles

NP o mtril'tuigio& 9 Extravasamento no o Transporte o Trafego intra celular
(iv)s:s retenciono tumor P> oo tumoral PP intersticio P> Cusvie medued

© Intravascular space -

manaclode | ¥, Convection  Diffusion /4t - OO

I —— Cells 2 . Extravascular space

Figura 1

Representacdo esquematica do precurso da nanomedicina terapéutica desde o local de inje¢do ao
local alvo. (1) Transporte e distribuicdo para os tumores e outros 6rgdos via circulagdo sistémica,
incluindo eliminagdo pelas células do reticulo endotelial (RES). (2) Extravasamento pela vasculatura
tumoral. (3) Transporte intersticial até atingir as células individuais. (4) Endocitose e trafego
intracelular para sub-organelos (early e late endossomas, lisossomas, complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico, citosol, mitocondria e nucleo) (Adaptado de Li et al., 2012)
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resultando os efeitos citotoxicos (Ferrari et al., 2011)

Uma vez alcangcando o tumor, a substancia ativa quimioterdpico deparar-se-4& com uma
série de barreiras fisicas e biologicas. E o caso da pressao intersticial intra-tumoral, o
fluxo circulatorio alterado, a existéncia de membranas, € a matriz extracelular entre

outros (Ferrari, 2010a).

I.4 Ambiente tumoral

O microambiente tumoral caracteriza-se por um tecido bastante heterogéneo. A sua
biologia tem um importante papel na cedéncia de substancia ativa. O entendimento dos
fendmenos crescimento, estrutura e fisiologia de um tumor em tudo importam em
auxiliar no desenvolvimento de transportadores de substancia ativas mais eficientes
(Steichen et al., 2013), capazes de ultrapassarem as barreiras normais e advindas da

patologia tumoral.

Um tumor surge de uma Unica célula que sofre uma mutacdo que faz interromper
alguma parte fulcral da via de sinalizacdo apoptotica, causando a sua proliferagao
descontrolada. A massa crescente de célula atinge uma demanda energética e nutritiva
proporcional ao seu ritmo de crescimento e numero de células da massa tumoral,
competindo com as células normais envolventes e consequentemente movendo-as e
destronando-as. Juntamente com um metabolismo acelerado juntam-se-lhes os
proporcionais produtos metabolicos. Posto isto, ganha-se um ambiente acidico e
hipoxico. Facto esse que, juntamente com a pressdao exercida pela massa de células de
volume em expansdo sobre as células vizinhas, se faz acrescer uma envolvente
circulatoria sanguinea e linfatica deficiente. Esta situagdo surge pelo desajuste resultante
da expansao de tecido tumoral ndo ser acompanhado da angiogénese equivalente em seu
redor (Steichen et al., 2013). Desta forma, nas fases iniciais de crescimento tumoral a
nutri¢cao do tumor ¢ assente apenas com base na difusao até ao limite de volume tumoral
de 2 mm’ (Brown and Giaccia, 1998). A partir deste limite o desenvolvimento do tumor
fica dependente de recrutamento de nova vascularizagdo ao tumor — angiogénese —
(Brannon-Peppas and Blanchette, 2004, Brown and Giaccia, 1998) que permita

continuar a chegada de nutrientes necessarios, ¢ remog¢ao dos produtos metabolicos.
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Caso nao se suceda, no interior do tumor em expansao formar-se-4 um centro necrotico.
ApoOs iniciar um novo processo de angiogénese, a rede de capilares formados ¢
geralmente heterogeneamente distribuida, com percursos tortuosos € muitas vezes sem
continuidade. Os vasos novos surgem com pouco musculo liso e com descontinuidade
do pavimento epitelial com aberturas de fenestras de algumas centenas de nandmetros
(Jain and Stylianopoulos, 2010) (Hobbs and al., 1998) (Hashimzume, 2000, Brown and
Giaccia, 1998) (Baban and Seymour, 1998). O fluxo de sangue desta estrutura sera
consequentemente heterogéneo. Acrescendo ao facto da drenagem linfatica também se
demonstrar deficiente, pois s6 existe na periferia tumoral, ocorre um fendémeno de
extravasamento de compostos da circulagdo, sem drenagem linfatica e como tal,
resultando num aumento da pressao intersticial tumoral. Esta tem o valor maximo no
centro da massa tumoral e decrescente para a periferia. Esta pressdao contraria o fluxo no

sentido da interiorizagdo das substancias, seja o caso de substancias ativas.

Este microambiente tumoral de hipoxia e elevada pressdo, contribui tambémpara a
selecdo das mutagdes com maior predisposicao a formarem metastases, € como tal para
o desenvolvimento de resisténcias. Salienta-se que neste ambiente as células imunitarias
ficam fragilizadas e com menor capacidade de detecdo, ficando as células tumorais

como que invisiveis a dete¢do (Jain and Stylianopoulos, 2010).

Como acima referido, a vasculatura débil tumoral exibe poros, fenestras e um sistema
linfatico pouco definido e funcional. No ambiente tumoral registam-se niveis elevados
de moléculas fatores envolvidos na angiogénese: fator de crescimento vascular

endotelial (vascular endothelial growth fator, VEGF), que aumenta a permeabilidade

) Eventualmente, as células
@ Camada de tecido saudavel ‘ normais serdo eliminadas e a
funcdo do orgdo comprimida
Uma célula adquire varias

mutacbes até se tornar cancerisna Células de tumor continuario
a crescer e a morrer até que
Celula cancerisna ira dividir-se a ritmo se formem novos vasos

acelerado e deslocar o tecido saudavel capilares

Figura 2
Representacdo esquematica do desenvolvimento tumoral inicial até a difusdo de nutrientes limitada
pelo tamanho (adaptado de Brannon-Peppas and Blanchette, 2012).
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dos vasos sanguineos pelo
aumento do nimero e tamanho
de fenestras entre as células
(Roberts and Palade, 1995), fator
de crescimento fibroblastico
basico (basic fibroblast grwoth
fator, BFGF) (Dellian and
Witwer, 1996) que recruta
células epiteliais durante a
angiogénese (Roberts and
Palade, 1995) bradicininas em
quantidade elevada com deplecdo
de oOxido nitrico, que resulta no
extravasamento aumentado de
macromoléculas pela vasculatura
(Matsumura et al., 1988). Dada a
insuficiéncia  da  drenagem
linfatica, as moléculas
extravasadas de  circulacdo
tendem a permanecer retidas na

envolvéncia tumoral.
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Figura 3

Representacdo esquematica do efeito de permeabilidade e
retencdo aumentada das nanoparticulas medicinais em
tumores. Os vasos normais estdo delimitados por células
endoteliais, prevenindo o escape de nanoparticulas da
corrente sanguinea, enquanto os tecidos tumorais sem
células endoteliais integras exibem o escape de substancias
e hiperpermeabilidade permi-tindo acumulagdo preferencial
no espago intersticial tumoral (Adaptado de Nie et al.,
2007).

Todos estes elementos combinados resultam assim num fenémeno apelidado de efeito

aumentado de permeabilidade e retencao (enhanced permeability and retention effect,

EPR) descrito pela primeira vez por Maeda e seus colaboradores explicando a

acumulagdo observada de substancias ativas lipidos e outras moléculas (Mw > 50kDA)

no local do tumor (Maeda, 2001).

Esta hipotese levantou muitas outras que tiveram como objetivo usar este efeito como

uma estratégia a depositar mais especificamente as substancias ativas quimioterapicos

nos locais tumorais, principalmente no sentido de prolongar o tempo de circulacao de

particulas e obter uma maior acumulagdo — direcionamento passivo.
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Sabe-se que ha casos em que o EPR ndo existe. E o caso do cancro do estomago e do

pancreas (Cheng et al., 2012).Barreiras impostas a terapia

I.5 Barreiras impostas a terapia

O transporte do agente terap€utico desde a circulagdo sistémica até as células tumorais
compreende quatro passos: primeiro o transporte pelo sangue até as regides tumorais
pelos vasos sanguineos; segundo, passarem através da parede do vaso sistémico,
passarem através do espago intersticial tumoral e por ultimo alcangarem as células alvo
passando pelas suas membranas celulares (Jain and Stylianopoulos, 2010). Inserido
neste trajeto encontram-se diversas barreiras: RES, primeira passagem pela filtragao
renal, fluxo sanguineo heterogéneo, pressdo intersticial tumoral elevada, matriz

extracelular, e transporte intracelular .

I.5.1 Sistema reticulo endotelial e sistema fagocitario mononuclear

O sistema reticulo endotelial e sistema fagocitario mononuclear (mononuclear
phagocyte system, MPS) consiste no grupo de macréfagos em circulagdo que tem como
funcgdo livrar o corpo de objetos estranhos (Owens and Peppas, 2006) e necessitam de
opsoninas como agentes de reconhecimento intermediarios. As opsoninas, proteinas que
englobam imunoglobulinas, sistema complemento (C3, C4 e CS5), fibronectinas
colagénio tipo I, entre outros. Estas, através do estabelecimento de interacdes de
natureza idnica, eletrostatica, hidorfoba, hidorfila e van der Walls (Owens and Peppas,
2006) ligam ao corpo estranho preparando-o para o reconhecimento do RES e sua
posterior clearance de circulagdo pela fagocitose de macrofagos e consecutiva digestao

numa vesicula intracelular lisossomal (Jones and Harris, 1998).

1.5.2 Filtracio renal

A estrutura glomerular consiste num enovelado de um capilar em que todas as particulas
dissolvidas no sangue com tamanho inferior a 10 nm sdo sujeitas a filtracdo (Davis et

al., 2008) (Venturoli and Rippe, 2005).
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I.5.3 Fluxo sanguineo irregular

Resultante dos fendmenos acima referidos, juntamente com a falta de vascularizagao
intratumoral como a da propria vascularizagdo deficiente e heterogénea impde-se uma
barreira tanto pelo alcance ao tumor, pela falta de irrigagao, como pela distribui¢ao nao
uniforme de substancia ativa. Isto compromete o alcance de uma acumulacao de dose
eficaz para obter efeito terapéutico. Demonstrou-se inclusivé que tumores com

circulacao deficiente sdo geralmente resistentes ao tratamento (Hori et al., 1991).

I.5.4 Pressao intersticial elevada

O fendmeno observado de pressdo intersticial crescente na dire¢cdo do interior do tumor
contraria ¢ impede o fluxo de difusdo de substancia ativa (Jain, 1998, Liechty and

Peppas, 2012).

I.5.5 Matriz extracelular

E composta por proteinas fibrosas como colagénio e elastina juntamente com um fluido
viscoso composto de polissacarideos. Numa situacdo normal esta composi¢ao € uma
excelente barreira fisica a infiltracdo bacteriana, mas no que diz respeito ao transporte
de substancias ativas nomeadamente a quimioterapéuticos mostra-se capaz de reduzir
substancialmente a difusdo e distribui¢ao espacial das moléculas de substancia ativa no

intersticio tumoral (Jain, 1998, Jang and Wientjes, 2003).

1.5.6 Transporte intracelular

Quando a substancia ativa alcanca a célula cancerigena, terd que a internalizar. Este
processo ¢ chamado de fagocitose. Daqui se forma uma vesicula intracelular, que se
desenvolvera desde o endossoma inicial ao endossoma tardio, pela descida do pH
devido as bombas de protdes e inclusdo de enzimas proteoliticas. O objetivo desta
sequéncia ¢ a digestao do corpo fagocitado. No entanto, interessa essencialmente que a
substancia ativa nao perca a sua atividade terapéutica (Jones and Harris, 1998). Quando

entra por um mecanismo de transporte inespecifico fica sujeito ao fendémeno de
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complexo de multiresisténcia a substancias ativas (multidug resistance complex, MDR)
que possui bombas de efluxo inespecificas que enviam a molécula fagocitada
novamente para o meio intercelular, fendémeno este que se sabe ndo acontecer quando a

internalizacao ¢ mediada por um recetor (Heidel and Davis, 2011).
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2. Nanomedicinas terapéuticas

Sao tipicamente particulas compostas por uma entidade terapéutica, como moléculas de
substancias ativas, péptidos, proteinas e acidos nucleicos, € componentes que se
estruturam/acomodam como entidades terapéuticas. Tais nanomedicinas podem ter
efeitos anticancerigenos superiores quando comparadas com os da entidade terapéutica
que contém por si sO. Isto deve-se a maior capacidade de especificidade de
direcionamento ao tecido tumoral por uma melhor farmacocinética, farmacodinamica, e
cedéncia intracelular ativa. Estas por sua vez dependem do tamanho, e propriedades de
superficie (incluindo a presenga de ligandos de direcionamento) das nanoparticulas

(Davis et al., 2008).

Existe uma tendéncia na literatura de apelidar todas as medicinas nanométricas de
nanoparticulas (Cho et al., 2008, Petros and DeSimone, 2010). Isto nem ¢
cientificamente correto (pois as nanoparticulas constituem uma classe especifica de
nanomedicinas), nem ¢ de todo uma ajuda pois desvaloriza as caracteristicas especificas

de cada classe que foram

desenvolvidas para o sucesso
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Key 2 P> Pol Protei
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Representacdo esquematica das classes principais de . L.

primeira geracdo de nanomedicinas em ensaios clinicos ou 25 nm), micelas copoliméricas
em utilizacdo clinica. A imagem exibe um panorama dos
respetivos tamanhos relativos (Duncan and Gaspar, 2011, em bloco (50 — 200 nm),

Cyrus and Ewert, 2012) nanoparticulas de ouro (5-50

nm), e cristais nanométricos
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(100 — 1000 nm) (Duncan and Gaspar, 2011).

1.6 Propriedades chave das terapéuticas nanomedicinas para o cancro

As propriedades exploradas pelas novas medicinas veiculadas nanométricamente podem
encontrar uma classificagdo sob um sistema que considera a forma de alcancar a massa
tumoral. Poderdo surgir individualmente ou conjugados. Consideremos classificagao

por direcionamento passivo, direcionamento activo, ou direcionamento por pulsatil.

1.6.1 Direcionamento passivo

Esta estratégia de direcionamento tira partido do tamanho ideal, da forma mais

conveniente, ¢ da superficie fisico-quimica da particula nanométrica.

O tamanho devera em regra estar situado entre 10 nm e 100 nm para que as particulas
fiquem confinadas ao sistema circulatério constituido pelos vasos integros e normais,
pois nestes apenas particulas inferiores a 1-2 nm podem extravasar. Ocorre exce¢ao na
irrigacao do figado que permite extravasamento de entidades at¢ 100-150 nm (Davis et
al., 2008). O limite inferior impde-se pela filtracdo renal, e o limite superior (Venturoli
and Rippe, 2005) em funcao de uma multitude de fatores. Dreher e colaboradores
demonstraram experimentalmente que particulas de dextrano com pesos moleculares
desde 3.3 kDa até 2 MDa apresentavam permeabilidade decrescente. As maiores
ficavam apenas em redor do tumor, enquanto as mais pequenas conseguiram penetrar
mais profundamente e com uma distribuicdo mais homogénea. Este fenomeno
relaciona-se com o coeficiente de difusao intersticial que aumenta com a diminui¢ao do
peso da molécula que difunde (Dreher et al., 2006). Extrapolando de macromoléculas
para particulas nanométricas, o limite superior para participar no EPR ¢ de
aproximadamente 400 nm (Alexis et al., 2008). Acima desse valor sdo incapazes de se
difundirem e atingirem uma quantidade com efeito terapéutico (Steichen et al., 2013).
No entanto ha outros fatores além da participagdo no EPR. A vasculatura débil e
tortuosa em torno do tumor apresenta poros e fenestras de dimensao aproximada entre

50-100 nm que participam como uma das vias de alcance ao tumor. Considerando o
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EPR juntamente com a dimensao das fenestras derivou-se entdo um limite superior de

150 nm (Liechty et al., 2011).

A internalizacdo de particulas foi estudada relativamente ao efeito da forma da
particula: tamanho e geometria. No estudo de Champion e Mitragotri analisou-se como
se processava o contacto entre uma particula esférica ou uma nao esférica de
poliestireno com macrofagos alveolares. Na forma eliptica de disco, o contacto perante
o eixo longitudinal exibia internalizagcdo rapida, ao contrario do contacto com o eixo
menor que ndo internalizava nem sequer mais tarde. As esféricas eram rapidamente e
totalmente internalizadas. Este efeito mostrou-se independente do tamanho na escala
estudada entre 0 a 100% do volume do macréfago. Concluiram que era a simetria
responsavel por tal eficiéncia de internalizacdo da particula esférica (Champion and
Mitragotri, 2006). Pouco depois destes resultados, Chan et al. apos registarem dados da
internalizacdo de particulas esféricas de 14 ¢ 75 nm eram 3.5 a 5 vezes mais que as
particulas em bastonete de 74 por 14 nm. O grupo hipotetizou que a diferenga poderia
estar no grau de curvatura, sendo que quanto menor a curvatura, maior o grau de
contacto com a superficie fagocitica e como tal maior propensao para a fagocitose. No
entanto, no mesmo estudo foram testadas particulas com o mesmo grau de curvatura e
tamanhos 100 e 150 nm. Observou-se que as mais pequenas tinham menor
internalizacao. Daqui se concluiu que a cinética de internalizagdo das particulas sao

provavelmente ocorre em fun¢do da forma e tamanho (Chithrani et al., 2007).

Num outro estudo centrado também na cinética de internalizacao segundo a forma e
tamanho de particulas, comparou-se a taxa de internalizacdo de duas particulas: Ambas
cilindricas, uma com aspect ratio (AR = comprimento/didmetro) 3 e outra AR=1,
respetivamente h (altura) = 450 nm com d (didmetro) = 150 e h =200 nm e d = 200 nm.
As particulas com AR = 3 internalizaram quatro vezes mais rapidamente. No entanto
mais tarde ficou visto que nao era a alteragdo de uma das dimensdes que ditava a taxa
de internalizag¢do pois, comparando-a com a de uma terceira particula com AR =3 ed =
100 , esta tinha igual taxa a de AR = 1 (Gratton, 2008). Esta relagdo entre forma e
tamanho de particula permanece por esclarecer, mas assume a importancia a ter em
conta nos estudos de internalizagdo pelas células do sistema imunitario (Petros and

DeSimone, 2010).
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A superficie fisicoquimica de uma particula ¢ o meio primario de interacdo com o
ambiente. As particulas nanométricas tém razodes superficie/volume elevadas quando
comparadas com particulas maiores, € como tal, torna-se crucial o controlo das suas
propriedades de superficie, seja para evitar maior nimero de interagdes nao especificas
seja a influéncia na taxa de dissolu¢do. E necessario figurar todas as interagdes ndo
especificas que poderdo indesejavelmente ocorrer e tentar minimiza-las, ja que ¢é
impossivel remové-las na totalidade. Interacdes nao especificas originariam também

entre outras uma distribui¢cdo ndo especifica pelo corpo.

E possivel trabalhar a superficie em fung¢éo de alguns parametros:

A carga de superficie, representada pelo potencial zeta das particulas, tem vindo a
mostrar que influencia a disposi¢do de particulas no interior do tumor. De facto, devido
ao tamanho nanométrico a relagdo superficie/volume ser grande, a carga exibida ¢
crucial. Para se minimizar essa carga utiliza-se polietilenoglicol (PEG), que além de
reduzir as interacdes particula-particula também limita eletrostaticamente interacdes
induzidas por outros componentes em circulacio (Heidel and Davis, 2011). O
reconhecimento pelo RES/MPS ¢ tanto quanto maior for a carga da particula,

especialmente se tratar de negativa (Fang et al., 2006,

Laaeila

ageia Storm et al., 1995). Acresce-se o facto que as
polimérica

superficies dos vasos sanguineos e de células
apresentam varias cargas negativas estas iriam repelir
a nanoparticula, perdendo nestes casos o EPR na zona
tumoral (Davis et al., 2008). As proteinas do sangue
também sugerem interagdes com as particulas, e
igualmente distribuicdo nao especifica resultante

Figura 5 (Wang and Thanou, 2010).

Representacdo esquematica de um
corte transversal de lipossoma
STEALTH. O rectangulo representa
um ligando de especificidade
possivel de ser acrescentado a  particula consiste na estabilizagdo estérica através da
cadeia de PEG. (Adaptado de

(Cyrus and Ewert, 2012) adicao de polimeros hidroéfilos e muito flexiveis de

Como ja foi referido, uma forma de escape da

polietilenoglicol a sua superficie, um polimero

aprovado pela Food and Drug Administration (FDA). Este atua escondendo-o do
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ambiente através das suas cadeias que formam um emaranhado em torno da particula e
conferindo-lhe propriedades STEALTH, impedindo a adsor¢do das opsoninas (Davis et
al., 2008) ao mesmo tempo que diminuem as interagdes como ambiente que rodeia. A
natureza anfifilica dos lipidos componentes do PEG dispde-nos em estruturas micelares
quando em contacto com a dgua e a sua inser¢ao na superficie de lipossomas alivia a
tensao micelar (Wang and Thanou, 2010). As particulas necessitam de estabilidade
tanto in vitro (em tampoOes durante armazenamento) como in vivo (estabilidade
biologica) (Wang and Thanou, 2010). A forma, densidade e tamanho da cadeia de PEG
podem ser modificadas, e ter diferentes efeitos na taxa de clearance da particula.
(Steichen et al., 2013). Apesar de nao existirem atualmente regras quanto ao tipo e
organizacdo de PEG, existem algumas tendéncias derivado do extensivo trabalho que
tem vindo a ser realizado com lipossomas para terapia do cancro. Estas tendéncias
indicam que o tamanho e densidade de cadeias de PEG sdo cruciais que controlardo os
tempos de circulagdo e a acumulacdo nos tumores. Tais camadas de PEG podem
interferir com ligandos de direcionamento e inibi-los de interagirem com os recetores
correspondentes (Wang and Thanou, 2010). A conformagdo ideal para o PEG ¢ em
escova “brush”, para assim conseguir afastar os ligandos, mantendo-os na correta
posi¢ao de apresentagdo ao recetor alvo (Wang and Thanou, 2010). Assim, uma vez que
ja foi provado que a densidade reflete a conformacao de PEG (Degennes, 1987), esta
toma lugar mais importante que outras caracteristicas como por exemplo, o tamanho do
polimero (Santos et al., 2007). Quanto menor for a clearance da particula e maior tempo
de semivida, maior sera o tempo de circulacao da particula e assim devido ao EPR se

conseguird obter uma maior acumulacao tumoral.

I.6.2 Direcionamento activo

Esta estratégia de atuacdo usufrui da capacidade de ligandos de
reconhecimento/direcionamento encontrarem um recetor complementar a si especifico.
A adi¢do de uma parte de direcionamento a superficie da particula nanométrica pretende
aumentar a seletividade de ligacao e internalizagdo através de endocitose mediada por
recetor. Sem a incorporagdo de ligandos de direcionamento, a particula fica limitada as
interacdes nao especificas com as membranas celulares, estas que apds cobertura com

polimeros de PEG podem até ficar reduzidas.
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Figura 6

Representacdo esquematica de sistemas direcionados e ndo direcionados. As particulas de
direcionamento s3o funcionalizadas com uma camada externa de ligandos especificos de um
recetor, que podem ser anticorpos (inteiros ou fragmentos), pequenas moléculas, péptidos
anticorpos ou aptameros. A cavidade aquosa pode conter substancias ativas hidrofilicas (Adaptado
de (Wang and Thanou, 2010).

Na busca da resolucao do desafio da seletividade para células tumorais, e relembrando
que a superficie destas em pouco se diferencia de uma célula normal, a molécula de
ligando devera demonstrar elevada especificidade para aqueles recetores que
caracteristicamente se apresentam em maior concentracdo a superficie das células
tumorais, sem no entanto esquecer que estes também existem mas em menor
representacdo nas células normais. Além de apresentarem elevada especificidade,

deverdo ser capazes de induzir endocitose mediada por recetor, e escapar ao fenomeno

de MDR.

A localizagao do ligando a superficie da particula devera situar-se no topo da camada da
STEALTH, caso se trate de uma particula revestida de PEG (Wang et al., 2008), de
forma a ndo esconder o ligando de direcionamento do recetor. Estruturas como
anticorpos, proteinas, pequenas moléculas, aptameros e péptidos ja provaram a
capacidade de induzirem este efeito de seletividade em nanoparticulas (Wang and
Thanou, 2010). Exemplos de ligandos de target com ligagao forte aos recetores sao
seguidamente referidos: anticorpos contra o recetor HER-2, recetor da transferrina
(TfR) e o especifico contra o recetor do antigénio especifico da prostata (PSA). Estes
exibem constantes de dissociacdo na ordem nos nanomolares, remetendo-os para
ligagdes ao recetor muito fortes. (Wang and Thanou, 2010); Os fragmentos de
anticorpo, consistem apenas das regioes de ligagdo Fab, também foram estudados como

ligandos de direcionamento. As vantagens destes consistem na auséncia da regido Fc,
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capaz de induzir imunogenicidade (Wang and Thanou, 2010); Proteina ligando natural
do recetor da transferrina (TfR), um ligando natural do recetor com grande afinidade de
ligacdo. (Wang and Thanou, 2010); Outra proteina com potencial, o ativador
plasminogénico da urocinase (uracinase plasminogen activator, UPA), também ligando
natural em que o recetor surge sobrexpresso nos cancros do cdlon e mama (Wang and
Thanou, 2010); Sequéncias peptidicas sdo versdes de anticorpos ainda mais curtas e
pequenas que os fragmentos de anticorpos e proteinas. Derivados de ensaios de phage
display e de cristalografia de raio-X, sdo sequéncias peptidicas pequenas com
especificidade ao recetor. E o caso do péptido U11 identificado na regido de ligagdo do
recetor do UPA. (Wang and Thanou, 2010). Trabalhos tém sido realizados ao encontro
da sua aplicacdo no cancro da préstata e da mama. (Wang and Thanou, 2010). Um outro
exemplo ¢ o péptido RGD, identificado por phage display para exibir elevada
especificidade ao recetores a5SB3 dos recetores da integrina sobrexpressos na vasculatura
angiogénica (Wang and Thanou, 2010); Outros tipos de pequenas moléculas sao por
exemplo a anisamida, ligando para os recetores sigma sobrexpressos no cancro do
pulmao (Banerjee et al., 2004, Li et al., 2008) o acido folico, especifico para os
recetores de folato nas células do ovario (Weitman et al., 1992, Goren et al., 2000, Pan

and Lee, 2004).

Acrescendo aos critérios de escolha do ligando direcionamento mais especifico para um
determinado de tipo cancro ha que ter em consideracao qual a taxa de internalizagao
(numero de moléculas internalizadas por hora) da particula apds ligacao ao recetor alvo
escolhida. Esta taxa afeta diretamente a acumulacdo de substincia ativa na célula
tumoral, que necessita de atingir uma quantidade suficiente a resposta citotoxica em
tempo ttil aceitavel, de acordo com o tempo de circulagdo no organismo (Wang and
Thanou, 2010). Outro parametro a ter em consideragao ¢ a conjugacdo do ligando a
particula. Esta deve ser de tal forma 6tima que o ligando conjugado a particula continue
a exibir a mesma constante de dissociagdo do recetor que demonstrou sozinho, e
também igual taxa de internaliza¢do. Para tal ¢ necessario que a conjugagdo (e as
cadeias de PEG proximas, se for o caso) ndo interfira na conformacao do ligando,

idealmente devendo aumentar a interagdo ja existente.

27



Nanomedicinas para o Cancro: o Desenvolvimento de Novas Alternativas Terapéuticas

Ambas as particulas, com ligandos de direcionamento ou sem, chegam a vizinhanga
tumoral via efeito EPR, mas no caso de serem direcionadas terao uma internalizacdo ao
tumor melhorada, despoletando o mecanismo de internalizagdo do recetor a que tem
afinidade (Wang and Thanou, 2010). Este facto foi ja comprovado em numerosas
ocasides, no contexto de varios tipos de sistemas de particulas, que a presenca de
ligandos de direcionamento nao alteram a biodistribuicdo geral de particulas no tumor
mas, em vez disso, aumentam a extensdo de internalizacdo celular de particulas que
alcancam o tumor — e numa maneira dependente da densidade de ligandos (Choi et al.,

2010).

Quanto a concentragao de ligandos de superficie, este ¢ outro parametro que afeta o
efeito de direcionamento de ligandos (Farokhzad and Langer, 2009). As particulas com
ligandos podem beneficiar com a adigdo de mais que um tipo de ligando de superficie,
no entanto, a densidade total de ligandos ¢ um parametro que necessita de calibragao
para cada particula produzida, e que atualmente apenas se pode determinar

experimentalmente (Heidel and Davis, 2011).

Uma maior concentracao de ligandos de superficie ndo aumenta o nimero de interagdes
com os recetores celulares (multivaléncia). Um estudo utilizando um lipossoma com
uma quantidade pronunciada de ligandos anticorpos contra o recetor HER-2, levaram a
taxas de clearance das particulas ligadas mais altas do que das nao ligadas (Shmeeda et
al., 2009). Pensa-se que uma maior cobertura por ligandos leva a obstrucao total da
cama de PEG, e por isso cobrindo a sua prote¢do ao RES e outras interagdes com

proteinas presentes no sistema circulatério (Wang and Thanou, 2010).

Uma analise modelo demonstrou que ligandos de tamanho intermédio (Mw ~25 kDa)
atingiam os niveis mais baixos de uptake, enquanto ligandos mais pequenos que
requerem afinidades para o recetor superiores para estabelecerem ligacdo e ligandos
maiores (com afinidades de ligagdo mais de 100 vezes mais fracas) conseguiam um
uptake mais elevado (Schmidt and Witturp, 2009). Esta informagao ¢ consistente com

diversos exemplos publicados de particulas com ligandos (Heidel and Davis, 2011).
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Uma das vantagens de adicao de ligandos de direcionamento ¢ que esta pode significar
uma mais valia na dete¢io de pequenas metéstases (<100mm®) uma vez que estas ainda
ndo possuem rede vascular propria e logo sem EPR (Cheng et al., 2012). Outra
vantagem € que se pensa que ao entrar por transporte mediado por recetor escapa ao
MDR (Cheng et al., 2012). No entanto também a partir de uma determinada
concentracdo de ligandos de superficie, estes podem acabar por representar um
paradoxo pois poderao esconder as cadeias de PEG e vice versa, perdendo as
caracteristicas vantajosas STEALTH ou especificidade (Wang and Thanou, 2010,
Cheng et al., 2012).

1.6.3 Direcionamento por propulsao

Um dos maiores beneficios da incorporagao de moléculas terapéuticas numa particula ¢
prolongar a duragao do seu efeito terapéutico. Além do aumento do tempo de circulagao
devido a varios fatores ja referidos,

a., uma particula pode ser preparada para
a” “NH, |

e Cisplatin. ter libertacdo prolongada da carga de

terapéutico de uma forma programada

o~ oH H _apenas ¢ sO quando chegar ao local

N wucua uc N

P Mo PH alvo (Heidel and Davis, 2011) e assim
alcancado controladamente a dose

terap€utica. Isto ¢é possivel pelo

HN N

desenho de particulas constituidas por

OH v

materiais responsivos a estimulos — os

Figura 7 transportadores responsivos a

Representagdo  esquemdtica de  nanoparticulas
responsivas a estimulos. A substancia ativa pode
qstar ﬁsis:ament:c enclausurada (a) ou covalentemente podem ser internos — como o caso da
ligada a particula. (Adaptado de Petros and

DeSimone, 2010) natureza redutora do citosol comparado

estimulos. Quanto aos estimulos, estes

com o meio extracelular, ou a queda de
pH que ocorre nos endossomas — ou externos — a exposi¢cdo a um campo magnético ou
a um determinado comprimento de onda. Estes estimulos sdo usados como por
propulsdo a quebra de ligagdes covalentes entre o transportador e a carga, i.e., a

particula e a sua carga de terapéutico, ou como propulsao a destabilizacdo da particula
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facilitando a libertagdo do seu conteudo terapéutico assim que chegar ao local alvo
programado (Jain, 1987). Num estudo foram ligadas a nanoparticulas péptidos
penetrantes em células que ficam ativos pelas metaloproteinases presentes no
parénquima tumoral (Cheng et al., 2012). Estudos preliminares sugeriram que péptidos
sensiveis a pH formam espontaneamente o-hélices através das membranas de tumores

primarios, metastases € em corpos lipidicos necréticos (Cheng et al., 2012).

De forma a poder remover o efeito de escudo de PEG e conseguir melhor penetragao
intracelular foram desenhadas nanoparticulas inteligentes que perdem a sua camada de
PEG apenas quando expostos a certos estimulos como cargas positivas ou ligandos de

direcionamento, agentes redutores ou proteases (Cheng et al., 2012).

a) cedéncia de substancia ativa extracelular

d) Shedding intracelular

Endosomal or
Cytosohic drug release

O]

Figura 8

Representacdo esquematica das nanoparticulas inteligentes com derrame (shedding). Em fungdo do
estimulo sentido no microambiente a particula solta a cobertura STEALTH de forma a mostrar
acessiveis os seus ligandos de superficie. Em ambiente extracelular sdo estimulos os recetores de
superficie, cargas positivas membranares. Em ambiente intracelular, os estimulos podem ser o pH
lisossomal ou a presenca de proteases. (Adaptado de Romberg et al., 2007)

1.7 Estratégias de suporte as nanomedicinas terapéuticas

Uma das possibilidades de aumentar a permeabilidade tumoral, que pode ser usada para
aumentar a acumulagdo local ¢ a administracdo de agentes vasoativos como VEGEF,
trombina, bradicinina, substancia P, entre outros. Estes iniciam uma cascata de eventos
celulares que resultam na disrupgdo das juncdes celulares endoteliais € aumentando
assim a permeabilidade vascular. Uma alternativa sera subir temporariamente a pressao
circulatoria sistémica pela infusdo de vasoconstritores como a angiotensina II, fazendo

diminuir o diferencial entre a pressao sentida no ambiente vascular e avascular tumoral
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descrito por Chrastina e Massey, 2011 (Cheng et al., 2012). No entanto permanece a
incerteza se estes procedimentos irdo originar efeitos adversos que justifiquem a sua

utilizagdo, nos vasos saudaveis.

Alternativas mais especificas envolvem o uso de estimulos externos como radiagao
ionizante para alterar a permeabilidade vascular como descrito em Li et al., 2000, ou a
terapia fotodinamica descrita por Chen et al.,, 2006 (Cheng et al.,, 2012). Foi
recentemente sugerido que a inje¢do sistémica de péptido penetrador de tumor (iRGD)
poderd também aumentar a permeabilidade vascular e a do tecido de forma especifica
ao tumor através de interagdo com a integrina e neurofilina-1 por Sughara et al. 2010

(Cheng et al., 2012).

31



Nanomedicinas para o Cancro: o Desenvolvimento de Novas Alternativas Terapéuticas

3. Tipos de Nanomedicinas Terapéuticas

Decorridos 50 anos apés o discurso de Richard Feynman “There's plenty of room at the
bottom”, surgem aprovadas e em utilizacdo clinica algumas nanomedicinas, entre as

quais seis terapias para o cancro (Venditto and Szoka Jr, 2012).

1.8 Lipossomas

Foi em 1965 que Alec Bangham e colaboradores publicaram a primeira descrigdo de
“sistemas de fosfolipidos intumescidos” (Bangham and Standish, 1965) que vieram a
estabelecer a base para os sistemas modelo de membranas (Bangham and Standish,
1965, Bangham et al., 1967). Em poucos anos surgiram variantes de modelos de
membranas em bicamada, constituidos de bicamadas individuais, inicialmente
apelidados de ‘bangosomes’ e entdo so6 depois (Deamer, 2010) foram descritos

‘lipossomas’ (Batzri and Korn, 1973).

Pioneiros como Gregory Gregoriadis, foram responsdveis por demonstrarem que 0s
lipossomas poderiam encerrar substancia ativas e funcionarem como sistemas de
cedéncia de substancia activa. Outros pioneiros demonstraram que os lipossomas
poderiam modificar a distribui¢do in vivo dessas substancias ativas neles encerradas tal
como Alahari et al. 1998, Kimelberg et al. 1976, Poste et al. 1976 e Juliano et al. 1978
(Allen and Cullis, 2012), usando modelos animais tratados com lipossomas contendo
citosina arabindsido, registou-se um aumento significativo na sobrevida de ratinhos com
leucemia L1210 (Kobayashi and Tsukagoshi, 1975) (Mayhew et al., 1976). A partir
deste muitos estudos se seguiram de forma a verificar qual o efeito de lipossomas de
moléculas de outras substancias ativas como em Alving et al., 1978, Kedar et al. 1980 ,

Cleland et al. 1982, Mehta et al. 1984, Gabizon et al. 1982 (Allen and Cullis, 2012).

Foram as primeiras anfotericina B e doxorrubicina lipossomais que originaram os
primeiros ensaios clinicos com substancias ativas lipossomais (Allen and Cullis, 2012).
A melhoria dos perfis farmacocinéticos e de biodistribuicdo registada nesses ensaios

levantou a promessa de vir a ser um sistema farmacéutico com beneficios. Hoje existem
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cerca de 11 formulagdes aprovadas para uso clinico, com muitas outras em

desenvolvimento préclinico (Wang et al., 2012a).

Os lipossomas sao vesiculas compostas por fosfolipidos com cabecas hidorfilas e
cadeias longas hidréfobas, que formam estruturas organizadas esféricas com um nucleo
aquoso, ¢ uma camada vesicular. Podem ser compostos de uni ou multibicamadas de
lipidos naturais ou sintéticos (Parveen and Sahoo, 2006). Dependendo do seu design
podem variar desde dezenas de nandmetros aos micrometros, sendo tipicamente de 100
nm (Torchilin, 2005) ou maiores (Davis et al., 2008). Para terem maior estabilidade de
armazenamento e também in vivo podem ser cobertos com polimeros PEG (Parveen and
Sahoo, 2006). A sua composi¢do ¢ biocompativel e biodegradavel, e consegue
encapsular agentes hidrofilos no nucleo e hidrofobos na supericie, tornando-os
excelentes transportadores de agentes terapéuticos com problemas de solubildade como
quimioterapéuticos € siRNA (Ferrari et al., 2011). A sua superficie ¢ passivel de

modificagao com ligandos de direcionamento ou polimeros (Moghimi et al., 2005).

Os lipossomas, nas suas diversas formas (lipidicas, vesiculares, PEG, etc.) estdo entre as
nanomedicinas com maior sucesso € com uma pipeline em expansao de productos em

desenvolvimento (Duncan and Gaspar, 2011).

1.8.1 DOXIL®

Foi com o Doxil® que em 1995, que esta tecnologia se tornou a primeira nanoparticula a
receber aprovacdo pela FDA para uso. Na Europa tem o nome de Caelyx® (Wang et al.,

2012b).

O Doxil® consiste numa unica membrana em bicamada lipidica composta por
fosfatidilcolina hidrogenada de soja (hidrogenated soy phosphatidilcholine, HSPC) e
colesterol com doxorrubicina encapsulada no compartimento interno (Gabizon, 2001).
O tamanho médio das vesiculas compreende-se num intervalo de 80-90 nm (Gabizon et
al., 2003). A sua capacidade de carga acima de 15 000 moléculas (Gabizon, 2001). De
forma a mitigar a problematica da falta de estabilidade em circulacdo e sua libertagao

antecipada foram colocada segmentos de 2000 Da de PEG ligados a sua superficie.
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Além de lhe conferirem estabilidade, esta funcionalizacao torna-as invisiveis ao RES,

tornando-se assim particulas STEALTH (Gabizon, 2001, Gabizon et al., 2003).

O Doxil® baseia-se num mecanismo de direcionamento passivo a fim de acumular nos
locais tumorais (Gabizon et al., 2003). Pensa-se que as suas propriedades que o
permitem sao a combinagao de um tempo de circulacdo longo (semivida 2 a 3 dias)
contra 5 minutos da doxorrubicina livre (Gabizon, 2001), e a microvascularizacao dos
tumores a par do EPR (Gabizon et al., 1994, Malam et al., 2009). O volume de
distribuicao ¢ ligeiramente superior ao volume do plasma em si, indicando que ocorre
apenas uma pequena extensdo de uptake pelo tecido saudavel. Consequentemente,
muitos estudos indicaram que a eficacia do Doxil® ¢ substancialmente maior que o da
doxorrubicina na forma livre numa escala mg-por-mg (Gabizon et al., 2003), devido
provavelmente ao mecanismo acima referido. No entanto ndo existe consenso sobre
qual o mecanismo de cedéncia as células tumorais ou qual a forma de uptake. Barenholz
(Barenholz, 2012) discute dois mecanismos, mas conclui que o mais provavel consiste
no colapso do gradiente de sulfato de amonia no fluido intersticial, resultando na
libertacdo da doxorrubicina do lipossoma, e seguidamente internalizado pela célula
tumoral. Este mecanismo ainda tem falta de provas clinicas evidentes (Wang et al.,

2012b).

A sua primeira indicagdo do DOXIL" foi para o tratamento do sarcoma de Kaposi
(Gabizon, 2001, Gabizon et al., 2003) e hoje ¢ igualmente aprovado para o cancro do
ovario (1998), cancro da mama metastizado (2003) e mieloma multiplo em combinagao
com bortezomib (2007) (Davis et al., 2008) (Wang et al., 2012b). Esta formulagdao nao
s6 aumentou o tempo de semivida da doxorrubicina 100 vezes comparativamente a
molécula livre (Davis et al., 2008), como também diminuiu a cardiotoxicidade e
morbilidade (Hamilton et al., 2002). O risco de cardiotoxicidade aumenta apos doses de
doxorrubicina 550 mg/m”, o qual tende a ser irreversivel (Singal and Iliskovic, 1998).
Apesar do seu significante tempo de circulacdo superior, o Doxil® apresenta nimero
inferior e menos severos efeitos adversos que a molécula livre (Gabizon et al., 1994).
Exibe uma queda drastica na cardiotoxicidade da doxorrubicina, os anteriores
responsaveis pelo efeito limitante da dose. Ensaios clinicos de fase I e II revelaram que

a cardiotoxicidade em pacientes com tumores solidos era insignificante (Gabizon,
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2001), atribuido aos niveis de doxorrubicina, praticamente inconsideraveis encontrados
em circulagdo e no proprio coracdo. A dose maxima tolerada (DMT) de Doxil® foi
definida durante ensaios de fase II em 50 mg/m” a cada quatro semanas (Muggia et al.,
1997). Os efeitos adversos do Doxil® mais comuns sdo a mucosite e eritrodistesia
palmar plantar (EPP) (Gabizon, 2001). A EPP, que ¢ um limitador de dose e posologia
dos regimes terapéuticos € o Unico efeito toxico do Doxil® (ndo observado com a
doxorrubicina livre) e ¢ atribuido ao tempo de circulacao alargado dos lipossomas com

tendéncia a acumulagao na pele (Gabizon et al., 1997).

1.82 MYOCET®

Esta aprovado e no mercado na Europa (2000) e Canad4d como tratamento de primeira
linha em combinagdo com ciclofosfamida para cancro da mama metastizado, e nos EUA
ainda aguarda aprovacdo enquanto em ensaio clinico de fase III para cancro da mama

HER?2 positivo (SopherionTherapeutics, 2001).

E um formulagdo cuja maior diferenca reside na
auséncia de funcionalizacdo com PEG a superficie.
O lipossoma de Myocet® ¢ composto por uma

bicamada membranar de fosfatidilcolina de ovo e

LY colesterol numa razdo molar de 55:45. A
PEGylated Liposome doxorrubicina ¢ introduzida no nucleo aquoso do

lipossoma por um processo ativo usando um
Figura 9 ) )
Representacdo esquematica de um  gradiente de pH; uma vez penetrando o lipossoma

lipossoma revestido de PEG, tal , . ~ ~
como o MYOCET® (Adaptado de @S molcculas empilham em fibras que estdo nao

(Egusquiaguirre et al., 2012) covalentemente ligadas a citrato
(SopherionTherapeutics, 2001). Ao contrario do
Doxil®, o Myocet® cede a carga mais rapidamente. Em 24 horas 90% do seu contetdo
¢ libertado in vivo (Alexis et al., 2008). A este fenomeno deve-se a auséncia de PEG que

estabiliza a membrana e previne a perda de carga do lipossoma (Malam et al., 2009).

As vantagens desta particula tém relacdo com a toxicidade, pois sem PEG o tempo de

circulacdo fica significativamente mais curto que com Doxil® (~ 2,5 horas). Estas ja

35



Nanomedicinas para o Cancro: o Desenvolvimento de Novas Alternativas Terapéuticas

ficam visiveis ao RES, como tal, o Myocet® nao esta associado com EPP e exibe
incidéncia demarcadamente reduzida de mucosite comparativamente com o Doxil®
(Alexis et al., 2008). No entanto, continua ainda com tempo de circulagdo
suficientemente grande para assegurar direcionamento passivo dos locais tumorais, € a
sua eficacia € essencialmente a mesma que a da doxorrubicina na maioria dos testes
clinicos (Lammers et al., 2008). A toxicidade mais limitante da dose figurou ser a

leucopenia ou neutropenia (Alberts and Muggia, 2004).

1.8.3 DAUNOXOME®

O DaunoXome® est4 aprovado nos EUA (1996) e Europa (1996) como primeira linha
de tratamento para pacientes com Sarcoma de Kaposi associado a HIV (Galen, 2011)
(Allen and Cullis, 2012). Encontra-se atualmente em varios ensaios clinicos a
decorrerem ou em recrutamento para ensaios sobre diversas formas de leucemia

(Clinicaltrials.gov).

Este lipossoma contém daunorrubicina, uma antraciclina da familia da doxorrubicina
que difere desta apenas num grupo hidroxilo numa posicao (Forssen, 1997). Esta
molécula foi concebida para superar a baixa estabilidade aquosa da doxorrubicina e
aumentar a citotoxicidade em certos tipos de tumores (Waterhouse et al., 2001). Este
lipossoma consiste numa membrana em bicamada de di-esteroilfosfatidilcolina e
colesterol numa razao molar 2:1. A daunorrubicina estd sob forma de citrato no nucleo
do lipossoma (Fassas and Anagnostopoulos, 2005). As particulas t€ém aproximadamente
50 nm de didmetro (Sparano and Winter, 2001) ¢ demonstram elevada estabilidade e
perda minima da daunorrubicina transportada (Forssen and Ross, 1994). Tal como o
Doxil® e Myocet” também funciona mediante mecanismo de direcionamento passivo
aos locais tumorais. Devido ao seu tamanho reduzido, rede de carga neutra e
incorporagdo de colesterol e uma molécula lipidica com temperatura de transicao de
fase elevada, o DaunoXome® ¢ capaz de evitar reconhecimento pelo RES e tem um
tempo de semivida em circulagdo de 2-4 horas (Allen and Martin, 2004). Ensaios
clinicos iniciais comparativamente a daunorrubicina livre demonstraram maior
acumulacdo tumoral para o DaunoXome® do que para a daunorrubicina livre. Apos 1

hora os niveis de acumulagdo tumoral eram de 100 e 9.6 ug/g de tumor, respetivamente
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DaunoXome”® e daunorrubicina livre. Estes resultados nas 11 horas seguintes exibiram
nivel constante de DaunoXome® e progressivamente menores de molécula livre

(Forssen, 1997).

1.9 Polimeros terapéuticos

Avancos na ciéncia dos biomateriais levaram a emergéncia de nanoparticulas
poliméricas biodegradaveis e biocompativeis para intimeras aplicagdes. Diversos
polimeros sintéticos lineares, ramificados e denditricos, aprovados pela FDA como o
poli-L-acido-co-glicolico (PGLA) e poli-e-caprolactona (PCL) e naturais (como
quitosano, dextranos e polissacarideos) tém sido investigados para sintese de
nanoparticulas. Comparativamente aos lipossomas, as nanoparticulas poliméricas tém
geralmente maior estabilidade, distribuicdo de tamanho mais precisa, propriedades
fisico-quimicas mais afindveis, perfis de libertagdo mais sustentados e controlaveis e
maior capacidade de carga para moléculas terapéuticas com baixa solubilidade aquosa.
Esta plataforma polimérica também permite uma maior liberdade na preparagao de
particulas em funcdo de necessidades especificas. No entanto, apesar destas
caracteristicas apelativas ainda se encontram numa fase precoce de desenvolvimento
com apenas um produto aprovado e em uso clinico para o cancro (Zhang et al., 2010)

(Duncan and Gaspar, 2011).

Os exemplos seguintes referem nanomedicinas que se inserem na area dos polimeros
terapéuticos. A variedade de polimeros trazida pela Quimica e Nanotecnologia dos
polimeros torna possivel a criagdo de diversas nanomedicinas terapéuticas com
caracteristicas inovadoras na cedéncia de substincia ativa. E o caso dos sistemas
constituidos por polimeros responsivos a estimulos locais, ou a estimulos externos. Ao
mesmo tempo consegue-se que obedecam aos parametros de biodegradabilidade e

biocompatibilidade.

.10 Nanoparticulas obtidas a partir de albumina

Alguns autores colocam a plataforma que utiliza albumina ligada a uma molécula de

substancia ativa hidrofoba como transportador terap€utico sob classificacdo de
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nanoparticula polimérica por considerarem a albumina um polimero natural. E o caso de
(Egusquiaguirre et al., 2012). No entanto Duncan e Gaspar, 2011, excluem-na da
classificagdo de polimeros terapéuticos e colocam-na sob nanoparticula proteica

(Duncan and Gaspar, 2011).

A albumina ¢ uma molécula proteica naturalmente presente na circulagdo sanguinea
como transportador de moléculas hidréfobas através de uma ligagdo ndo covalente
reversivel (Hawkins et al., 2008). Adicionalmente, a albumina pode ligar ao recetor
gp60 e mediar transcitose da molécula ligada a albumina (Desai et al., 2006). Estas

caracteristicas tornam-na um vetor apelativo para moléculas hidrofobas.

1.10.1 ABRAXANE®

O Abraxane® (nab-paclitaxel ou ABI 007) foi introduzido no mercado em 2005 para o
tratamento de cancro da mama em pacientes que reportaram progressao da doenca

mesmo apos terem recebido quimioterapia

5 .
para cancro metastizado apds 6 meses de
terapia adjuvante em que a terapia anterior
Stze = 36-208 am teria incluido ja uma antraciclina a menos
que clinicamente contraindicada
—_ (AbraxisBioScience).

\ Alburmin
Figura 10

Representagio esquematica de ABRAXANE®
(Cortesia da AbraxisBioscience (Foote, 2007)

Tratam-se de nanoparticulas de 130 nm,
sem solventes, homogenizadas em
albumina de soro humano a 3-4%, pelo
que ¢ passivel de administrar doses mais
elevadas que a dose standard de terapia com paclitaxel livre. Apesar do paclitaxel
clinicamente ser muito ativo, estd associado e intimeros efeitos secundarios que
usualmente impedem o uso mais prolongado em pacientes. Um vasto nimero desses
efeitos adversos tém sido associados aos veiculos utilizados na formula¢ao de forma a
solubilizar a molécula livre que ¢ hidrofoba. Um desses solventes ¢ o Cremoéforo-EL
(CrEL) e ¢ responsabilizado pelas reacdes de hipersensibilidade dos pacientes durante a

terapia in vitro o CrEL causou edema axonial, desmielinizagdo e degeneracdo axonial
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resultando em neuropatias. O uso de CrEL exige portanto prémedicacdo com
antihistaminicos e corticoesteroides para prevencao da hipersensibilidade e apesar da
prémedicacdo aproximadamente 40% dos pacientes apresenta reacdes menores (por
exemplo, rash) e 3% ira desenvolver condicdes de risco de vida. Além destes efeitos
graves para o paciente, o CrEL também provoca desgaste dos plasticos de PVC dos
sistemas de infusdao de administragdo. Também provoca alteragdes no perfil lipoproteico
com consequente hiperlipidemia do paciente (Cucinotto et al., 2013). Esta nova
formulacao de paclitaxel permite a entrega ao tumor de 4.5 vezes mais substancia ativa
que na forma livre, acedendo ao mecanismo de transporte da gp60 para o meio
extravascular com posterior invaginacao formando caveolae (cavloin-1) (Hawkins et al.,
2008), vesiculas trancitocicticas e também acumulagdo tumoral de nanoparticulas
ligadas a proteinas acidas secretadas ricas em cisteina (secreted protein, acidic and rich
in cysteine, SPARC) que sdo sobrexpressas em muitos tumores so6lidos incluindo

bexiga, prostata e pancreas. (Authier et al., 2000, Ibrahim et al., 2002).

Em ensaio clinico de fase III o nab-paclitaxel demonstrou eficacia superior e toxicidade
reduzida quando comparado com a formulacdo de paclitaxel livre (Taxol)
(Egusquiaguirre et al., 2012) (Guarneri et al., 2012). Propos-se como razao do aumento
de eficacia tanto pelo aumento do uptake do meio intravascular como pelo aumento do

transporte para as c€lulas tumorais (Hawkins et al., 2008).

Atualmente, varias outras indicagOes estdo a ser estudadas em ensaios clinicos como
primeira linha para cancro da mama metastizado, cancro do pulmao de células nao
pequenas (non small cell lung cancer, NSCLC), cancro recorrente do ovario, peritoneal,
ou das trompas de falopio em pacientes sensiveis as platinas (Wang et al., 2012b).
Outras novas tecnologias recentes levaram ao desenvolvimento de formulagdes novas
de paclitaxel como ¢ o caso do Genexol-PM também em mercado (Cucinotto et al.,

2013).

I.11 Micelas Poliméricas

As micelas sdo sistemas coloidais, na escala nanométrica, obtidas a partir da auto-

agregacao de blocos copoliméricos que podem ser bibloco, tribloco ou copolimeros de
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enxerto (Sutton et al., 2007) que formam agregados
macromoleculares anfifilicos em solucdo aquosa com
3 estrutura de um nucleo lipéfilo e uma camada hidrofila
.*. (Sahoo and Labhasetwar, 2003). Dependendo do tamanho

relativo dos segmentos hidrofobo e hidrofilo e das

condigdoes do solvente podem apresentar diferentes
Micela polimérica
morfologias. A maioria das micelas com aplicagdo em

Figura 11
Representacdo esquematica

de uma micela polimérica  yariam bastante, obedecendo a critérios de biodegradacio e
(Adaptado de

(Egusquiaguirre et al.,  biocompatibilidade. O mais comum ¢ o PEG com peso
2012).

estudo sdao esféricas. Os tipos de copolimeros disponiveis

molecular 2-15 kD e pela sua neutralidade de carga
consegue reduzir interacdes inespecificas com proteinas plasmaticas. Outros exemplos
de polimeros hidrofilicos sdo a polivinilpirrolidona (PVP) ou o poli-N-
isopropilacrilamida (pNIPAM). Para o segmento hidrofobo o mais comum ¢ a utilizagao
de materiais como poliésteres hidrofobos, poliéteres, polipéptidos ou poli-p-
aminoésteres. Os poliésteres e poliamidas que podem sofrer degradagdo enzimatica ou
hidrolitica sd3o considerados biodegradaveis. (Sutton et al., 2007). A degradagao
hidrolitica ou enzimatica da ligagdo entre os blocos copoliméricos pode originar
libertacdo controlada. Por exemplo, Gillies et al. prepararam uma micela que sobre
estimulo 4cido sofre desagregacao da parte hidrofoba levando a libertagao do contetido
do nucleo (Gilies and Frechet, FCF, 2005). Os agentes terapéuticos podem estar
acoplados a camada hidrofila, ou encerrados no nucleo hidrofobo da micela se tratarem
de substancias ativas pouco soltveis (Bawarski et al.,, 2008). A estrutura “nucleo
parede” possibilita diversas vantagens por exemplo: a solubilizacdo de quimioterapicos
insoliveis no nucleo hidrofobo; permitem um maior tempo de circulagdo devido a
protecao do PEG sob a opsonizagdo e uptake RES; pelo seu reduzido tamanho (10-100
nm) permitem administracdo por injetavel e exibem acumulacao pelo efeito EPR; por
fim, devido a quimica dos polimeros permitem a mutifuncionalizacao de superficie de

forma a aumentar a acumulacao e internalizagdo tumoral (Sutton et al. 2007).

As micelas poliméricas permitem aumentar a solubilidade de substancias ativass
quimioterapéuticos € aumentar o seu tempo de semivida com menor toxicidade

sistémica (Sutton et al., 2007). Estas propriedades ja foram demonstradas em ensaios
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clinicos no Japao, Coreia e EUA (Danson et al., 2004, Matsumura et al., 204, Kim et al.,

2004).

I.11.1 GENEXOL-PM®

Devido ao sucesso do Abraxane®, outras formulagdes de paclitaxel foram criadas. Neste
caso, uma micela polimérica formulada com paclitaxel, sem solvente e hidrossoluvel foi
obtida, o Genexol-PM® (PEG-poly (D,L-lactide)-paclitaxel) ou (micela PEG-PLA)
(Chen, 2010). Esta micela ¢ constituida por copolimeros de PEG e PLA, um poliéster. O
diametro varia entre 20 — 50 nm (Wang et al., 2012a). E a primeira nanomedicina da
classe a ser aprovada, (até a data apenas na Coreia do Sul, 2008) para o tratamento do
cancro da mama e do pulmao. Estd em ensaio clinico de fase Il nos EUA e Russia. Até
agora, no ensaio de fase I, do total de 21 pacientes tratados 14% obtiveram respostas
parciais em que 2 desses foram refratarios a terapia anterior com taxanos (Kim, 2004) .
Tal como o Abraxane® este ndo necessita de prémedica¢do como é o caso da terapia
com Taxol. Um ensaio de fase II, em pacientes com cancro da mama metastizado, em
39 pacientes, 5 tiveram respostas completas (13%), 19 parciais (49%) e 13 estabilizaram
a doenga (3%) e 2 tiveram progressdo da doenca (5%). No entanto pela neuropatia de
grau 3 registada 17 pacientes tiveram que receber reducao da dose (Davis et al., 2008).
Comparativamente ao taxol, a dose maxima tolerada 390 mg/m’ (Avramis and Tiwari,

2005) e tempo de semivida aumentam (Sutton et al., 2007).

.12 Conjugados Proteina - Polimero

O uso de conjugados para cedéncia de substancia ativa foram propostos pela primeira
vez em 1975 (Ringsdorf, 1975). Os conjugados tém um design tripartido tipico: o
polimero soltivel em agua, um ligante biodegadavel e a proteina conjugada reativa (que
se poderia tratar dum uma substincia ativa). O recurso a utilizagdo de ligantes
responsivos ao pH também ¢ possivel. Desta forma conseguem libertagao da proteina
reativa ativando-a no local tumoral (Liechty and Peppas, 2012). Também pode agregar
ligandos de direcionamento especifico. Uma proteina poder-se-4 considerar um

polimero de aminoacidos, mas aqui convém diferencid-los pois a sequéncia definida de
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aminoacidos numa proteina nao acontece obrigatoriamente numa sequéncia de

mondmeros de um polimero (Avramis and Tiwari, 2005).

1.12.1 ONCASPAR®

A Asparaginase (ASNase), uma enzima naturalmente produzida por microrganismos,
catalisa a hidrolise da L-asparagina a acido aspartico e amonia. Foi identificada como
potencial quimioterapéutico para a leucemia linfoblastica aguda (LLA) em 1961. As
células LLA necessitam de asparagina e sdo incapazes de a sintetizar, enquanto as
células saudaveis sao. Como tal, a ASNase priva as cé€lulas cancerigenas LLA levando-

as a morte celular (Avramis and Tiwari, 2005).

Existem duas formas de ASNase no mercado: uma ASNase derivada de E.coli — Elspar
da Merck — e a PEGasparase, Oncaspar” da Enzon — a partir da matéria excedentaria de
producao da Elspar. A conjuga¢do de PEG a enzima por ligagdo covalente permite
aumentar o raio hidrodinamico, prolongar o tempo de circulagdo e de retencao, diminui
a proteolise, diminui a excre¢ao renal e protege os epitopes antigénicos sem interferir
com o local de interagdo com o substrato, e por este motivo diminuindo o efeito adverso
de hiperssensibilidade (Avramis and Tiwari, 2005) (Jarrar et al., 2006). Como tal,
comparativamente ao Elsar, permite um menor nimero de administragdes alcancar o
mesmo efeito terapéutico (Jarrar et al., 2006, Lenz, 2007). O Oncaspar” estd aprovado
pela FDA desde 1994 para doentes com LLA, desde 2006 como primeira linha da

termoterapia multiagente em doentes LLA (Lenz, 2007).
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4. Perspetivas Futuras

Sao inumeras as possibilidades de trabalhar a escala nanométrica. Diversas ideias
revolucionarias surgem publicadas em primeiros estudos. O papel do design da particula
toma lugar de destaque. Seguem-se alguns exemplos. Relativamente ao tamanho,
autores como Hubbel (Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Sui¢a) dizem que
100 nm nao ¢ suficientemente pequeno, pois ao tomar lugar fora de circulagdo fica
encravado ao penetrar o tumor, principalmente quando se tratam de tumores com
matrizes ricas em redes de colagénio como o cancro pancreatico e mamario. Katoka
(University of Tokyo, Japao), responsavel pelo desenvolvimento do primeiro polimero
transportador de substincia ativa nos anos 80, estd atualmente a liderar um ensaio
clinico de fase II com uma particula polimérica de 30 nm transportadora de cisplatina
em doentes com cancro do pancreas. Os resultados de fase I demonstraram um duplo

aumento no tempo de sobrevivéncia entre os 5 meses até aos 12 meses (Bourzac, 2012).

Uma das mais promissoras aplicagdes de nanoparticulas transportadoras de substancias
ativas consiste na tecnologia de silenciamento de genes em que pequenos segmentos de
RNA sdo enviados para shut down de genes cruciais. Este RNA ¢ o RNA de
interferéncia - iRNA. Davis, investigador da Cal/Tech Pasadena, California, desenvolveu
um polimero transportador que absorve as cargas positivas assim que ¢ bombeado para
o interior de endossomas. Isto cria um gradiente de pressao osmética que eventualmente

rebentard a célula cancerigena e libertando o iRNA antes da destruicdo (Bourzac, 2012).

Outros investigadores estdo a estudar a fusdo das tecnologias da robotica e ciéncia de
computadores para a criacdo de novas ideias terapéuticas. Um prototipo criado pelo
grupo de investigagao de George Church, na Universidade de Harvard em Cambridge,
Massachusetts, consiste numa técnica DNA origami. Através do acionamento de
circuitos logicos, como se de um computador se tratasse, 0 DNA monta-se sob forma de
caixa e cria um furo que abre sob a presenga da sua “chave” pela ligacdo de marcadores
de superficie especificos. Church apelidou a particula de nanobot, pois ¢ pela presenca
de dois inputs presentes (dois marcadores moleculares) na célula tumoral que a caixa se
abre libertando a carga de substancia ativa. Esta ¢ uma solucdo a combater tipos de

cancro como a leucemia que nao exibem apenas um tipo de marcador tumoral, evitando
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actuar nas células saudaveis. De momento ainda se encontra em fase de produgdo de

caixas de DNA suficientes para testar em modelos animais (Bourzac, 2012).

Uma outra ideia surgiu de Bhatia, investigadora do Massachussets Institute of
Technology, Boston. Bathia estd a programar sistemas naturais com robotica para
elaborar cocktails inteligentes de terapias anticancerigenas que comunicam entre si,
como se tratasse do quorum sensing notado nas bactérias que se sentem entre elas. A
ideia ¢ tentar alcangar metastases e ao serem detetadas pelas particulas terapéuticas,
estas comunicarem essa informacdo a outras particulas terapéuticas para tal
programadas. Demonstra¢des iniciais resultaram em acumulacdo de 40 vezes maior
quantidade no tumor do que sem esta tecnologia de quimioterapias comunicantes.
Bathia explica que a ideia ¢ completar um circuito de mensagem entre as particulas

participantes como se de um carreiro de formigas se tratasse (Bourzac, 2012).

Assim, se entende que nanomedicina terap€utica ndo se resume apenas a formulagdes
monodtonas, mas também ao cruzamento da tecnologia com a imaginacao. Trata-se de
uma vasta area de conhecimento a explorar, a aperfeigoar, tanto a nivel de resultados
que facam competicdo terap€utica e econdmica as solugdes atuais, como pelo

surgimento de solugdes terapéuticas para cancros sem cura.
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