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“The human tendency to regard little things as important
has produced very many great things.”
(Georg C. Lichtenberg)
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PALAVRAS-CHAVE
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cancro, diagndstico

RESUMO

A nanotecnologia, e a sua aplicacdo na é&rea da biomedicina, em particular na
terapéutica e diagndstico oncoldgico, tem sido alvo de um desenvolvimento exponencial,
com impacto profundo no que respeita a cuidados de saude. O cancro é uma das doencas
que afecta mais pessoas a nivel mundial, com elevados indices de mortalidade, niveis de
sofrimento fisico e emocional e, encargos para o doente, familia e sociedade. E uma doenca
complexa, e a pratica clinica convencional constitui um paradigma, na medida em que se
revela insuficiente e extremamente agressiva, expondo o0 doente a medicamentos
citotoxicos, ndo especificos, com elevada toxicidade sistémica e efeitos adversos. A
Nanomedicina, e a exploracdo das propriedades Unicas das nanoparticulas, apresenta a
potencialidade de melhorar a capacidade de deteccdo e diagnéstico do cancro e, aumentar
a especificidade e efectividade no tratamento das células tumorais. No entanto, o recurso a
nanotecnologias continua a ser alvo de alguma controvérsia e cepticismo por parte de

alguns elementos das comunidades cientificas e académica.

Com nanoprodutos j4 aprovados e utilizados em pratica clinica e muitos outros em
desenvolvimento e investigacdo em ensaios clinicos, a realizacdo deste trabalho tem como
objectivo compreender os conceitos de nanotecnologia e Nanomedicina, perceber o estado
da arte, ponderando as vantagens e desvantagens da abordagem “nano” e a sua real

aplicacdo a terapéutica oncologica.
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ABSTRACT

Nanotechnology and its application in biomedicine, particularly in cancer diagnosis and
treatment, has been the target of an exponential development, with profound impact on
healthcare. Cancer is a disease that affects more people globally, with high mortality rates,
levels of physical and emotional suffering and burden for the patient, family and society. It is
a complex disease, and the conventional clinical practice constitutes a paradigm, as it is not
quite effective and extremely aggressive, exposing the patient to non-specific cytotoxic
drugs, with high systemic toxicity and adverse effects. Nanomedicine and exploitation of the
unique properties of nano-sized particles, has the potential to improve the detection and
diagnosis of cancer and increase the specificity and effectiveness in the treatment of tumor
cells. However, the use of nanotechnology remains the subject of some controversy and

uncertainty by some elements of the scientific and academic communities.

With nanomedicines already approved and used in clinical practice, and many others in
development and research in clinical trials , this work aims to understand the concepts of
nanotechnology and nanomedicine , realize the state of art , balancing the advantages and

disadvantages of the " nano " approach and its actual application to cancer therapy.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ADC

ADN

Ag

AIM

A|203

alloSCT

AMF

ARF

ARKS

Au

BHE

CE

DMT

EMA

EPR

FDA

F6203

FR

FRET

HA

Conjugados de Anticorpo-farmaco (Antibody-drug conjugates)
Acido desoxirribonucleico

Prata

Autorizacdo Introducdo no Mercado

Alumina

Transplante autélogo (ou alogénico) de células estaminais (Allogeneic

hematopoietic stem cell transplantation)

Campos electromagnéticos alternados (alternating magnetic field)
Ablacéo por radiofrequéncia

Sarcoma de Kaposi relacionado com SIDA (AIDS-related Kaposi's Sarcoma)
Ouro

Barreira Hemato-encefélica

Comisséo Europeia

Dose Maxima Tolerada

Agéncia Europeia do Medicamento

Efeito de permeabilidade e retencdo aumentada

Food and Drug Administration

Oxido de Ferro

Receptores de folato

Transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia

Hidroxiapatite
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HBV Virus da Hepatite B

HIV Virus da imunodeficiéncia humana

HPV Virus do papiloma humano

HPMA N-(2-hidroxipropil)-metacrilato

ICH Conferéncia Internacional de Harmonizacéao
IFP Pressao do fluido intersticial

IM Intramuscular

INC Instituto Nacional do Cancro

v Intravenoso

LLA Leucemia Linfocitica Aguda

LMA Leucemia Miel6ide Aguda

MHT Hipertermia magnética (magnetic hyperthermia)
MLV Vesicula multilamelar (multilamellar vesicle)
MTS Sistema multi-targeting

MWNTSs Nanotubos multicamada (Multi-walled nanotubes)
N&N Nanociéncias e Nanotecnologias

NLC Transportadores lipidicos nanoestruturados
NLS Nanoparticulas lipidicas sélidas

nm nanémetros

NP Nanoparticulas

OMS Organizacao Mundial de Saude

PA Principio Activo
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PAMAM Poli-(amidoamina)

PCL Poli-(e-caprolactona)

PEG Polietilenoglicol

PEHAM Poli-(éter-hidroxilamina)

PGA Acido poli(glutamico)

PLA Acido polilactico

PLGA Acido poli(lactico-co-glicélico)

PPl ou DAB Poli-(propileno-imina)

QD Ponto Quéantico (Quantum Dot)

RMI Ressonéancia Magnética de Imagem

ROS Espécie reactiva de oxigénio

SFM Sistema fagocitario mononuclear

SiO, Silicio

SiIRNA Acido ribonucleico de interferéncia (small interfering RNA)
SLP Sobrevivéncia livre de progressao

SPARC Secreted protein acidic rich in cysteine

SPION Nanoparticula superparamagnética de 6xido de ferro
SRE Sistema reticulo-endotelial

SNC Sistema Nervoso Central

SWNTs Nanotubos de monocamada (Single-walled nanotubes)
TiO, Oxido de Titanio

TRG Taxa de resposta global
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uLv Vesicula unilamelar (unilamellar vesicle)

Z2rO, Zirconio
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l. INTRODUCAO

O cancro representa uma das principais causas de morte, em particular nos paises
desenvolvidos e, segundo a OMS, 7,6 milhdes de pessoas em todo 0 mundo morreram, em
2008, vitimas de cancro.* Pode afectar qualquer pessoa, em qualquer faixa etéria e estrato
social, representando um encargo enorme para o doente, familia e sociedade. Mais
preocupante que a taxa de mortalidade € o sofrimento fisico e emocional provocado pelas
neoplasias.

Neoplasia significa literalmente “crescimento novo”. Um neoplasma, comumente
designado de tumor, € uma “massa anormal de tecido, cujo crescimento € descontrolado
ultrapassando o do tecido normal, persistindo da mesma maneira excessiva apds o término
dos estimulos que provocaram a alteracdo.”*® Na oncologia, a divisdo das neoplasias na
categoria de benignas e malignas é importante na medida em que permite efectuar um
julgamento do comportamento potencial do neoplasma. Certas caracteristicas podem indicar
um caracter inofensivo e outras podem indicar malignidade, sendo quatro os critérios
fundamentais pelos quais os tumores benignos e malignos podem ser diferenciados:?

diferenciagéo e anaplasia; taxa de crescimento; invasdo local e metastase.

1.1. Epidemiologia e Etiologia
1.1.1. Incidéncia

A incidéncia do cancro varia de acordo com a idade, etnia, factores geogréaficos e
condicbes genéticas. A maioria das neoplasias é esporadica; no entanto, sabe-se que a
contribuicdo da herancga genética é fulcral. A predisposicdo para cancros hereditarios, ou
familiares, pode ser autossébmica dominante ou autossémica recessiva, sendo que a Ultima
encontra-se geralmente ligada a hereditariedade de uma mutacdo na linhagem germinativa
dos genes supressores de tumores, ao passo que a primeira esta associada a defeitos de

reparacdo do ADN.
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Alguma perspectiva sobre a probabilidade de desenvolver uma forma especifica de
cancro pode ser obtida a partir das taxas de incidéncia e dados de mortalidade, assim como
o reconhecimento de alguns factores de risco. O grafico 1 apresenta a taxa de incidéncia e
mortalidade.
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Graf. 1 Incidéncia e Mortalidade dos principais tipos de cancro, por sexo, no ano de 2008 na

Europa.

Fonte: OMS, Globocan 2008

Dados de 2008 indicaram que o cancro foi responsavel por cerca de 13% de todas as
mortes, sendo os principais tipos de cancro: pulmdo (1,37 milhdo de mortes); estdmago
(736 000 mortes); figado (695 000 mortes); colorretal (608 000 mortes); de mama (458 000
mortes) e do colo do Utero (275 000 mortes). Ainda segundo a OMS, estima-se que 0

namero de mortes atinja os 13,1 milhdes em 2030.
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1.1.2. Variaveis Ambientais/Geograficas e Factores de Risco

Apesar de existirem avangos impressionantes na compreensao da patogenia molecular
do cancro, através do estudo dos cancros hereditarios, ndo se pode excluir as variaveis
ambientais e geogréficas e a sua potencial causalidade, dado que os factores ambientais
que originam mutagfes soméaticas sdo a causa predominante dos cancros esporadicos mais
comuns. O cancro surge de uma Unica célula e a sua transformacao, de uma célula normal
numa célula de tumor, € um processo de vérias fases. Estas mudancas, em que a leséo
genética se encontra na origem da carcinogénese, sdo o resultado da interaccdo entre a
predisposicdo genética do préprio doente e trés categorias de agentes externos:
carcinogéneos quimicos (acgéo directa ou indirecta); energia radiante (radiagédo ionizante e

raios UV) e microorganismos (oncogénese viral e microbiana).

De facto, a exposicdo a determinados carcinogéneos e a adopgdo de comportamentos de
risco estdo entre as possiveis influéncias ambientais que mais impacto possam ter no
desenvolvimento de determinadas neoplasias. O conhecimento sobre as causas do cancro,
e intervengbes para prevenir e controlar a doenga é extenso. Cerca de 30% das mortes
poderiam ser evitadas modificando ou evitando factores de risco, incluindo®: tabagismo,
excesso de peso ou obesidade, dieta pouco saudavel, com baixa ingestdo de frutas e
vegetais, falta de actividade fisica, consumo de &lcool, infeccdo por HPV - sexualmente
transmissivel, poluicao, etc.,. O tabagismo é dos factores de risco mais importante, uma vez
gue é responsavel por 22% das mortes globais de cancro e 71% das mortes globais por
cancro do pulmdo. Em muitos paises menos desenvolvidos, até 20% das mortes sdo

devidos a infecgéo por HBV e HPV.!
1.1.3. Idade

A idade é outro factor fundamental para o desenvolvimento de cancro. Em geral, a
frequéncia das neoplasias aumenta com o avancar da idade, sendo que a maior mortalidade
ocorre na faixa etéria dos 55-75 anos. O aumento da incidéncia com a idade pode ser
explicado através da acumulacdo de mutacdes somaticas associadas ao aparecimento de
neoplasias malignas, e um factor que Ihe pode estar subjacente corresponde ao declinio da
competéncia imune. A acumulacdo global de risco € combinada com a tendéncia de
diminuic@o da eficacia, que os mecanismos de reparagao celular apresentam, a medida que
a pessoa envelhece.?
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A terapéutica convencional para o tratamento do cancro consiste na disseccéo cirdrgica
(quando possivel), radioterapia e/ou quimioterapia. No entanto, estas modalidades
apresentam eficacia limitada, altos niveis de citoxicidade e vérios efeitos secundérios
indesejados. Adicionalmente, a natureza da patologia implica elevadas hipéteses de

reincidéncia, estando associadas a tumores mais agressivos e resistentes a terapéutica.*

A nanotecnologia, tanto a nivel do diagndstico, como da terapia e prevencao,
proporciona uma nova forma de abordar esta doenca. Este trabalho pretende demonstrar o
seu contributo, no que respeita a terapia oncolégica.
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. NANOTECNOLOGIA E NANOMEDICINA: UMA GRANDE REALIDADE EM
PEQUENA ESCALA

“As nanociéncias e nanotecnologias (N&N) sdo abordagens a investigacdo e
desenvolvimento (I&D) que se referem ao estudo dos fendmenos e manipulacdo de
materiais as escalas atdmica, molecular e macromolecular, onde as propriedades diferem
significativamente das de grande escala.””

A aplicacao da nanotecnologia para o desenvolvimento de medicamentos mais seguros
e eficazes veio alterar o panorama das industrias farmacéuticas e de biotecnologia. Os
sistemas de veiculacdo de farmacos, assim como o ritmo exponencial de inovacdo e
sucessos emergentes baseados em nanoparticulas, tém impulsionado o interesse crescente

pela area da Nanomedicina.®

2.1. Definigdo Nanomedicina e nanotecnologia

As definicbes de Nanotecnologia e Nanomedicina continuam a ser alvo de bastante

controvérsia, ndo existindo, até ao momento, uma classificagdo universalmente aceite.’

A nanotecnologia é a ciéncia que estuda a compreensao e o controlo da matéria a
dimensdes entre 1 a 1000 nm, englobando engenharias e tecnologias, envolvendo areas
como a imagiologia, medicdo, modelacdo e manipulacido de matéria a nanoescala. E uma
area transversal a varios dominios cientificos, como Engenharia de Materiais, Energia,
Biotecnologia, Electrénica e Computacéo. ® Esta é uma das definicdes que tem sido dada
como a que redne maior consenso. Varios sdo os debates que visam uniformizar estes
termos, no entanto devido a complexidade de definir o que consiste na realidade um
“‘nanomaterial’, e qual a dimensdo exacta da nanoescala, tem dificultado a sua
concretizacdo. Existem diversos grupos (académicos, cientificos e industriais) que
consideram que um nanomaterial, s6 assim o pode ser classificado se as suas dimensdes
estiverem compreendidas entre 1 a 100nm. No entanto, esta classificacdo peca pelo facto
de ndo incluir todos os nanomateriais. Devido ao impacto que pode causar na qualidade de
saude das sociedades futuras, é na area da Biotecnologia e Saude que se concentram as

maiores expectativas sobre as potencialidades da nanotecnologia.
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A Nanomedicina utiliza ferramentas da nanotecnologia para aplicacdo no diagnaéstico,
prevencdo e tratamento de doencas assim como para aumentar 0 conhecimento e
compreensdo acerca dos seus processos fisiopatologicos.” Neste campo, o objectivo é
manipular matéria de modo a obter nanoestruturas do mesmo tamanho de biomoléculas
para interacgdo com as células humanas, permitindo alcangar um leque de solu¢des para o

diagndstico e terapéutica, estimulando os proprios mecanismos de reparacéo individuais. '

O recurso a micro- e nanossistemas para a administracao de farmacos tem tido cada vez
mais expressdo, e o seu desenvolvimento implica a concep¢do de novos materiais e
métodos, tais como radiofrequéncia para a vectorizacdo de moléculas individuais ou a

supress&o da resposta imunitaria a um dispositivo de libertagdo.**

A Nanomedicina engloba as trés principais areas da nanotecnologia desenvolvidas para

aplicacdo na area da saude:®

1. Diagnéstico, biosensores e ferramentas cirdrgicas que podem ser utilizadas no
exterior do doente;

2. Agentes de imagem e tecnologias de monitorizagcdo que podem ser utilizadas para o
diagnéstico; nas células do doente

3. Tecnologias de inovagdo e biomateriais (muitas vezes combinadas com terapia
celular) que podem ser utilizadas em veiculacdo e libertacdo de farmacos e,
promocao da reparacdo e engenharia tecidular. Muitas aplicagbes requerem apenas
manipulacdes ex vivo, mas a maioria permite que a administracdo ao doente possa
ser efectuada utilizando uma das diferentes vias de administragdes disponiveis (ex.

topica, oral, parental, pulmonar, implante cirdrgico, etc.)

Nanomedicina, continua a ser um termo muito lato, que inclui nanomedicamentos,
nanoagentes de imagiologia e diagndstico (terandstico, terapia e diagndstico
simultaneamente). Os nanomedicamentos podem ser desenvolvidos tanto como sistemas
de veiculac@o de farmacos como medicamentos biologicamente activos, com a ressalva de
gue o termo engloba sistemas complexos de escala nanométrica, compostos pelo menos

por dois componentes, um dos quais é o principio activo.’

O relatério do centro de pesquisa da Comissédo Europeia (CE) “Nanomedicina: drivers
para o desenvolvimento e possiveis impactos” é também uma fonte de informacdo que

permite, adicionalmente, constatar o s.eguinte:9
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¢ Nanoparticulas (NPs) para aplicacdo médica séo definidas como particulas com um
tamanho compreendido entre 1 e 1000 nm;

e Biochips séo classificados como nanotecnologia apenas se incluirem componentes
de nanoescala;

e Polimeros terapéuticos sao classificados como nanotecnologia.

2.2. Enquadramento Historico

Apesar de ser um tema actual, “pensar nano” ndo é algo novo. Ja em 1857, Michael
Faraday atribuiu as diferencas de cores das solu¢des de ouro coloidal, dependendo do seu

26 em

estado de polarizacdo, ao tamanho das particulas de ouro que as compunham
1908, llya Metchnikov e Paul Ehrlich receberam o Prémio Nobel da Medicina. Metchnikov
contribuiu para a compreensdo dos processos de fagocitose celular, e a sua importancia no

sequestro de determinadas particulas *3

, e Ehrlich defendeu o conceito de diagndstico
especifico celular assim como a necessidade da existéncia de terapéuticas direccionadas a

células-alvo. **

Na segunda metade do século 20 comegam a surgir os primeiros nanomedicamentos,
rodeados de grande cepticismo por parte da comunidade clinica, que punha em causa o seu
potencial terapéutico tendo em conta o seu tamanho (como é que moléculas tdo pequenas
eram efectivamente capazes de curar doencas), a real aplicabilidade para producéo

industrial e a sua viabilidade econémica. °

A promocédo da investigagao interdisciplinar e da descoberta de mecanismos coloidais
para a veiculacdo de farmacos em 1960 e 1970, conduziu ao desenvolvimento de
nanotecnologias que incluiam lipossomas ( Bangham, Gregoriadis, Papahadjopoulos,
Barenholz)®™°, nanoparticulas e nanocéapsulas (Speiser, Couvreur, Kreuter)®*??
complexos Farmaco-DNA (De Duve,Trouet)®, e conjugados de farmaco-polimero
(Davis)**. O desenvolvimento destas Gltimas NPs foi possivel ao modificar sua superficie
polimérica, utilizando polietilenoglicol (PEG), com vista a impedir a opsonizacéo, isto é, a
ligagdo ndo especifica da NP a superficies de componentes do sangue. Deste modo
conseguiu-se reduzir a sua rapida absor¢éo e depuracdo in vivo pelas células do sistema

fagocitico mononuclear, permitindo um prolongamento do seu tempo de meia-vida.®*
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A partir dos anos 90, as NPs de Oxido de Ferro comecaram a ser clinicamente
aplicadas em solucdes para infuséo parental, usadas para tratar anemias®® e como agentes
de imagem para ressonancia magnética (RMl).

Conjugados de anticorpo-farmaco (Wilchek, Arnon, Sela)?, albumina-farmaco
(Trouet),?® e bloco micelar copolimérico (Ringsdorf, Kataoka, Kabanov)®™3' foram as
tecnologias que se seguiram.

Liposomes largetea FEGylatea iposomes Doxil Abraxane CALAA-01 BIND-014

cﬁ,

& « @

Controlled Dendrimers PLGA-PEG NPs Ferumoxide Genexol-PM SEL-068
release

polymeric

systems

Fig. 1 Evolugéo dos nanossistemas

Adaptado Chem Soc Rev. Kamaly,N. et al. (2012)

Com o desenvolvimento da investigagdo surgiu a capacidade para potencialmente
aumentar a especificidade das NPs através de bioconjugacao de ligandos de afinidade tais
como anticorpos, fragmentos de anticorpos, péptidos, aptameros (Apts), aclUcares e

pequenas moléculas de superficie, com vista a obter NP dirigidas.®%**

E importante sublinhar que cada uma destas nanotecnologias de 12 geracao foi categorizada
em varias classes tendo em consideracdo as suas diferentes caracteristicas fisico-quimicas
e tamanho em nanoescala: por exemplo, lipossomas (80-200nm), nanoparticulas (20-
1000nm), polimeros terapéuticos (5- 25 nm), bloco micelar copolimérico (50-200 nm),
nanoparticulas de ouro (5-50 nm) e nanocristais (100-1000 nm). Foram concebidas com o
objectivo de (i) o farmaco conseguir alcancar um determinado 6rgao, célula doente ou
compartimento intracelular (ex. nucleo, citosol), dirigindo-o para longe de locais onde a sua

accao poderia ser potencialmente toxica (obtendo deste modo um indice terapéutico 6ptimo)
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elou (ii) libertar a concentracdo requerida, durante apenas o tempo necessario de modo a

maximizar o efeito farmacoldgico, minimizando a toxicidade n&o especifica. °

Entre as NPs de primeira geracdo, surgem o DOXIL®, o Abraxane® e o Genexol -PM®
desenvolvidos para terapia oncoldgica.**

DOXIL® foi o primeiro lipossoma peguilado aprovado pela FDA, em 1995, para aplicacao
clinica em doentes com Sarcoma de Kaposi associado ao HIV. Este sistema de veiculacdo
demonstrou que as NPs de DOXIL® conduziram a uma maior concentrac&o de doxorrubicina
no tumor (5 a 11 vezes superior), com a consequente melhoria da eficicia, e toxicidade
reduzida *

Em 2005, surge a aprovacdo do Abraxane® ( tecnologia nab - paclitaxel) pela FDA, que
se baseia na plataforma nab (NP ligada a albumina). O paclitaxel e docetaxel encontram-se
estabelecidos como padrdes de tratamento, quer em monoterapia ou em combinagdo com
outros agentes citotoxicos, no cancro metastatico da mama. A actividade do paclitaxel ligado
a albumina na fase Il e Ill de ensaios clinicos indicaram a sua eficacia significativa no
tratamento deste tipo de cancro.*

Os doentes tratados com Abraxane® demonstraram uma taxa de resposta global (TRG)
significativamente maior (33% vs 19%), assim como um aumento do tempo de progressao
do tumor ( 23,0 vs 16,9 semanas ), em relagdo aos doentes em terapia com paclitaxel
padrdo formulado com Cremophor® EL' (Taxol). A incidéncia de neutropénia de grau 4 foi
significativamente inferior para o Abraxane® em comparacédo com o paclitaxel padréo (9% vs
22%) apesar de conter uma dose de paclitaxel 49 vezes superior. Estes dados confirmaram
os estudos pré-clinicos e clinicos que demonstraram que o paclitaxel ligado a albumina esta
associado a uma melhor tolerancia em comparagdo com o paclitaxel padrdo. A tecnologia
nab permite eliminar a necessidade de utilizacdo de Cremophor® EL (excipiente toxico)
conduzindo a um aumento da dose maxima tolerada (DMT). No entanto, nem todos os

farmacos sao passiveis de serem conjugados com a albumina.

O Genexol - PM® (micela polimérica contendo paclitaxel), foi aprovado na Coreia em
2007. Esta formulagéo e tal como o Abraxane® também nao utiliza o Cremophor® EL,

permitindo um aumento da DMT até 300 mg/m? a cada 3 semanas durante o tratamento. *°

Cada classe de NPs, clinicamente validada, fez progressos suficientes, conseguindo a
aprovagdo bem-sucedida, demonstrando a seguranca e eficacia;, porém, cada uma tem

limitagcBes Unicas e existem alguns aspectos que devem ser tidos em conta durante a sua

! Cremophor EL — Oleo de ricinio (ou éleo de castor) polioxietilado
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formulacdo. Para que cada classe consiga melhorar as propriedades farmacéuticas e
farmacologicas de determinado farmaco, resultando numa nova terapéutica altamente
diferenciada, com incrementos a nivel da seguranca e eficacia, na maioria dos casos, sera
necessario alterar e calcular de modo previsivel e ajustado, a farmacocinética,
biodisponibilidade do farmaco e a exposi¢éo dos tecidos ao mesmo. =
O mais sofisticado dos sistemas consegue combinar, simultaneamente, a capacidade de
atingir o local-alvo com a libertacdo controlada do agente bioactivo, 0 que permite um
potencial para aplicacdo terapéutica mais variado. Actualmente, existem cerca de 250

produtos de nanomedicina em Vvarios estagios pré-clinicos e desenvolvimento clinico.

2.3. Desenvolvimento de Nanossistemas para veiculacdo de farmacos

Quando se pensa em nanossistemas para veiculagdo de farmacos e imagiologia existem
varios aspectos a considerar. De acordo com a sua aplicagéo terapéutica, o nanoproduto em
desenvolvimento deve ser optimizado tendo em conta a dosagem provavel, a via e

frequéncia de administragéo.

Legenda: . I
Nanomaterial Seg”m"gad :_ID_I;::;E?;?'?I emrelaciogviade |
H Farmaco ‘ . )
Independentemente do seu tipo Agonte de Imagem S .
H 3 H Farmacocinética S . L
e/ou aplicacdo, a metodologia para Bl o milacio/Produto oG oe Desiometitcs
o seu desenVOIVimentO mantém Actividade Farmacoldgica via deadministragdio — in vitra,/in vivo '
~ . . Garantia da capacidade detrangorte do l
uma sequéncia de checkpoints Férmaco)agerte demagem —t=ariajin o (g
= -

comum a todos 0s nanossistemas,

Optimizagdo da sintese/fabrico evalidagdo

.

esquematizada na Fig. 3.°

Estabdlecimentodataade liberagiodo |
farmaco—invitro ‘

Assim, o conhecimento de | Esetememod ey .d. . @
Y=

Prova deconcepgao do efeito farmacologico, de

.

elementos como a sua capacidade

acordocommodelo existente- in vitro s
de carga, seguranca, :
Estabdlecimentoda farMacodnetica ao longodo
e sy . corpo humang, utilizando avia de adminstragio
farmaCOClnetha, deS'[InO 3 utilzar na pratica clinica- in vivo '
! Candidato para desenvolvimento

metabdlico, estabilidade e taxa de Prova de concepcio do efeito |- pré-clinico/clinico
S

terapéutico,/imagem in vivo

libertacdo de farmaco € de

primordial importancia durante esta Fig. 2. Metodologia de desenvolvimento para nanossistemas

fase. Adaptado Mol.Pharmaceutics., Duncan et Gaspar, (2011)
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2.3.1. Capacidade de Carga ou Loading Capacity

Se 0 nanoproduto é biologicamente activo por si s6 (farmaco ou agente quelante), é
essencial que a dose necesséria para apresentar actividade farmacoldgica seja a menor
possivel, de modo a permitir uma formulagéo pratica para a administracdo ao doente, dado
que o tamanho de comprimidos/capsulas/évulos e volume de infusdes/suspensdes tém um
determinado limite.® Similarmente, um nanossistema de transporte de farmaco ou agente de
imagem, tem de apresentar uma capacidade de carga util suficientemente elevada para
garantir a eficacia do mesmo. A poténcia, estrutura, propriedades fisico-quimicas e
mecanismo de ac¢do do componente bioactivo sd0 essenciais para determinar a sua

adequabilidade a incorporac&o num nanoproduto.’
2.3.2. Seguranca

A toxicidade/imunotoxicidade do sistema como um todo ou dos seus componentes
individuais (em resultado da ac¢do de degradacado/metabolismo) deve ser considerada logo
no inicio quando se selecciona a via de administracéo.’ Apesar de alguns autores referirem
que durante muito tempo, a indastria farmacéutica utilizava NPs com o intuito de reduzir a
toxicidade e efeitos adversos dos farmacos sem, no entanto, considerar que 0s sistemas de

transporte, acarretavam eles proprios riscos para os doentes **

, a verdade é que os
investigadores, desde o inicio, sempre estudaram a toxicidade geral,
hematocompatibilidade, activacdo do complemento, imunotoxicologia, farmacocinética,
toxicocinética e destino metabdlico de todos os materiais propostos para a composicao dos
sistemas de libertac&o/vectorizagéo de farmacos. *>°! Deste modo, os materiais/produtos a
utilizar em Nanomedicina devem ser submetidos a uma rigorosa avaliacao pré-clinica,
assegurando as boas praticas de fabrico e de laboratério em todo o seu processo de
desenvolvimento.>*™>*

No entanto, todos o0s medicamentos apresentam efeitos adversos, e o0s
nanomedicamentos também ndo sdo excepcdo. A questdo consiste em saber estimar a
relacdo risco-beneficio. As técnicas utilizadas para avaliar a seguranca dos nanossistemas

estdo em constante evolu¢do. Muitas vezes, sdo efectuados testes de citotoxicidade in vitro

57-60 61,62

(ex. polimeros®™**>®° dendrimeros e NPs poliméricas® %) para se obter uma primeira
indicacao do risco da utilizacdo de determinado material para uma aplicacéo particular.’ Para
cada nanossistema € essencial assegurar que o portfélio de testes e ensaios a realizar,
esteja cuidadosamente optimizado. A duracdo dos ensaios deve ter em consideragcdo a
farmacocinética do material utilizado: uma Unica leitura de resultados a um dado tempo pode
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conduzir a falsos positivos/negativos; €, por isso, necessario o recurso a um intervalo de
tempo adequado, para que se consiga, efectivamente, traduzir a realidade. Similarmente, a
linhagem de células escolhida devera ser aquela a que, in vivo, a probabilidade de
exposicado seja a mais elevada e, a utilizagdo de técnicas analiticas, apenas deve ser
admitida quando é do conhecimento que os analitos ndo interferem com a leitura dos

resultados.’
2.3.3. Destino Metabélico

Questdes relacionadas com a seguranca de cada componente do nanossistema e/ou 0s
metabolitos que podem ser produzidos apds a degradacdo/metabolismo in vivo devem ser
colocadas.

Embora informacéo sobre os limites de exposicdo permitidos para muitos componentes
inorganicos de particulas nanométricas (por exemplo, ouro, prata, ferro, cadmio, etc.) ®
esteja bem documentada, os riscos potenciais a longo prazo da utilizacdo de novos
polimeros no desenvolvimento/revestimento de NPs ndo é totalmente conhecido. A
biodegradacdo dos materiais nem sempre esta presente. Muitos polimeros frequentemente
utilizados, ex. PEG, ndo séo biodegradaveis e, apesar de se recorrer a fraccdes poliméricas
de baixo peso molecular de modo a facilitar a excrecdo renal, existe o perigo da sua

acumulag&o no complexo lisossémico quando se trata de administrac&o crénica.’

As consequéncias fisiopatolégicas da acumulagdo de macromoléculas nos lisossomas,
encontram-se descritas no contexto das disfun¢des lisossomicas. Estas disfungbes tém,
normalmente, a sua etiologia em mutacbes genéticas que resultam na auséncia ou
deficiéncia de enzimas catabdlicas, cruciais para a digestdo dos contetidos lisossomais.®* A
potencialidade de acumulacdo de materiais ndo biodegradaveis tem sido clinicamente
reportada, e o facto de proteinas peguiladas poderem induzir (mesmo que transitoriamente)

65-67

vacuolizagéo intracelular em modelos animais , ilustra bem a necessidade de considerar

cuidadosamente os potenciais efeitos destes materiais na fungcdo normal dos lisossomas.

Deste modo, nanossistemas cuja administracdo esteja prevista para longo prazo e/ou
em doses elevadas, devem ser preferencialmente biodegradaveis (ou seja, que resultem em
metabolitos com caracteristicas atoxicas, excretaveis e/ou reabsorviveis). Se ndo forem
biodegradaveis, a cinética de excregdo/eliminacdo renal e/ou hepatobiliar deve ser

confirmada num estégio inicial.’
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2.3.4. Farmacocinética

Os nanoprodutos sdo muitas vezes desenvolvidos para aumentar a biodisponibilidade,
capacidade de controlar a libertagcdo de fArmaco ou promover a sua vectorizacdo, pelo que
ndo seja surpreendente que os produtos que demonstram maior efectividade, tenham sido
alvo de um criterioso estudo de farmacocinética aquando o seu desenvolvimento. N&o
importa quao promissora seja a resposta farmacoldgica, se o sistema néo for capaz de
atingir o seu alvo terapéutico, nunca sera eficaz na préatica clinica. O estabelecimento

precoce do perfil farmacocinético é essencial, mesmo ap0s comprovacdo da actividade

farmacoldgica.’

Farmacocinética Total e Biodistribuicdo °: Todos os nanoprodutos tém de ser dotados da

capacidade de ultrapassar as barreiras biolégicas ®® que, por um lado, protegem o organismo
da entrada de agentes patogénicos e, por outro servem para compartimentar as vias

bioguimicas/celulares bioldgicas responsaveis pela homeostase fisiolégica normal.

Dependendo do alvo terapéutico e da via de administracdo, a farmacocinética tem de ser
ponderada (i) ao nivel da distribuicdo pelos 6rgaos do corpo, (ii) da distribuicdo celular nos
tecidos (ex. figado ou um tumor como patologia alvo), (iii) ao nivel intracelular e/ou (iv) nivel

dos organelos celulares.

Farmacocinética_Celular:® se um nanotransportador requere internalizagéo e passagem

7

para um dado compartimento intracelular antes da activacdo farmacolédgica, € essencial
demonstrar a viabilidade do uptake celular, quantificar a taxa de internalizacdo e determinar
o destino intracelular. A compreenséo e a optimizacdo da taxa de absorcdo celular e da
localizacdo da libertacdo do agente bioactivo é o factor chave que ira determinar o resultado
clinico. Para obter a eficacia pretendida, € necessario que o nanossistema liberte a
guantidade de farmaco suficiente para o alvo farmacoldgico a uma taxa compativel com
mecanismo de acc¢ado e, ter a capacidade de repeticdo de dosagem de acordo com a
duracdo da accao farmacoldgica, taxas de reposicdo do alvo, e metabolismo do proprio

farmaco.
2.3.5. Estabilidade/ Taxa de libertacdo do Farmaco

A degradacédo prematura de um nanomaterial e/ou a dissociacdo de ligacdes covalentes
ou ndo covalentes entre as superficies de revestimento do nanossistema s&o indicativos de
uma estabilidade inadequada, e podem ocorrer durante a sua formulacédo, armazenamento e

em dispositivos utilizados na administracdo aos doentes (ex. tubos de infuséo). °
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Uma fraca estabilidade pode afectar negativamente o perfil de seguranca e eficécia,
comprometendo simultaneamente a taxa de libertacdo do farmaco. Deste modo, durante o
desenvolvimento de um nanossistema, sdo requeridas provas de concepcdo com estudos

guantitativos que comprovem a adequada estabilidade.

2.4. Método de Producéo

Bottom-up Top-down
Existem duas abordagens basicas utilizadas 3

na producdo de nanossistemas: a técnica

Bottom-up e a técnica Top-Down. Na primeira, ) 1

parte-se de baixo para cima, ou seja, a partir de 2 _’

componentes a escala atomica e molecular, (-2 2

“cria-se” o sistema em estruturas ordenadas. 1

Esta abordagem requer menos quantidade de v : 3

material, e tem geralmente associadas perdas _ ors
o N -~ Fig. 3 Métodos de Producdo de Nanossistemas

menores em relacdo a producgéo utilizando o

método Top-Down. No entanto, trata-se de uma técnica mais demorada. Na segunda, parte-

se de cima para baixo, ou seja, de grandes dimensdes de material, o qual vai sendo

reduzido sucessivamente até a escala nanométrica desejada. Esta abordagem requer

maiores quantidades de material e pode conduzir a desperdicios se o excedente for

descartado e ndo reaproveitado.

Consoante o tipo de material encapsulante a utilizar para o desenvolvimento do

nanossistema, pode-se optar por uma destas abordagens ou por ambas, sendo que as

. e Nanoesferas

metodologias para a sua obtencédo seréo diferentes.

2.4.1. Material Encapsulante

Nanocapsulas

Nanoparticulas Poliméricas

Varias nanotecnologias tém  sido

propostas para a utilizagdo em Nanopartculas

Lipidicas Sdlidas Ciclodextrina

Nanomedicina e a Fig.4 mostra algumas

dessas estruturas. S&o designadas de

Nanoparticulas

acordo com os seus componentes e tipo de Metalicas Fulerenos Nanotubo de Carbono

274

material encapsulante. Fig. 4 Tipos de Materiais Encapsulante
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Para poderem ser utilizadas, é necessario identificar a aplicacdo especifica, vantagem
adicional na sua utilizacdo e demonstrar o perfil de seguranca. Além disso, cada uma das
tecnologias deve também ser reprodutivel, os seus componentes devem estar devidamente
validados e apresentarem uma boa relacdo custo-efectividade quando a producao é
efectuada a larga escala.

2.4.1.1. NPs Poliméricas

Diversos materiais poliméricos tém sido utilizados, ha mais de 40 anos, nas éareas
médicas e farmacéutica, numa grande variedade de tecnologias. Estes materiais evoluiram
desde a sua aplicacdo em produtos com capacidade de biodegradacao tais como suturas
reabsorviveis, implantes ortopédicos, sistemas de veiculacdo de farmacos, a macro e
microescala, e matrizes, que possam actuar como depdsitos de farmaco capazes de exercer
a sua libertacdo controlada, até ao desenvolvimento de NPs multifuncionais, com

vectorizacao e libertacdo controlada de farmacos e agentes de imagem.®

As NPs poliméricas tém a capacidade de encapsular diversos farmacos, e liberta-los de
forma controlada por difusdo das moléculas de farmaco através de uma matriz polimérica ou
através de dissolugdo de camadas diferenciais de superficie de revestimento ou taxas de
erosdo em massa das particulas. Podem ser orientadas, incorporando na sua formulagéo
ligandos-alvo, permitindo um aumento na sua taxa de absor¢éo incrementando, deste modo,

os resultados terapéuticos. °

Actualmente, os polimeros mais vulgarmente utilizados para aplicacées de libertacéo
controlada de farmacos incluem o poli (acido D, L-lactico-co-glicélico) (PLGA), poli (acido
lactico) (PLA), poli (&cido glutamico) (PGA), poli (caprolactona) (PCL), copolimeros de N-(2-
hidroxipropil )-metacrilato (HPMA), polissacéaridos e poli (aminoacidos). Devido as suas
propriedades de biocompatibilidade e biodegradacdo, PLA, PLGA e PGA tém sido
amplamente utilizados numa quantidade impressionante de formulacdes. Isto deve-se, em
parte, a clearance simplicada, das matrizes poliméricas, atraveés dos sistemas metabolicos

homeostaticos do organismo.**"

2.4.1.2. NPs Lipidicas

Dentro da categoria de NPS lipidicas, podemos ter pelo menos trés tipos de NPs:

e Lipossomas

e Micelas
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¢ Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLS e NLC)

Lipossomas_sdo vesiculas microscopicas compostas

3

. . - g A~ . A ’6‘)',{.)
de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, f(,’;;i;';c:.‘\_\N]’T.li%.

7

separadas por um meio aquoso. Podem encapsular

substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as
primeiras ficam no compartimento aquoso e as lipofilicas
inseridas ou adsorvidas na membrana. Por serem
biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos, 0s
lipossomas, s&o altamente versateis para pesquisa,
terapéutica e aplicacdes analiticas.”"’? Estas vesiculas

séo constituidas basicamente por fosfolipidos (podendo Fig. 5 Estrutura esquematica de um
o L Lipossoma versus uma micela®’
ser de natureza sintética ou natural), esterbis e um

antioxidante.”

Os lipidos mais utilizados nas formulagfes de lipossomas sdo 0s que apresentam uma
forma cilindrica como as fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina,
gue tendem a formar uma bicamada estavel em solucdo aquosa. As fosfatidilcolinas séo as
mais aplicadas em estudos de formulacdo de lipossomas, pois apresentam grande

estabilidade face a variagdes de pH ou da concentracéo de sal no meio.”

Os lipossomas podem conter uma Unica bicamada lipidica ou bicamadas mdultiplas em
torno do compartimento aquoso interno e, portanto, sdo classificados em unilamelares

(ULVs) e multilamelares (MLVs), respectivamente.’

Micelas sdo definidas como um conjunto de moléculas de surfactante anfifilico, que se
agregam de forma espontanea, quando em contacto com meio aquoso, adquirindo a forma
de vesiculas esféricas. O nucleo (centro) da micela é hidrofébico e, portanto, tem a
capacidade de encapsular farmacos hidr6fobos. As micelas convencionais sao formadas por
uma camada constituida por moléculas de cabeca polar (hidrofilica) e cauda hidrofébica (ex.
fosfolipido) composta de hidrocarbonetos de acidos gordos de cadeia longa.” O tamanho
molecular do agente surfactante utilizado, assim como outras caracteristicas fisico-quimicas,

vao determinar o tamanho da micela obtida.®

NPs lipidicas sdlidas (NLS) foram desenvolvidas como um sistema alternativo de

encapsulacao de principios activos em relacéo aos sistemas coloidais tradicionais, tais como

emulsdes, lipossomas e nanoparticulas poliméricas Na area farmacéutica, as NLS podem
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|77 |78

ser usadas por todas as vias de administracdo, como a oral *‘, parentera e cutanea ',

devido seu tamanho reduzido e biocompatibilidade.®

De acordo com a composi¢cdo da matriz lipidica, as NPs lipidicas podem ser distinguidas
em NLS (NPs de lipidos sélidos) e NLC (transportadores/vectores lipidicos
nanoestruturados). Estas Ultimas, foram desenvolvidas com a finalidade de incrementar a
capacidade de carga de farmaco das NLS e evitar o potencial efeito “burst”, recorrendo a
mistura de lipidos sélidos com pequenas quantidades de lipidos liquidos (6leos) durante a

sua formulagao.

2.4.1.3. Dendrimeros

s

Um dendrimero € uma macromolécula
. . " Branching dendrons
polimérica a nano escala, composta por
multiplos mondmeros (unidades funcionais)

ramificados, que emergem radialmente a

partir de um nacleo central (Fig.5).* _ _ »
Fig.6 Estrutura basica de um dendrimero

O alto nivel de controlo sobre a arquitectura dendritica (tamanho, funcionalidade das
suas ramificacdes e densidade de superficie) faz dos dendrimeros plataformas de transporte
ideais para aplicagdo clinica. Muitos farmacos, de tamanho molecular reduzido, com
actividade anti-cancerigena, anti-inflamatéra e antimicrobiana tém sido conjugados, com
éxito, a dendrimeros de poli (amidoamina) (PAMAM), poli (propileno-imina) (PPl ou DAB) e
poli (éter-hidroxilamina) (PEHAM), através de interaccdes fisicas ou ligagdo quimica.®’ Os
dendrimeros apresentam geralmente um tamanho monodisperso, biocompatibilidade e
solubilidade em agua e cavidades internas, que o0s tornam Uteis para veiculacdo de
farmacos.*® A superficie facilmente modificavel dos dendrimeros torna-os ainda
polivalentes, podendo, simultaneamente, ser conjugados com ligandos (para vectorizagédo

terapéutica) e farmacos.®®

O dendrimero de PAMAM é o mais frequentemente utilizado como matriz de
administracdo de farmacos. Tem sido, particularmente, aplicado em terapia oncolégica, na

veiculagdo de cisplatina, com resultados significativos.*
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2.4.1.4. NPs Proteicas

Dentro do leque de potenciais nanossistemas coloidais para veiculacdo de farmacos, as
NPs & base de proteinas desempenham um papel de elevada importancia.®* Grande parte
deste tipo de NPs tem como ponto de partida na sua formulagdo albumina de soro humano
e bovino, gelatina e proteinas de origem vegetal.

As proteinas sdao uma classe de moléculas de origem natural com funcionalidades
Unicas e potencialidades de aplicacdo quer no campo bioldgico, quer material. Os
nanomateriais neste tipo de particulas sdo biodegradaveis, ndo antigénicos, metabolizaveis
e podem ser facilmente adaptados, modificando a sua superficie, a conjugagdo com

ligandos e farmacos.®®

A gelatina € um dos materiais proteicos que pode ser usado na formulagio de NPs. E
obtida através da hidrélise controlada de fibras de colagénio (proteina insollavel),
componente maioritario do tecido conjuntivo, pele e 0ssos.?® O interesse nanofarmacéutico
neste material advém do facto de ser biodegradavel, ndo toxico, facilmente moldavel e
modificavel quimicamente, pode ser esterilizado e ndo é facilmente contaminado com

pirogénios, possuindo uma antigenicidade relativamente baixa.

Sendo o elemento predominante do plasma, a albumina possui uma vantagem distintiva
sobre o0s outros materiais: elevada biocompatibilidade e isencdo de toxicidade e
imunogenicidade. As NPs de albumina s&o biodegradaveis e de facil preparagdo. Os
farmacos encapsulados sofrem digestao por proteases e a capacidade de carga da NP pode

ser facilmente quantificada.

De origem vegetal, a gliadina (extraida do gluten) é particularmente utilizada na
preparagdo de NPs mucoadesivas, que tal como o seu nome indica, possuem a capacidade

de aderir as camadas mucosas do organismo e ai exercerem o seu efeito farmacoldgico.

2.4.1.5. SPIONs

Pertencentes a classe de NPs superparamagnéticas, os SPIONs sdo alvo de elevado
interesse cientifico devido as indmeras propriedades que decorrem da formacdo de
dominios magnéticos. Um material € superparamagnético quando exibe magnetizacédo
apenas na presenca de um campo magnético externo. Assim que este seja retirado, deixa
de permanecer magnetizado, anulando qualquer tipo de magnetizacédo residual. Este € um

fendmeno que ocorre em materiais nanoparticulados com elevado grau de cristalinidade. ®"%
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Entre os diversos materiais ferromagnéticos, os 6xidos de ferro destacam-se pela sua
disponibilidade, baixo custo, facilidade de preparacdo e estabilidade. As NPs
superparamagnéticas de oxido de ferro (SPIONs) sdo compostas tipicamente por um ndcleo
de particulas magnéticas (usualmente magnetite, Fe;0,), revestido por um polimero, como
por exemplo, o dextrano, que Ihes confere o diametro final de 20-150nm.° Tém normalmente
a sua superficie modificada por agentes complexantes de modo a evitar a aglomeracao das
NPs, a reduzir potencial toxicidade, promover o controlo da biodistribuicdo e aumentar sua
estabilidade impedindo que sejam rapidamente depuradas da circulacdo pelo sistema
reticulo-endotelial (SRE). Neste tipo de NPs é possivel o revestimento polimérico dos
SPIONs para melhorar a sua biocompatibilidade e estabilidade. *°°* Os SPIONs s&o
normalmente utilizados para a formulacéo de agentes de imagiologia a utilizar em RMI, e a

sua propensédo para serem fagocitados resulta na visualizagdo das imagens em negativo.

O seu potencial para poderem ser manipulados externamente, utilizando barras
magnéticas, tem cativado os investigadores no seu desenvolvimento, ndo sé para agentes
de imagem multimodais, como para sistemas de veiculacdo de farmacos, com libertacdo

controlada.’

Apesar de ser comumente aceite que as NPs de 6xido de ferro ndo apresentam
toxicidade para as células, por poderem ser degradadas e utilizadas pelas mesmas através
do metabolismo fisico do ferro, é importante considerar a sua toxicidade potencial, em cada
aplicacdo clinica, dependente da dosagem e posologia utilizada.®®* Vérios autores tém
alertado para o perigo que a carga elevada de ferro representa para as células, assim como

a sua interferéncia no funcionamento normal de células-tronco® 8

, pelo que estudos
sistematicos, in vivo, devem ser realizados para avaliar a toxicidade potencial dos SPIONs

resultante da sua utilizacdo a longo prazo.*

2.4.1.6. NPs Ceramicas

Actualmente, o desenvolvimento de novos materiais cerdmicos para aplicacdes
biomédicas tem sofrido um crescimento exponencial. A libertagdo controlada de farmacos é
uma das areas mais exploradas em termos de aplicacdo de NPs de ceramica na area da
biomedicina.'® A ceramica apresenta propriedades interessantes, a serem exploradas, para
a sua utilizagéo na composicdo de materiais com diversas aplicagcdes. As suas propriedades
fisicas e quimicas sdo significativamente melhoradas recorrendo a pdés de ceramica,
submicrométricos, que permitem uma distribuicdo uniforme do tamanho de particulas,
elevada pureza quimica e cristalinidade e, com fraca, ou henhuma, aglomeracao. 101
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As NPs de ceramica utilizam elementos como hidroxiapatite (HA), zircénio (ZrO,), silicio
(SiO,), oxido de titanio (TiO,) e alumina (Al,O3), e 0 seu método de sintese é adequado de
modo a melhorar as suas propriedades fisico-quimicas, procurando reduzir a citotoxicidade

nos sistemas biolégicos. '

Utilizadas como sistemas de suporte de enzimas e anticorpos para imunoensaios, as
NPs de silica podem ainda ser conjugadas com particulas metalicas (por exemplo com ouro)
ou outras NPs (Quantum Dots e fulurenos) com diferentes aplicagbes em Nanomedicina. O
facto da silica mesoporosa (amorfa) poder ser sintetizada numa variedade de tamanhos e
formas e, possuir uma elevada area de superficie e estrutura de poros ajustaveis (2-20nm
de canais hexagonais ou poros cubicos), tem impulsionado a comunidade cientifica no

estudo da sua potencialidade na area da terapéutica clinica.'®?

Embora a toxicologia da silica cristalina estar bem documentada '*, pouca tem sido a
investigacdo das propriedades toxicologicas da silica mesoporosa e dos silicatos com

superficie funcionalizada. 1%

Uma desvantagem que estas particulas apresentam
€ a sua grande dimenséao, que condiciona 0 seu acesso
a determinados tecidos. Alguns autores, sugerem que
existem vantagens relativas entre as formas escolhidas

para estas NPs. Por exemplo, as NPs de silica com

forma de disco superam as de forma esférica no que

respeita a evitar a absorcéo pelas células fagocitarias Fig. 7 NPs de Silica em forma de disco.

do organismo, conseguindo fluir através dos capilares

A ; Adaptado Mol.Pharmaceutics., Duncan et Gaspar, (2011)
e aderir as paredes dos vasos sanguineos. No entanto,
como nao apresentam uma boa capacidade de extravasamento, as NPs de silica podem ser
utilizadas quando o alvo terapéutico é a vasculatura, mas ndo quando o alvo sdo, p.ex.,

células tumorais.®

Para cada nanossistema especifico a base de silica deve ser determinada a sua
biodistribuicdo in vivo, eficacia e seguranca. Ambas as NPs de silica porosa e ndo porosa
apresentam propriedades hemoliticas que se encontram dependentes do seu tamanho.*”’
Apesar da silica mesoporosa aparentar ser menos hemolitica, a sua estrutura porosa é
critica na determinacdo da hemdlise. ' Também pequenas particulas de silica, incubadas
com células humanas HaCaT demonstraram causar uma resposta epigénica generalizada,

ex. hipoacetilacdo de metiltransferases e dominio sobre proteinas na ligacdo ao DNA %,
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indicando que os efeitos bioquimicos e toxicogendmicos devem ser cuidadosamente

ponderados.

2.4.1.7. NPs Metalicas

As propriedades electronicas, Opticas e magnéticas dos metais, como o ouro (Au) e a
prata (Ag), e a sua possivel utilizagdo como agentes antimicrobianos fazem das NPs
metélicas uma &rea de interesse com aplicacbes em Nanomedicina.® Muitos destes

materiais levantam questdes de ambito toxicolégico %

mas experiéncias pré-clinicas
sugerem que a escolha criteriosa da via de administracdo possa facilitar o desenvolvimento

para a pratica clinica.’
Ouro

As NPs de Au estéo entre as particulas mais estudadas devido ao numero elevado de
métodos disponiveis para a preparacao de coléides com tamanhos uniformes e forma bem
definida. A conjugacdo de NPs de Au a proteinas e lectinas permite a localizagcdo de
receptores, assim como o recurso a ouro radioactivo coloidal possibilita a quantificacdo de
endocitose.''*"™ Reagentes & base de ouro sdo utilizados como marcadores para
imunoensaios e, na pratica clinica, as doses utilizadas, seguranca e eficacia da
administracao, por via intramuscular (IM), de sais de ouro no tratamento artrite reumatoide,

encontra-se bem documentada.******

A aplicacédo mais frequente das NPs de Au, a nivel da terapia do cancro, é a hipertermia.
Estas possuem a capacidade de absorver energia e converté-la em calor, causando uma
ablac&o das células tumorais, com respectiva destruicdo das membranas celulares.**®

Varios sdo os tipos de NPs de Au: nanoconchas de ouro-silica, nanobastdes de ouro,
NPs ouro-sulfureto de ouro, nanocelas e conchas ocas de ouro. Os ultimos trés tipos de NPs
mencionados constituem uma “segunda geragao de NPs de ouro, possuindo uma dimenséao
consideravelmente inferior, o que Ihes confere uma vantagem em termos de distribuigcdo de

farmacos.*

Prata

O aumento da resisténcia que as estirpes bacterianas tém desenvolvido em relacdo aos
antibiéticos convencionais e a actividade antimicrobiana comprovada da Ag, veio renovar o
interesse da sua utilizagdo na formulagdo de NPs para aplicacdo terapéutica. A elevada
citotoxicidade das NPs de Ag para uma vasta gama de micro-organismos tais como
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116

bactérias e fungos é bem conhecida™, pelo que tém sido sugeridas para cicatrizacao de

117

feridas e tratamento da dermatite atopica.” " Além da sua aplicacdo tépica, uma suspensao

de Ag nanocristalina foi recentemente proposta no tratamento de doencas inflamatérias do

tracto gastrointestinal (TGI).**®

2.4.1.8. Quantum Dots

Quantum dots (QDs), ou pontos quanticos, sdo nanocristais (1-100nm) compostos de
materiais semicondutores. Tém grande aplicabilidade em imagiologia e terandstico

oncolégico. ™92

Tipicamente sdo compostos a partir de seleneto de cadmio (CdSe) com um revestimento
de superficie de sulfetos de zinco (ZnS) ou cadmio (CdS) para proteger contra a foto-
oxidacdo e melhorar o rendimento quantico de fluorescéncia.'”® Uma variedade de
revestimentos superficiais adicionais (ex., com a interac¢do hidrofébica ou electrostatica
e/ou PEGuilacdo) tém sido utilizados para minimizar a agregacéo, possibilitar a conjugacéo
de ligandos, e para melhorar a biodistribuic&o / eliminagdo. Podem ainda estabilizar a NP de
modo a evitar a perda de sinal em solucdes salinas ou de pH 4cido.’

O interesse nos QDs advém das suas propriedades como a capacidade de ajustar a cor
de fluorescéncia emitida, através da variacdo da sua composi¢cdo, tamanho, forma e
solvente, e a sua estabilidade contra a fotodegradagcéo. No entanto, esta capacidade de

fluorescéncia “intermitente” pode ser considerada uma desvantagem para a sua deteccdo. °
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Fig. 8 QDs: 1) Espectro de Fotoluminescéncia de QDs em relacéo ao comprimento de onda de
emissdo; 2) QDs na forma de pds; 3) Dimens6es de Qds, em nm, com a correspondéncia de cor ao

comprimento de onda de emiss&o.'?
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Varios estudos tém demonstrado a utilidade dos QDs como ferramentas in vitro,

T213 no entanto, o

nomeadamente a nivel de rastreamento celular, imunomarcacgéo e FRE
proximo passo é compreender as possiveis aplicagdes, in vivo, na area da Nanomedicina.
Além do mais, colocam-se questdes relacionadas com a toxicidade dos metais pesados, que
se encontram bem documentadas.’® O sucesso para a sua aplicacdo encontra-se
dependente da identificacdo da janela onde a dose utilizada seja elevada o suficiente para
emitir um sinal passivel de detec¢cdo, mas desprovida de efeitos toxicos. O tamanho, carga,
tipo de revestimento de superficie e funcionalizagédo influenciam tanto a biodistribui¢céo
subcelular como a toxicidade, e estes elementos permitem perceber qual do destino
metabdlico e qual o possivel impacto, a nivel celular, da utilizacdo a longo prazo de

QDS 125,126

2.4.1.9. Fulurenos e Nanotubos de Carbono

Os fulurenos sédo uma forma alotrépica do carbono,
sendo a terceira mais estavel apos o diamante e a grafite.
Devido a sua forma tridimensional, as suas ligacbes
insaturadas e a sua estrutura electronica, os fulurenos
apresentam propriedades fisicas e quimicas Unicas, que
podem ser exploradas em varias areas da bioquimica e da
medicina. Tém sido propostos como agentes bioactivos (ex.

inibidores das protéases do virus HIV e supressores de

espécies reactivas de oxigénio (ROS) no tratamento da

doenca de Alzheimer), como sistemas de veiculagcdo de Fig. 9 Modelo do Fulureno — 60%'"

farmacos, agentes de imagem e radioprotectores.’*’**. No

131132 muito devido & variedade

entanto existe muito debate sobre a sua potencial toxicidade,
de estruturas de fulureno existentes assim como as suas modificacbes de superficie.”” A
toxicidade do fulurenol em relacao as células dos tubulos proximais renais foi recentemente
reportado in vitro ***, 0 que é um dado de elevada importancia, uma vez que os fulurenos

sao excretados pela via renal.

2 FRET - Transferéncia de energia por ressonancia de Forster (FRET), ou transferéncia de energia de ressonancia por
fluorescéncia (FRET): mecanismo de transferéncia de energia de forma n&o-radiativa entre dois cromoéforos, sem a
necessidade de reabsorcéo de radiacéo eletromagnética
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Os nanotubos de carbono, cilindros de carbono compostos de anéis benzénicos, sao

subprodutos dos fulurenos obtidos através de uma descarga de corrente continua em arco.
134

Os nanotubos de carbono podem ser
classificados como nanotubos de parede
Unica (Single-Walled Nanotubes (SWNTS)), ou
nanotubos de parede mdultipla (Multi-Walled
Nanotubes (MWNTS)), sendo que o0 seu

tamanho pode variar da escala nanomeétrica

Fig. 10 Nanotubos de Carbono: até a micrométrica. °
A) MWNT e B) SWNT?™®

A sua geometria singular e as suas propriedades térmicas, electroquimicas e
espectrofotométricas resultaram na proposta para a sua aplicacdo na veiculacdo de
farmacos, imagiologia, biossensores para deteccdo de ADN e proteinas, terandstico,

135 até porque a sua forma

etc.®*® Mais uma vez se coloca a questdo da sua toxicidade
fisica é muitas vezes comparada com as fibras de amianto (cancerigenas) e séo insollveis
em todos os solventes, o que gera alguma preocupacgéo do risco para a saude. Contudo, a
sua superficie pode ser modificada quimicamente, para os tornar sollveis em agua e,
consequentemente, no sangue, com o intuito de poderem ser conjugados a moléculas

activas como péptidos, proteinas, acidos nucleicos e outros agentes terapéuticos.*®

l1l. NANOMEDICINA E TERAPIA ONCOLOGICA

O cancro humano é uma doenca complexa, causada pela instabilidade genética e
acumulacéo de multiplas alteracées moleculares.****” Os actuais meios de diagndstico e
classificag6es de acordo com o prognostico ndo reflectem toda a heterogeneidade clinica de
tumores e, demonstram ser insuficientes nas previsdes para o sucesso do tratamento e
evolucdo do doente.™**'*® Mesmo os agentes terapéuticos citotoxicos mais actuais néo sdo
dotados da capacidade de diferenciar entre o seu alvo, células tumorais, e as células
normais, conduzindo a elevada toxicidade sistémica e efeitos adversos.'® Para além disso,
0 cancro é muitas vezes diagnosticado e tratado muito tarde, possibilitando a invasao das

células cancerosas, a outras partes do organismo, originando a formacao de metastases. No

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias — Escola de Ciéncias e Tecnologias da Salde
24



Patricia Maria Domingos de Sousa Carneiro Brochado

Nanotecnologia e a sua aplicagéo a terapéutica oncolégica
momento da manifestacdo clinica, por exemplo, muitos doentes ja apresentam
metastizacdo, oculta ou ndo, fazendo das modalidades terapéuticas convencionais limitadas

em termos de eficacia. %4

O cancro constitui, entdo, um foco importante no que respeita ao desenvolvimento de
novos farmacos, sendo, aproximadamente 16 mil dos 40 mil ensaios clinicos registados em

2009, dedicados a este topico.*

A nanotecnologia aplicada a terapia oncolégica tem vindo gradualmente a impor-se
como uma nova area de investigagdo interdisciplinar, recorrendo a campos da biologia,
quimica, engenharia, medicina e indlstria farmacéutica, com o objectivo de conduzir a
grandes avancos na deteccdo, diagnostico e tratamento do cancro.'**'** Actualmente,
aproximadamente 70 ensaios clinicos no campo da oncologia envolvem nanoprodutos,**

combinados ou desenvolvidos a partir de nanotecnologias de 12 geracéo.

3.1. Medicina translacional

Medicina translacional é uma disciplina dentro da investigacdo biomédica e de salde
publica que visa melhorar a salude dos individuos e da comunidade. Consiste na
transferéncia do conhecimento da investigacdo basica para o aperfeicoamento e
desenvolvimento de novos métodos de prevencao, diagnoéstico e terapéuticos, bem como na
transferéncia de problemas clinicos, que criam hipéteses, que podem ser testadas e

validadas em laboratérios de investigacdo basica.'*®

TRANSLATION INTO TRANSLATION INTO
HUMANS GLINICAL PRACTICE

Health Services Rasearch

Translational 3
Resaarch v, —-| Effectiveness Resaarch v
A Y| OutcomesResaarch /" |

Comparatve Research

Improved

Basic Science = \
d Public Heath )

Raesaarch 5 B 4

Clinical Tnals

Fig. 11 Objectivos da Medicina Translacional

Adaptado Jama, Crowley, W.F. et al. (2004)

No limite, a medicina translacional propde-se garantir que as estratégias comprovadas
para o tratamento e prevencdo de doencas sdo realmente implementadas dentro da
comunidade. As necessidades e problemas actuais a serem desenvolvidas em oncologia

translacional incluem*°:
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e Tecnologias avancadas de imagiologia e deteccéo precoce do tumor,

¢ Novos métodos de diagndstico preciso e progndstico (terandstico),

e [Estratégias que visem superar a toxicidade e efeitos adversos de farmacos
quimioterapicos,

e |Investigacdo béasica na biologia oncolégica que possa conduzir a novos
conhecimentos para o tratamento de fenotipos cancerigenos agressivos e letais,

como a metastizacao 6ssea.

Os avancos nestas areas constituirdo 0s principais pilares para uma futura pratica
clinica de oncologia personalizada em que a deteccdo do cancro, diagnéstico e
terapéutica sdo adaptados ao perfil molecular do tumor de cada individuo e em que
prognostico faga recurso de marcadores genéticos/moleculares para prever o

desenvolvimento da doenca, a sua progresséo e resultados clinicos.**

As nanotecnologias oncolégicas emergentes tém sido extensamente
debatidas'*****1%° e para que a probabilidade de sucesso da sua translacdo seja

incrementada, devem atentar nos seguintes elementos chave®:

e Caracterizagdo rigorosa da nanotecnologia antes de qualquer teste biologico,
com o desenvolvimento de novos métodos que a possibilitem habilitar, sempre
gue necessario;

e Utilizacdo de metodologias pré-clinicas apropriadas/modelos de tumores, para a
seleccdo de candidatos;*>**°

e Se a capacidade de vectorizacdo e focalizacdo no tecido tumoral é reivindicada,
deve ser quantitativamente determinavel;

151,152 e/ou

e Utilizacdo do nanoproduto para veiculacdo de terapéuticas combinadas
0 seu uso no contexto de combinagé&o terapéutica;

e Apreciagdo precoce da relevancia, para o nhanoproduto, do recurso a
biomarcadores de modo a orientar a seleccdo de doentes apropriados para a

terapia.
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3.2. Nanotecnologia Oncologica: Quais os desafios?

Durante o desenvolvimento de nanoprodutos para aplicacdo na area da oncologia, a
peculiaridade e complexidade dos tumores, e a diferenga patente entre o seu tipo de células

em relacdo as células de um tecido/érgao normal, devem ser ponderadas.

O transporte de um agente terapéutico a partir da circulagao sistémica para as células do
cancro € um processo de trés passos. Em primeiro lugar, as NPs circulam para diferentes
regibes dos tumores através dos vasos sanguineos. Posteriormente atravessam a parede
dos vasos e, finalmente, passam para o espaco intersticial de modo a alcancarem as células
alvo. A veiculacdo de meios de diagnéstico e terapéutica difere drasticamente entre os
tecidos tumorais e normais devido a diferengcas na sua estrutura. A organizacao e estrutura
da vascularizagdo anormal do tumor implicam um fluxo de sangue heterogéneo.'***** Além
disso, o défice de vasos linfaticos funcionais e da hiperpermeabilidade vascular dentro dos
tumores resultam numa hipertensao intersticial.”>®> Esta presséo elevada do fluido intersticial
(IFP), reduz o transporte convectivo, enquanto a densa matriz extracelular dificulta a

difus&o.*®
3.2.1. Vascularizacdo Anormal (sanguinea e linfatica)

A taxa de fluxo sanguineo e a morfologia vascular (arranjo geométrico, diametro,
comprimento e nimero de vasos sanguineos) afectam o movimento de compostos através
da vasculatura sanguinea.”™’*®°Os vasos sanguineos que alimentam o tumor, s&o altamente
irregulares, no que respeita a sua arquitectura, quando comparados aos dos tecidos
normais. Ao contrario dos ditos vasos “normais”, que possuem uma hierarquia de
ramificacdo ordenada de grandes vasos para pequenos, que alimentam um leito capilar
espacado de forma regular, os vasos tumorais possuem uma distribuicdo espacial
heterogénea e tortuosa conduzindo a espacos avasculares de diversos tamanhos.
157.181Também a estrutura da parede dos vasos sanguineos, nos tumores, é anormal,
possuindo grandes juncdes interendoteliais, com uma membrana basal excepcionalmente
grossa ou fina, um elevado nimero de poros e canais transendoteliais formados por

vesiculas,!6%163

e com um didmetro de poros a rondar as centenas de
nandmetros.'*'®Devido & sua estrutura irregular, as paredes dos vasos s&o

hiperpermeaveis em algumas zonas, mas noutras ndo. Finalmente a proliferacdo das células
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tumorais e/ou do estroma, exercem compressao contra as paredes dos vasos, 0 que pode

levar ao seu colapso.'®*'%®

A velocidade de perfusdo sanguinea nos tecidos tumorais é independente do calibre dos
vasos e é efectuada de forma desigual, podendo resultar em areas com baixa ou nenhuma

169-172 A presenca destas regifes ndo perfundidas cria um microambiente tumoral

perfuséo.
hostil (com baixa pressao parcial de oxigénio, baixo pH e tecido necrosado) que induz a

progressao do tumor e a resisténcia a farmacos.

A rede linfatica normal tem como objectivo drenar os excessos de liquidos dos tecidos, a
fim de manter o equilibrio dos fluidos do tecido intersticial. Nos tecidos tumorais,
particularmente no centro do tumor, a proliferacdo celular conduz a compressao, e por
conseguinte o colapso, dos vasos linfaticos'®®, pelo que apenas na periferia do tumor se
pode encontrar uma rede minimamente funcional.*”**"* A drenagem ineficiente, em conjunto
com o extravasamento de fluidos das paredes dos vasos tumorais, contribui para a
hipertensdo intersticial. Esta hipertensdo e a deficiente perfusdo sanguinea reduzem a
eficAcia da veiculacdo de agentes terapéuticos ao tumor'® e, a subsequente hipoxia das
células tumorais ndo s6 induz resisténcia a radioterapia, como provoca a resisténcia a varios

farmacos citotoxicos.

Resumindo, a heterogeneidade espacial e temporal do fornecimento de sangue e
permeabilidade dos vasos, juntamente com uma deficiente drenagem linfatica contribuem
para a criacao de um microambiente anormal

que prejudica a entrega e eficacia de agentes terapéuticos nos tumores.*”

3.2.2. Efeito de Permeabilidade e Reten¢cdo Aumentada (EPR)

s

Tal como ja foi referido, a vascularizagdo tumoral € geralmente anormal, com
ramificacdes aberrantes e paredes permedveis.'” Esta permeabilidade é devida a rapida
proliferagdo das células endoteliais e reducado do numero de pericitos. Estas caracteristicas
resultam em grandes poros nas vasculaturas tumorais, que variam de 100 nm a varias
centenas de nanometros de diametro, quando comparado com as junc¢des dos vasos
normais de 5-10nm '“.E o didmetro anormal dos poros que permitem a elevada
permeabilidade vascular e condutividade hidraulica, admitindo a passagem de

macromoléculas, como NPs, para os tumores. *">*7

Os tumores sdo geralmente caracterizados pela deficiéncia de vasos linfaticos. A

ineficiéncia do sistema linfatico em conjunto com o aumento da permeabilidade da
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vasculatura do tumor resulta no efeito EPR. As NPs, assim como outras macromoléculas,
tém, entdo, os tempos de retengcdo aumentados no tumor, resultando em maiores

concentragdes ai localizadas do que no plasma ou outros tecidos.*”’
3.2.3. Clearance de Nanoparticulas pelo Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM)

Para que se possa retirar o maximo partido do efeito EPR, as NPs devem permanecer
em circulacdo o tempo necessario para que se proporcione a sua acumulagcao no tumor.
Contudo, as NPs estdo sujeitas a depuracdo pelo SFM (ou SRE) que faz parte do sistema
imunitario. E composto por células, localizadas em diferentes partes do organismo, com
caracteristicas reticulares e endoteliais que sdo dotadas de capacidade fagocitaria. Intervém
na formacdo de células sanguineas (ex.mondcitos), no metabolismo do ferro, além de
desempenhar funcdes de defesa contra infecgbes generalizadas. S&8o os mondcitos e todas
as células a que eles dao origem em outros tecidos como os macrofagos, as células da
microglia e as células de Kupffer, que sdo responsaveis pela depuracdo de

macromoléculas.'’®

Durante o seu percurso, a interac¢cao das NPs com células do SFM pode conduzir a sua
opsonizagdo. Dado que a sua eliminacdo prematura pode comprometer a acumulagdo nas
células tumorais, tém sido desenvolvidos esfor¢cos no sentido de criar NPs com capacidade
de “iludir’ o sistema imunitario.'’” A estratégia adoptada, para esse fim, assenta sobre a
modificagdo da superficie das NPs, recorrendo ao PEG ou outros polissacéaridos. A
presenca destas moléculas, na sua superficie, vai permitir a estabilizacao estérica, impedir a

adsorcéo de proteinas e possiveis interaccdes com as células do sistema imunitario.*"
3.2.4. Factores com Impacto na distribuicdo das NPs

A identificac@o das caracteristicas mais adequadas que as NPs, de aplicacdo oncolégica
tém de apresentar, é de primordial importancia para que a optimizacédo da terapéutica seja
alcancada.

Diversos estudos tém demonstrado que o tamanho das NPs é um dos factores principais

180-182Geralmente, as NPs

gue afecta directamente a sua distribuicdo nas células tumorais.
de tamanho inferior a 100nm s&o consideradas excelentes para a veiculagéo, conseguindo
atingir o alvo proposto. Recentemente, Perrault et al. estudaram o efeito do tamanho das
NPs na acumulagdo no tumor, utilizando para o isso um modelo de murina. Os seus
resultados sugerem que particulas de tamanho inferior a 20nm apresentam uma rapida

permeacao tumoral, mas fraca retencao/acumulacdo e que particulas superiores a 100nm
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tém baixa permeacdo. Deste modo, o intervalo de tamanho adequado para as NPs esta
compreendido entre os 60-80nm, segundo o estudo em questdo.'® O tamanho também
afecta o trafego intracelular, o que por sua vez pode influenciar a acumulagédo das NPs nas

células tumorais. 841

Outro factor condicionante do uptake tumoral é a carga que as NPs possam apresentar a
sua superficie. Apesar de NPs carregadas positivamente aparentem ser rapidamente
captadas pelas células tumorais, tém associadas a si elevadas reac¢des imunolégicas.
Deste modo, NPs neutras ou carregadas negativamente sdo preferenciais para aplicagdo

clinica. %2

A natureza dos nanomateriais deve ser ponderada. E reconhecido que NPs hidrofilicas
apresentam fraca interacgdo com a matriz intersticial, sendo rapidamente drenadas pelos
vasos linfaticos iniciais, ao passo que NPs lipofilicas sdo rapidamente captadas pelas

células, devido a natureza hidréfoba das membranas celulares.®

A morfologia comecga a ser um factor chave no que respeita a biodistribui¢cdo, uptake
celular e clearance. ¥ Existem estudos que demonstram que diferentes morfologias
apresentam taxas de acumulacao diferentes. De facto, formas discoides aparentam possuir
vantagens em relacdo a outros tipos (ex. cilindricas) com uma distribuicdo uniforme e
elevados niveis de acumulac&o.’® Também a rugosidade de superficie parece ter peso no
processo de internalizagdo das particulas. Por conseguirem minimizar as forcas de repulsédo
entre as superficies celulares, as NPs rugosas sdo mais facilmente captadas pelas células,

do que NPs de aspecto liso.'®

3.3. Vectorizacdo de Farmacos na Oncologia

A utilizacao de NPs para veiculagdo e vectorizacdo de farmacos é talvez das aplicacfes
mais interessantes da nanotecnologia oncoldgica. A possibilidade de vectorizagdo permite
localizar os agentes terapéuticos apenas e s6 nas células-alvo, eliminando deste modo a
toxicidade ndo especifica. A vectorizacdo pode ser feita por duas vias possiveis: passiva e

activa.
3.3.1. Vectorizacdo Passiva

A réapida angiogénese verificada em tecidos tumorais'®, assim como a sua arquitectura
defeituosa em conjunto com uma drenagem linfatica deficiente, permite a acessibilidade ao

tumor de agentes nanoterapéuticos.
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Esta estruturacéo possibilita a verificacéo do efeito EPR*®*9?, descrita pela primeira vez

nos anos 80 por Matsumura e Maeda, resultando na acumulacédo de NPs no tecido tumoral.
(Fig.12)

Normal tissue region:
Exposure to nanoparticles is

minimal since the nanoparticles
are retained in the bloodstream

Fig. 12. Efeito EPR de nanoparticulas em tumores. A vasculatura
75"“'““""“"5 dos tecidos normais é revestida por células endoteliais

Y apertadas, impedindo o extravasamento de NPs. A vasculatura
0(:) tumoral, porosa e hiperpermeavel, permite o extravasamento e
o 0 O acumulacdo preferencial no espago intersticial do tumor

(Vectorizagado Passiva).
Tumor tissue region: o
Leaky vasculature allows
nanoparticle accumulation

in the interstitial space . .
0 Adaptado Annu.Rev.Biomed.Eng. Nie,S. et al. (2007)

Para que o mecanismo de vectorizagdo passiva funcione, o tamanho e as propriedades
de superficie do nanossistema devem ser optimizadas para evitar a ac¢do do SFM. Uma
superficie hidréfila nas NPs confere proteccao contra a adsor¢do por parte das proteinas
plasmaticas e pode ser conseguida recorrendo a revestimentos de polimeros hidrofilicos
como PEG, poloxaminas, poloxameros, polissacaridos ou copolimeros anfifilicos,
ramificados ou em bloco®* %A ligacdo covalente de copolimeros anfifilicos (ex. PLA) é
geralmente preferencial, uma vez que evita a agregacdo e dessorcédo de ligandos quando

em contacto com os componentes sanguineos.'*°

Uma estratégia alternativa de vectorizagdo passiva consiste em utilizar as
especificidades do microambiente tumoral para desenvolver nanossistemas de profarmacos
activados pelo préprio tumor. Estes nanossistemas consistem na conjugacdo do farmaco
com uma molécula tumoral especifica, permanecendo inactivos até que atinjam 0 seu
alvo.'®® A elevada expressdo da metaloproteinase de matriz (MMP) MMP-2 em doentes com
melanoma tem sido reportada em diversos estudos pré-clinicos e clinicos. Mansour et al. *%
relataram um derivado maleimido solGvel em agua de doxorrubicina (DOX), com uma
sequéncia peptidica especifica de 2-MMP (Gli-Pro-Leu-Gli-lle-Ala-Gli-GIn) que se liga rapida
e selectivamente & cisteina, na posicao 34, da albumina circulante. O conjugado formado,
albumina-DOX, ¢é eficiente e especificamente clivado pela MMP-2, libertando um
tetrapéptido de DOX (lle-Ala-Gli-GIn-DOX) e, subsequentemente, a DOX. O pH e potencial
redox também tém sido alvo de estudo como possiveis agentes desencadeadores da

libertac&o de farmacos no local do tumor. *’
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7

Outro método de vectorizacdo passiva € a veiculacdo directa de citostaticos nos
tumores. Esta abordagem tem a vantagem Obvia de evitar a circulacdo sistémica do
farmaco. No entanto, o tipo de administracdo pode ser altamente invasivo, uma vez que
envolve injec¢gBes ou procedimentos cirdrgicos. Para alguns tumores, tais como o cancro do

pulmao, que séo de dificil acesso, a técnica é praticamente impossivel de utilizar.**°
3.3.2. Vectorizagado Activa

A vectorizacdo activa verifica-se quando 0s nanossistemas exercem a sua acgao
terapéutica, ao libertar o farmaco que transportam, através do seu acoplamento especifico a

um ligando de superficie, in vivo, sob determinadas condicées fisicas.™*®

Este tipo de vectorizacdo providencia uma acumulagéo preferencial das NPs no érgéo
em que o tumor se encontra alojado, no préprio tumor, em células individuais, ou em
organelos intracelulares. Esta abordagem é baseada em interac¢des especificas como as

interacgdes lectina-hidratos de carbono, ligando-receptor e anticorpo-antigénio.**°

As interaccdes lectina-hidratos de carbono sdo um exemplo classico em vectorizagédo de
farmacos®®. As lectinas sdo proteinas de origem ndo-imunolégica, capazes de
reconhecerem e acoplarem-se a glicoproteinas expressas na superficie celular. Estas
interaccdes sdo de elevada especificidade com determinados hidratos de carbono
Fragmentos de hidratos de carbono podem ser utilizados como sistemas de vectorizacao de
farmacos, tendo como alvo lectinas (vectorizagdo lectinica directa) ou, por outro lado,
fragmentos de lectinas podem ser vectorizados a hidratos de carbono de superficie de
células-alvo (vectorizacdo lectinica reversa). Contudo, os sistemas de veiculacdo de
farmacos baseados neste tipo de interac¢do foram, maioritariamente, desenvolvidos para
atingir 6rgéos inteiros, o que pode resultar em danos nas células normais®'. Sendo assim,
na maioria dos casos, a vectorizacdo dos fragmentos é direccionada para receptores ou
antigénios especificos expressos ao nivel da membrana plasmatica celular ou em

determinadas regifes tumorais.

A sobre-expressao de receptores ou antigénios em muitos cancros humanos conduz, por
si sO, a um eficiente uptake celular, via endocitose mediada por receptores (Fig.13). Uma

vez que as glicoproteinas ndo possuem a capacidade de remover 0s conjugados de

farmaco-polimero que entraram na célula por endocitose 2°*?%) este mecanismo de

vectorizacao activa proporciona uma estratégia alternativa no combate a multirresisténcia de

farmacos.?°42%
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Os nanossistemas desenvolvidos para vectorizacdo activa, além de enfrentarem os
mesmos desafios que os de vectorizagdo passiva: durante a sua circulagéo tém de possuir a
capacidade de evasao de receptores-alvo, que também se encontram expressos nos tecidos
normais; deparam-se com a heterogeneidade da expressdo de receptores das células
tumorais; encaram com a interaccdo com 0s receptores presentes nas células proximais da
vasculatura que restringem a permeagéao e confrontam-se com a possibilidade da existéncia
de uma saturacéo de receptores, com a consequente perda de eficiéncia da vectorizacéo. A
expressao de receptores também pode variar de acordo com o estadio da doenca e o
microambiente tumoral. Estes factos fazem da seleccdo de doentes para a terapia e a

escolha da dose a administrar, elementos de extrema importancia.®

3.3.3. Multi-targeting

Sistemas multi-targeting (MTS) referem-se geralmente a NPs cuja superficie apresenta
dois ou mais ligandos que reconhecem diferentes tipos de receptores, na mesma ou em
células diferentes. Este tipo de vectorizagdo tem associado um elevado interesse uma vez
gue permite aumentar o uptake das células tumorais através da abordagem “two-punch” (ou
“three-punch”). Um exemplo deste tipo de abordagem foi apresentado por Kluza et al. **°
onde conjugaram ligandos RGD (direccionado a receptores de integrina) e anginex (cujo
alvo é a galectina-1) em lipossomas, fluorescentes e paramagnéticos, para estudarem o
comportamento celular ao nivel de uptake das NPs. Como resultados obtiveram que a
vectorizacdo dupla de RGD-anginex aumentou, de forma sinérgica, o uptake destes

lipossomas pelas células HUVEC.

Outro exemplo, de eficicia deste tipo de abordagem, foi demonstrado por Li et al. que
utilizaram para o efeito pequenas moléculas de &cido folico e glucose como ligandos, para

atingir células KB com sobre-expresséo de FRs.”'! Os resultados sugeriram que o aumento
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do reconhecimento e internalizacéo celular foi devido as interac¢cdes multivalentes das NPs

de ouro com a superficie celular.

Patil et al. ?* desenvolveram NPs de PLA-PEG, com dupla vectorizac&o, utilizando como
ligandos o acido fdélico e a biotina, para estudarem a acumulag¢do no tumor e eficacia deste
tipo de sistema, quando comparado com NPs controlo (conjugadas apenas com acido félico
ou biotina) . A estratégia de vectorizagdo resultou no aumento da acumulagdo ao nivel das
células tumorais, e melhoria substancial da sua eficicia, quando comparada com o0s

controlos.

Mais recentemente Ashley et al. ** desenvolveram NPs de silica porosa, revestidas de
uma bi-camada lipidica, recorrendo ao péptido SP94 (que tem como alvo um receptor
desconhecido do carcinoma hepatocelular humano) e ao péptido fusogénico HSWYG (que
permite escapar dos endossomas apos protonacdo) . Esta estratégia permitiu alcangar uma
afinidade 10000 vezes superior para o carcinoma hepatocelular do que para os hepatécitos

e uma melhoria de 106% em relacdo a lipossomas comparaveis.

Sugahara et al. utilizaram iIRGD para demonstrar as potencialidades desta modalidade.
214.215Este péptido de penetracdo celular tem como propriedade adicional a capacidade de
reconhecimento de dois tipos de receptores diferentes na mesma célula (receptores da
integrina e neuropilina — 1) . Neste caso, a vectorizagdo ocorre de forma sequencial, em que
as integrinas sdo o alvo inicial do fragmento de iIRGD, seguido de uma clivagem proteolitica
do péptido expondo a porcdo CendR, que por sua vez se vai ligar ao receptor neuropilina-1,

receptor chave para a penetracéo das barreiras bioldgicas. 4%,

Apesar de a dupla vectorizagdo representar uma estratégia atractiva para potenciar o
uptake de NPs pelas células cancerosas, tem associado um outro nivel de complexidade no
que respeita ao desenvolvimento das NPs. Para que uma NP com vectorizagdo seja
altamente efectiva, todas as suas propriedades fisico-quimicas necessitam de ser
optimizadas. Considerando as interac¢des destas propriedades e a dificuldade em alterar
uma sem afectar as outras, a introducao de mdltiplos tipos de ligandos no desenho das NPs

pode potencialmente complicar esta optimizacéo.®

Além disso, quanto maior for o numero de componentes de uma NP, mais dificil se torna
a sua producdo em larga escala, a aprovacdo de regulamentacdo e a traducdo para a
pratica clinica. E, embora alguns estudos tenham demonstrado que a presencga de dois
ligandos destinados a diferentes alvos, numa u(nica NP, tenha conduzido a uma
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citotoxicidade aumentada, comparando com a auséncia de toxicidade utilizando apenas um
tipo de ligando, ?*° o beneficio dos sistemas multi-targeting deve continuar a ser investigado,

pelo menos na fase pré-clinica.

3.4. Avaliacdo Risco-Beneficio

A maioria dos agentes quimioterapéuticos é limitada, resultado dos seus problemas
inerentes, tais como ma solubilidade e baixa biodisponibilidade, assim como a utilizacdo de

217 O desenvolvimento obtido na area da

solventes toxicos na sua formulagéo
nanotecnologia veio abalar as terapias oncolbgicas, tendo um impacto profundo na
resolucdo de muitos dos problemas associados a quimioterapia convencional. O recurso a
estratégias de conjugacdo, de ligandos e NPs, visa proporcionar pontos de interaccéo
molecular entre as NPs e receptores/antigénios presentes nas células e tecidos tumorais
alvo. Destes estudos, surgiram diversas formulagfes nanotecnologicas para aplicagédo
oncoldgica. Na tabela 1 encontram-se alguns exemplos de nanossistemas terapéuticos, ou

de imagem, disponiveis no mercado ou em desenvolvimento clinico.

Tabela 1 Exemplos de Nanotecnologias aplicadas na area da Oncologia

Produto Via Aplicacéo

Formulagéo Status

Administracéo Terapéutica

Abraxane NP-Albumina v

Paclitaxel (tecnologia nab) Cancro Mama Comercializado

Cancro Mama,

Caelyx Lipossoma IM

Doxorubicina : QOvério e Sarcoma Comercializado
Peguilado de Kaposi
Myocet . ) v o
Doxorubicina Lipossoma Cancro Mama Comercializado
Doxil . Lipossoma v i iali
Doxorubicina Peguilado Sarcoma de Kaposi Comercializado
Cancro Ovario,
CT-2103; NP polimérica - v pulmonar células
Xyotax; Opaxio Paclitaxel pPGA n&o pequenas, Fase Ill
Qutros Tipos e
Combinacgbes
ThermoDox . L|possorpa v Carcinoma
Doxorrubicina Termosensivel + Hepatocelular Fase Il
RadioFrequéncia P
Transtuzum
ab emtansine Coni do A v
(transtuzumab- Mertansina onjugado Ac Cancro Mama Fase I/l
DM1) monoclonal
ONCO TCS Sulfato - v Linfoma N&o-
Vincristina Nanocristais Hodgkin Fase I/
Glembatum Conjugado Ac v Melanoma, Cancro
umab vedotin istati ju 0
Auristatina e Mama Fase Il
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(CDX-011)

NK 105 i [\

Paclitaxel Mlcelg quco Cancro Estdmago Fase Il
Copolimérica

ABI 008 . i \Y,

Docetaxel NP Alqulna Cancro Prdstata Fase Il
(tecnologia nab)

ABI1 009 - i [\

Rapamicina NP Alqulna Tumores Sélidos Fase Il
(tecnologia nab)
Nano- Local,
Cancer FesO, SPION cérebro Glioblastoma Fase Il
SLIT Aerossol
Cisplatin Cisplatina Lipossoma Cancro Pulméo Fase Il
Genexol-PM . . L v Cancro Mama e
Paclitaxel Micela Polimérica Pulmao Fase Il
L- v LMA e LLA em
Annamycin Anamicina Lipossoma Adultos jovens e Fase I/ll
criancas
Conjugado

CALAA-01 iméri \Y

Anti-R2 SiRNA .PO“me”.CO Tumores Sélidos Fase |
Ciclodextrina-
SiRNA

BikDD i - \Y

Gene B[k_pro Lipossoma Cancro Pancreatico Fase |
apoptatico

Adaptado Chem Soc Rev. Kamaly,N. et al. (2012); Cancers Mousa,S. et al (2011); Mol.Pharmaceutics., Duncan et Gaspar, (2011)

A doxorrubicina, € um dos agentes utilizados em quimioterapia devido a sua potente
actividade antitumoral. No entanto levanta questdes altamente problematicas, relacionadas
com a sua toxicidade sistémica, nomeadamente cardiotoxicidade. Por esta razdo, as
nanotecnologias para veiculacdo de farmacos mais estudadas em oncologia envolveram
antraciclinas de modo a preservar, ou melhorar a eficacia contra células tumorais, limitando

a exposicao de locais-alvo criticos, tais como o miocéardio e medula éssea.

As antraciclinas tém sido encapsuladas em formula¢cdes envolvendo lipossomas. As
versfes actuais utilizam os métodos idnicos de modo a alcangar uma encapsulacdo
extremamente eficiente de doxorrubicina ou daunorrubicina, no interior aquoso de
lipossomas unilamelares, conseguindo-se obter cerca de 10* moléculas de farmaco por

particula de lipossoma.?'®

A 13 de Julho de 2000, a CE concedeu uma Autorizacdo de Introducdo no Mercado
(AIM), vélida para toda a Unido Europeia, para o medicamento Myocet™ ?* Myocet™ foi
estudado em trés estudos principais que incluiram um total de 681 mulheres adultas com

cancro da mama metastatico.
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No primeiro estudo, o Myocet'™ foi comparado com a doxorrubicina-padrdo (ndo-

lipossémica), ambos em associacdo com a ciclofosfamida, em 297 mulheres®®.

No segundo estudo, o Myocet™ foi comparado com a doxorrubicina-padrdo, em
monoterapia, em 224 mulheres e o terceiro comparou o Myocet™ com a epirrubicina (outra

antraciclina), ambos em associagéo

com a ciclofosfamida, em 160 Tabela 2 Taxa de Resposta nos estudos realizados
mulheres. (Adaptado EMA EPAR (2005))
Nos trés estudos, o principal Combination Single-Agent
| Study 1 |1 Study 3 Study 2
A 1~ACT H ‘] Myocet /(CPA | DexCPA | Myocet /CPA | EpifCPA Myicet Do
parametro de eficicia foi o numero o1y | o) | et | ceow | rott®) | eetie
de doentes que responderam ao Difference in Response Rate [ % %%
, . Two-sided 95% CI {-10%, 12%) (8%, 23%) {-9%, 13%)
tratamento apos seis semanas e as One-sided pvalue 0.003 0.002 0.0012
. L. (A=157)0
TRG obtidas foram comparaveis, One-sided p-value 0.03 0.012 0.0165
. . A=l 0ogb
para os regimes escolhidos, sendo
o L Response Rate 43% % 46% 39% 6% | 26%
os niveis de eficacia semelhantes. 95% Cl (35-52%) | (35-51%) | (35-58%) | (28-50%)
1 Risk Ratio (95% CI) 1,01 {0,78-1.31) 1.19{0.83-1.72) 1,00 (0.64-1,56)
Complete response 3% 6% 1% 11% 0% 2%
Partial response J8% T 15% 8% 26% 4%
A Stable disease 29% 25% 3% 33% MWh | W%
No primeiro estudo, 43% das | [pugcsive discne W% 2% 5% W% | % | 2%
Not evaluable 8% 9 8% 8% % W%
doentes que receberam o Myocet™

A0ne-sided test to rule out 15% difference in response rate (prespecified test for non-inferiority).

ou a doxorrubicina-padrdao em

BOne-sided fest to rule out 10% difference in response rate.
Abbreviations: Cl, confidence interval; OR, odds ratio for objective response (control taken as reference).

associacdo com a ciclofosfamida

responderam ao tratamento, ao passo que no estudo do Myocet™ ou da doxorrubicina-
padrdo em monoterapia (segundo estudo), 26% de cada grupo apresentaram uma resposta.
No terceiro estudo, 46% das doentes que tomaram o Myocet™ em associacdo com a
ciclofosfamida responderam ao tratamento, em comparacdo com 39% das doentes que
receberam a epirrubicina em associagdo com a ciclofosfamida, evidenciando uma mais-

valia.

Quando analisada a toxicidade, a probabilidade de virem a sofrer de problemas
cardiacos foi menor nas doentes que receberam o Myocet™ do que nas doentes que
receberam a doxorrubicina-padréo e, ainda que ambos 0os medicamentos possuam niveis de

eficacia semelhantes, a AIM foi concedida ao Myocet™ tendo por base este beneficio.?'?**

A doxorrubicina lipossomal peguilada (Doxil® ou Caelyx®), devido ao seu revestimento de
PEG consegue reduzir a absorcéo pelo SRE e apresentar maior estabilidade na capacidade
de retencdo do farmaco, em resultado da encapsulacéo lipossomal, efectuada através de
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um gradiente quimico de sulfato de amédnio. Estas caracteristicas conduzem a um perfil
farmacocinético caracterizado por um tempo de circulacdo prolongado e um volume
reduzido de distribuicdo, promovendo a absorcdo pelas células tumorais.??> Doxil®, foi o
primeiro nanomedicamento aprovado pela FDA (1995)** baseado em diversos estudos em
que se comprovou as vantagens da doxorrubicina veiculada em nanolipossomas **#** sobre
o seu homoélogo, doxorrubicina livre.

Estudos pré-clinicos demonstraram que a maior parte do farmaco é eliminado com um
tempo de semi -vida de 20-30 horas. O volume de distribuicdo € proximo do volume de
sangue, e a area sob a curva (AUC) é aumentada pelo menos 60 vezes em comparacao
com a doxorrubicina livre.?> A distribuicio nos tecidos evidencia acumulacéo preferencial
em varios tumores implantados e tumores humanos transplantados, com um aumento das
concentracgdes de farmaco, quando comparado com o farmaco livre. Independentemente da
dose, o0s niveis teciduais de doxorrubicina, quando veiculada em nanolipossomas, foram
aproximadamente 5 a 11 vezes maior em relacdo a doxorrubicina convencional.®*® Os
estudos clinicos de doxorrubicina lipossomal peguilada em humanos incluiram pacientes
com Sarcoma de Kaposi, relacionado com a SIDA (ARKS) e com uma variedade de tumores

sélidos, incluindo os do ovario, da mama e carcinoma da préstata.??%262%7

00 1

Doxorubicin Concentration {ug/mL)

Doxorubicin Concentration (ug/mL)

1l +————— 7T 77— L
1] 24 48 72 9
Hours Following Dosing

] 24 8 72 %
Hours After Treatment

Fig. 14 A) Concentragao plasmatica de Doxorubicina ap6s administracdo Gnica de 1,5 mg/kg de
doxorrubicina lipossomal peguilada(PLD) (quadrados) versus doxorrubicina convencional ( circulos)
em modelo animal. B) Concentragao plasmatica de doxorrubicina total (linha) e doxorrubicina

encapsulada (tracejado) ap6s administracao IV de PLD
Adaptado Semin Oncol Vail, D. et al (2004)

A farmacocinética desta nanotecnologia é caracterizada por um volume reduzido de

distribuicdo, uma longa intravascular semivida de circulacdo e de depuracdo do plasma
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lenta, em comparacdo com a doxorrubicina livre. Estas caracteristicas, aliadas ao seu
pequeno tamanho vesicular (=100nm)?'8, promove a focalizagdo de Caelyx® / Doxil® em
células tumorais e explica o seu perfil de toxicidade alterada, resultando na diminuicdo de
alguns efeitos adversos, tais como alopécia e nauseas, verificados com doxorrubicina
livre.?*®?® Contudo a administracdo de Doxil®, apresenta eritrodisestesia palmo-plantar
dose-dependente, o que torna problematica qualquer aumento substancial de dose.*®

10 - Estudos de poliquimioterapia,
BPLD P H®
nvolven [ Doxil m
9 O Conventional Doxorubicin envolvendo a associacdo de Do co
8 ciclofosfamida como primeira linha no

tratamento do cancro de mama
T metastatico, apresentaram uma taxa de
N resposta de 65%. **® A sua combinacio
57 com gemcitabina ?*° ou docetaxel **
4 1 também foi testada, evidenciando boa
31 tolerabilidade e eficécia.
2 - h
1_“ Tal como referido anteriormente, a
0- | | | ] biodistribuicdo de lipossomas pode reduzir

1 4 24 48 96

1
120 os efeitos cardiotoxicos das antraciclinas.
Hours After Treatment Foi realizado um estudo, envolvendo a
realizagdo de bidpsias cardiacas, em 10

Fig. 15 Concentragdo tumoral (ug/gr de tecido

. _ doentes tratados com DOXIL®, nas quais
tumoral) de doxorrubicina em tumores do coélon

murinos C26, implantados em ratinhos Balb/c ap6s se observou evidéncia histopatologica de
administragdo de PLD (barras pretas) ou lesdes do miocardio significativamente
doxorrubicina convencional (barras cinza), com menores em comparacdo com doentes
respectivo desvio padrao. gue receberam doses correspondentes,
Adaptado Semin Oncol Vail, D. etal 2004 UM POUCO Mais elevadas, de doxorrubicina

livre. Neste estudo, foram utilizados dois

grupos de controlo com base nas doses
cumulativas (+/-10mg/m?) e de pico de doxorrubicina (60 ou 20mg/m?, grupo 1) ou apenas
de pico (20mg/m?, grupo 2). Os scores obtidos, comparando o grupo que recebeu DOXIL® e
0s grupos de doxorrubicina livre foram, respectivamente, de 0.3 versus 3.0 (P = 0,002, teste
de Cochran -Mantel -Haenszel) para o grupo 1 e de 1.25 para o grupo 2 (P <0,001 ,teste de

Wilcoxon).?®
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Os taxanos pertencem a outra classe de agentes antitumorais utilizados em
quimioterapia em varios tipos de tumores, incluindo cancro de mama metastatico, ovério e
cancro de pulmdo de células ndo-pequenas (NSCLC). Apesar do beneficio clinico
conseguido com taxanos numa base de solvente, estes agentes encontram-se associados a
toxicidade significativa e grave, tal como a supressdao da medula O6ssea, neutropenia,
neuropatia periférica e mucosite. 22?** Deste modo, o recurso a tecnologia nab, insurgiu-se
como alternativa viavel para contornar as questbes relacionadas com toxicidade e

incrementar a eficacia dos agentes terapéuticos.

Em Janeiro de 2005 a FDA aprovou a comercializacdo do Abraxane® (ligacdo entre
paclitaxel e albumina) com indicacao para o tratamento do carcinoma da mama metastético
em doentes adultos que n&o respondiam a terapéutica de primeira linha e para os quais a
terapéutica padrdo com antraciclinas ndo se encontrava indicada. Trés anos depois, em
2008, também a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) dava o seu parecer positivo para

a sua introdug&o no espaco europeu.

O paclitaxel é um farmaco inibidor mitético, que ao actuar como agente antimicrotubular
vai promover a unido e a estabilizagdo dos microtubulos, a partir dos dimeros de tubulina,
evitando a despolimerizagdo. Esta estabilidade resulta na inibicAo da reorganizacdo
dindmica normal da rede de microtubulos, essencial para as fungbes vitais celulares

mitéticas e da interfase. 2

O Abraxane® contém NPs de paclitaxel-albumina humana sérica com um tamanho de
aproximadamente 130 nm, estando o paclitaxel presente hum estado amorfo, ndo cristalino.
Ao serem administradas por via intravenosa, as NPs dissociam-se rapidamente em
complexos de paclitaxel solaveis, ligados a albumina, com um tamanho de
aproximadamente 10 nm. A albumina é conhecida por mediar a transcitose caveolar
endotelial dos constituintes do plasma e os estudos in vitro demonstraram que a presenga
de albumina no Abraxane® promove o transporte de paclitaxel através das células
endoteliais. Existe a hipotese de que este transporte caveolar transendotelial aumentado
seja mediado pelo receptor gp-60 da albumina, e que haja maior acumulacdo de paclitaxel
na area do tumor devido a proteina de ligacdo a albumina, proteina acida secretada e rica

em cisteina (Secreted Protein Acidic Rich in Cysteine - SPARC). 23423

Dados preé-clinicos demonstram a biodisponibilidade imediata do paclitaxel, quando
ligado a albumina e a sua possibilidade de ser transportado ao longo do corpo e para 0s

locais de tumor, utilizando as vias enddgenas da albumina, que normalmente sdo inibidas
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pelos solventes utilizados nas formulacdes convencionais (ex. Cremophor-EL, Tween
(polissorbato) 80).”°> Apés a administracdo de 20 mg/kg de paclitaxel, formulado como
Abraxane®,e Taxol utilizando um modelo animal MX-1, verificou-se que as concentracdes de
paclitaxel intratumorais foram 33% superiores para o Abraxane®. Estas concentracdes
demonstraram ser mais elevadas no primeiro ponto de tempo medido (5 min), demonstrando

a biodisponibilidade imediata da formulac&o de tecnologia nab (Fig. 16).%*°

140+ —e— ABI-007 (20 mg'kg)

—e— Taxol (20 mg/kg)
120+

100+

Paclitaxel (nCilg)
8

& o
o o
1

o
o
-
o
-
-
o
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o

Fig. 16 Concentrac¢8es Intratumorais de Paclitaxel apés administracdo de doses iguais de Abraxane®
e Taxol em murganhos portadores de xenoenxertos MX-1 de cancro de mama humano

Adaptado ODAC Abraxane (2006)

Para suportar a utilizacdo de Abraxane® no carcinoma da mama metastatico, foram
disponibilizados dados de dois estudos abertos com unico braco que incluiram 106 doentes
e de um estudo comparativo de fase lll, aleatorizado, em que foram tratados 454 doentes.

Nos estudos abertos com um Gnico braco, o Abraxane® foi administrado sob forma de
infusdo durante 30 min com doses de 175mg/m? (n=43) e 300mg/m? (n=63). A taxa de
resposta global (TRG) foi de 39,5% no primeiro (IC a 95%: [54,9-54,2]) e de 47,6% no
segundo (IC a 95%: [35,3-60,0]). O tempo mediano para a progressao da doenca (TMP) foi
de 5,3 e 6,1 meses, respectivamente.?**

No estudo comparativo, Abraxane® (260mg/m?) versus Paclitaxel padrdo (175mg/m?),
ficou demonstrada a eficacia do primeiro ao se obter TRGs significativamente superiores,
gquando comparado com o padrao (26,5% versus 13,2% [IC a 95%] ;p=0,006). O TMP foi de
20,9 semanas no grupo tratado com Abraxane® em comparacdo com 16,1 semanas no
grupo tratado com Paclitaxel padrdo, sendo estes valores idénticos a mediana da
sobrevivéncia livre de progressao (SLP) ([IC a 95%]; p=0,01). No geral, com a utilizagdo do

Abraxane®, conseguiu-se obter neste estudo um ganho de 20%, em termos de
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sobrevivéncia, traduzidas em aproximadamente 10 semanas (56,4 versus 46,7 semanas [IC
a 95%)]; p=0,02).%*

O risco / beneficio do Abraxane® no tratamento de carcinoma metastatico de mama é
considerado positivo. Nao necessita de pré -medicacdo e demonstrou uma TRG mais
elevada em comparacdo com o paclitaxel padrao. Desde de 2005 que detém a aprovacao
para esta indicacéo e, em 2010 foram publicados resultados positivos a partir de um estudo
de fase Ill em cancro de pulméo das células nao-pequenas (NSCLC). A utilizacdo de
Abraxane® melhorou TRG em doentes com NSCLC, quando administrado como tratamento
de primeira linha junto com carboplatina. Comparado com Taxol mais carboplatina, na Fase
lll, este estudo mostrou um aumento estatisticamente significativo da TRG na ordem dos

31%.%% Em Outubro de 2012 a FDA aprova, assim, esta nova indicacdo para o Abraxane®.

Mais recentemente, a 6 de Setembro de 2013, a FDA volta a expandir o leque de
indicagbes, e aprova a sua utilizacdo para o tratamento de doentes com adenocarcinoma
pancreatico metastatico. O cancro do pancreas é a quarta principal causa de morte por
cancro nos Estados Unidos. Estima-se que 45.220 pacientes serdo diagnosticados e 38.460
morrerdo da doenga em 2013, segundo o Instituto Nacional do Cancro.?’

A FDA analisou 0 novo uso para 0 Abraxane® no ambito do programa de revisédo
prioritaria da agéncia, que prevé uma revisdo acelerada de farmacos. Também foi concedida
a designacao do produto 6rfdo para o cancro de pancreas, porque se destina a tratar uma
doenca ou condic&o rara. %%’

A aprovacao para esta indicacao foi baseada na demonstragéo de melhoria na sobrevida
global num estudo de fase Il multicéntrico, internacional, aberto e aleatorizado, envolvendo
um total de 861 doentes com cancro de pancreas metastatico. Os participantes foram
aleatoriamente designados para receber a combinacao de Abraxane® mais gemcitabina (n =
431) ou gemcitabina sozinha (n = 430).No primeiro grupo obteve-se uma TRG de 23%
comparando com os 7% do segundo grupo. A SLP e o TMS também evidenciaram a
vantagem da combinagéo Abraxane® mais gemcitabina com valores de 5,5 versus 3,7

meses e, 8,5 versus 6,7 meses, respectivamente ([IC a 95%]; p<0,0001]."#%®

A combinacédo de Abraxane® mais gemcitabina, mostrou-se superior & gemcitabina em
monoterapia, em termos de eficacia, no entanto, apresentou um perfil de toxicidade

ligeiramente superior (Tab.3).
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Tabela 3 Comparacdo da toxicidade da combinacdo de Abraxane+Gemcitabina vs Gemcitabina

(Adaptado Journal of clinical oncology Daniel,D. et al (2012))

Abraxane™+ o
i Gemcitabina
Gemcitabina
Fadiga 17% 7%
Diarreia 6% 1%
Neutropenia 38% 27%
Neutropenia Febril 3% 1%
Neuropatia 17% 1%

Apesar destes resultados, os autores do estudo consideraram o perfil de toxicidade

aceitavel, tendo em conta os niveis de eficacia alcancada na TRG.?*

O esquema terapéutico convencional neste tipo de adenocarcinoma passa pela
poliquimioterapia FOLFIRINOX (5-fluorouracilo, oxaliplatina, irinotecano, leucovorina), que
tem associada uma toxicidade preocupante. Assim, tendo em conta os resultados obtidos de
estudos realizados, o Abraxane® surge como uma alternativa menos téxica (tab.5), apesar

de menos efectiva (tab.4), em relagio ao FOLFIRINOX.?%%24

Tabela 4 Comparacdo da eficacia da combinacao de Abraxane®+Gemcitabina versus FOLFIRINOX

(Adaptado JOP Khotari et al (2013))

Abraxane®+ Gemcitabina FOLFIRINOX
Tempo Mediano de 8,5 meses 11,1 meses
Sobrevivéncia
Sobrevivéncialivre de 5,5 meses 6,4 meses
progresséao
Taxa de resposta 23% 31,6%

Tabela 5 Comparacdo da toxicidade da combinagdo de Abraxane+Gemcitabina vs FOLFIRINOX

(Adaptado JOP Khotari et al (2013))

Abraxane®+ Gemcitabina FOLFIRINOX
Fadiga 17% 24%
Diarreia 6% 13%
Neutropenia 38% 46%
Neutropenia Febril 3% 5%
Neuropatia 17% 9%
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Outra nanotecnologia com bastante potencial no tratamento de tumores consiste em
lipossomas sensiveis a temperatura. Estes lipossomas vao servir como veiculo protector,
permitindo o aumento da quantidade de farmaco na circulagdo sanguinea, minimizando a
clearance e o uptake celular ndo especifico. Beneficiando do efeito EPR, ao atingir a
microvasculatura tumoral, os lipossomas séo entdo sujeitos a uma fonte de energia externa
(radiofrequéncia) que vai provocar uma hipertermia localizada, permitindo a rapida libertagédo

e penetracéo do farmaco encapsulado nas células tumorais.***

O carcinoma hepatocelular é uma das formas mais letais de cancro, encontrando-se
classificado como o quinto tumor solido mais comum. Existem cerca de 20 mil novos casos
por ano nos Estados Unidos e tem uma incidéncia mundial de aproximadamente 650 mil
casos, devido a alta prevaléncia de hepatite B e C nos paises em desenvolvimento. A
primeira linha de tratamento padrdo para o cancro do figado é a ressecgéo cirargica do

tumor, mas 80% a 90% dos doentes ndo s&o elegiveis para a cirurgia.?*?

ThermoDox® consiste na encapsulacdo de doxorrubicina activado por calor em
lipossomas, recorrendo a ablac&o por radiofrequéncia (ARF). No estudo HEAT, ThermoDox®
€ administrado iv em combinagdo com ARF. Uma zona térmica criada pela ARF liberta a
doxorrubicina encapsulada. Esta tecnologia permite a entrega de concentragfes elevadas

de doxorrubicina e a sua deposigéo preferencial nas células do tumor-alvo (Fig.17).

In Vivo In Vitro

After 1 hour at 42°C, heat-sensitive formulation Drug release oceurs at clinically achievable temperatures
delivered most drugs to tumor.

Free Doxorubicin

30 Il MNon temp sensitive liposome 60 Clinically heatable
—_ Temp sensitive liposome temperature range |
= cor anr R
E 25 - 50 39C - 42C %
I=) % | \
= |
5 20 < 40 | ThermoDox”
E o Drug released
'E 15 5 30 | in 20 seconds
£ ke | at42cC
2 E Body| |
5 10 8 20 temperature
£ - 37C| |
Q 5 10 ' DOXIL®
: ] asses®
o _— -»
F 0 : . p— s B
34°C 42°C 20 25 30 35 40 45 50

Temperature G

Fig. 17 In Vivo) Quantidade de doxorrubicina presente no tumor apés o recurso a hipertermia. In

Vitro) Percentagem de doxorrubicina libertada dos lipossomas de acordo com variagao de temperatura243
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O ThermoDox® encontra-se actualmente a ser avaliado para o tratamento do carcinoma
hepatocelular. O estudo de Fase Il inclui 600 doentes em 75 centros clinicos no ambito de
um Protocolo de Avaliagdo Especial da FDA. O estudo foi concebido para avaliar a eficacia
de ThermoDox® em combinacdo com ARF quando comparados com os doentes que
recebem ARF sozinha como controlo. O endpoint priméario do estudo é a SLP.*** Embora
ainda ndo se encontrarem publicados os resultados deste estudo, as expectativas para a
sua rapida aprovacao e comercializacdo sdo bastante elevadas.

Apesar do cenario promissor que a nanotecnologia vem acrescentar a area da terapia
oncoldgica, e de ja existirem nanoprodutos comercializados e muitos em vias do ser,
também existem casos de insucesso. Dois exemplos destes casos sao 0s projectos
LiPlaCis, cuja investigacdo foi suspensa durante a Fase |, e Livatag® ainda que tenha
chegado a Fase Il, também foi suspenso. Em ambos os casos, a suspenséo da investigagéo

foi devida a problemas de elevada toxicidade detectada.

O LiPlaCis consiste numa formulagdo lipossomal, contendo um composto de platina,
destinado ao tratamento de doentes com tumores solidos. Durante o estudo, foram
avaliados 18 doentes e administrados em 64 ciclos. No primeiro nivel de dose, 3 doentes
apresentaram reaccdo aguda a administragdo (perfusdo). Apesar do recurso a pré-
medicacao profilactica e prolongamento do tempo de perfuséo (2h) em mais doentes, outros
3 tiveram reaccdo aguda, mais moderada, a infusdo. A toxicidade reportada no quinto nivel
de dose (120mg), consistiu em toxicidade renal de grau 2, reversivel apés hidratacdo, em 2
doentes e trombocitopenia de grau 4 num desses mesmos doentes. Assim, deste modo,
tendo em conta o perfil de seguranca apresentado, ndo foram reconhecidos beneficios
adicionais da formulacdo de LiPlaCis em comparacdo com as formulacdes standard de
platina ja existentes, pelo que se justificou 0 abandono da investigacdo. Para que o estudo

seja retomado, serd entdo necessario proceder a reformulagéo do LiPlaCis.?**

O Livatag® é constituido por doxorubicina adsorvida em NPs de cianoacrilato que tém
como objectivo contornar os mecanismos de resisténcia a multiplos farmacos em células
cancerigenas. Com indicacdo para o carcinoma hepatocelular, a sua eficicia foi avaliada,
em comparacdo com os cuidados terapéuticos standard, em doentes ndo elegiveis para

resseccao cirurgica, transplante ou radiofrequéncia.

O ensaio de Fase Il, consistiu num estudo aberto multicéntrico prospectivo e
randomizado. De Dezembro de 2006 a Julho de 2008, 28 doentes foram aleatoriamente
designados para Livatag ® ( n = 17) ou melhor padréo terapéutico (n = 11 ) . Este estudo foi
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interrompido prematuramente a Julho de 2008, devido a grave reaccdo respiratéria aguda,
gue ocorreu em 3 doentes, resultando na morte de 2. Ndo foi observada nenhuma outra
toxicidade de grau 3 ou 4. Nao obstante, os resultados do ensaio demonstraram que a
administracdo de Livatag® resultava numa melhoria substancial da sobrevivéncia global (32

meses), em relacdo ao grupo de controlo (15 meses).?*>%4°

Testes toxicologicos posteriores evidenciaram a relevancia da dosagem e duracédo da
perfusdo na toxicidade pulmonar. Pelo que apesar de ter sido suspenso o ensaio de Fase II,
a empresa responsavel pelo desenho continuou a investigacdo, desenvolvendo ensaios em
modelos animais, de modo melhorar o perfil de seguranca do Livatag®. Actualmente
encontra-se em Fase lll, estudo aprovado tendo por base as evidéncias retiradas do ensaio
de Fase Il, em que a diferenca de 17 meses reforgou o interesse no produto e justificou o

pedido deste novo ensaio clinico.?*®

Tal como ja foi referido anteriormente, a procura continua de alternativas terapéuticas
para o cancro tem conduzido ao desenvolvimento de tecnologias que visam melhorar a
selectividade dos farmacos citotoxicos e o indice terapéutico. O recurso a conjugados de
anticorpos monoclonais com farmacos citotoxicos (ADCs) permite a veiculacdo e libertagédo

dos farmacos apenas nas células tumorais de interesse.

Até o momento, foram aprovados pela FDA dois ADCs: Mylotarg® (gemtuzumab
ozogamicina) e Adcetris™ (brentuximab vedotina). Aprovado no ano de 2000, o Mylotarg®
consiste na conjugacdo de um anticorpo com o antibiético neoplasico caliqueamicina, que
tem como alvo as células CD33. Tem como indicacdo o tratamento de recidivas de LMA,
CD33 positiva, em doentes com mais de 60 anos.?*’ No entanto, em 2010, a FDA emitiu um
comunicado, suspendendo a AIM, com base nos estudos realizados pds-aprovacao, em
2004, nos quais efectivamente ndo se demonstrou beneficio adicional do Mylotarg®. De
facto, 0 ensaio que se encontrava a decorrer foi interrompido quando se detectou a
ocorréncia de um elevado nimero de mortes, no grupo tratado com Mylotarg®, em relacéo

ao grupo controlo. %%

O Adcetris™ foi aprovado em 2011 pela FDA, e em 2012 pela EMA, para o tratamento
de doentes com linfoma de Hodgkin (LH) que ndo respondem a pelo menos dois esquemas
de poliquimioterapia convencional ou apo0s falha de transplante autélogo de células
estaminais (alloSCT).?****® O Adcetris™ tem como alvo os receptores CD30, que se
encontram expressos em ceélulas malignas do LH, mas com expressao limitada nas células
normais. E constituido por um anticorpo monoclonal conjugado com monometil auristatina E
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(molécula citotdxica). Apds a ligacdo as células cancerigenas com positividade para CD30, o
conjugado é clivado por proteases e o agente, monometil auristatina E é libertado e
internalizado. Uma vez no interior das células, ao interromper a formacdo da rede de

microttbulos, induz a paragem do ciclo celular e subsequente apoptose.*"?*

Foi efectuado um estudo principal envolvendo 102 doentes com LH com positividade
para CD30, que tinham recebido previamente um alloSCT e cujo cancro recidivara ou n&o
respondera a tratamento prévio. O principal par@metro de eficicia foi a percentagem de
doentes com uma resposta completa (auséncia de sinais de cancro) ou parcial ao
tratamento. A resposta ao tratamento foi avaliada por meio de exames radiogréficos
corporais e dados clinicos dos doentes. No estudo do LH, 75 % dos doentes apresentaram
uma resposta parcial ou completa ao tratamento, observando-se uma resposta completa em
33 % dos doentes. Os dados relativos a 40 doentes demonstraram que 55 % dos doentes
(22 num total de 40) responderam ao tratamento. Observou-se uma resposta completa em

23 % desses doentes (9 num total de 40).%3

Num outro estudo, realizado para determinar a eficacia e seguranca do Adcetris™ no LH
recorrente em 24 doentes com alloSCT prévio, obteve-se 50% de resposta objectiva (38%
com resposta completa e 13% com resposta parcial), com um tempo médio de 8,1 ([ 5,3-
32,0]) semanas. A taxa de controlo da doenga (resposta completa + resposta parcial +
doenca estavel) foi de 92%. O tempo médio para a resposta completa foi de 10,7 semanas
(variacéo [ 6,3-32,0] ). A SLP para todos os doentes foi de 7,8 meses (variacdo de 0,5-12,2
+) e a mediana de sobrevida global néo tinha sido atingida, dado 23 doentes permaneceram
vivos no momento da recolha de dados. Todos os doentes apresentaram, pelo menos, um
efeito adverso. Os mais comuns foram tosse, fadiga, febre, nduseas, neuropatia sensorial
periférica e dispneia. 72% apresentaram, pelo menos, um efeito adverso superior ou igual a
grau 3: neutropenia (n = 6, 24%), anemia (n = 5, 20%), trombocitopenia (n = 4, 16%), e

hiperglicemia (n = 3, 12%). **°
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Fig. 18 Case study da terapéutica com Adcetris'".
A tomografia por emissdo de positrées demonstra o
antes (A) e o ap6s (B) terapia com Adcetris™ num
doente com 20 anos de idade, diagnosticado com LH
3 anos antes. O doente tinha recebido quatro ciclos
de doxorrubicina, bleomicina, vincristina, etopoésido,
prednisolona e ciclofosfamida seguidos de
radioterapia, que produziu uma resposta completa
com duragdo de 2 meses. ApOs novos regimes
terapéuticos, foi sujeito a um alloSCT e irradiagédo
corporal total (200 cGy). No entanto, foi detectada a
progresséo da doenga ao fim de 4 meses. Recebeu
sua primeira dose de Adcetris™ em Dezembro de
2009, alcancando uma resposta parcial antes da
terceira dose e a resposta completa foi reportada
ap6s a nona dose. Completou 16 ciclos de
tratamento e permanecia em resposta completa, no
tltimo contacto, 6 meses ap6s a Ultima dose de
Adcetris™

Adaptado Blood Gopal et al.(2012)

Apesar de os dados existentes serem limitados e de os estudos ndo compararem o0
Adcetris™ com um tratamento de controlo, este foi considerado benéfico para os doentes
com LH cujo cancro recidivara ou ndo respondera a terapéutica. Nestes doentes que
geralmente apresentam maus resultados e sofrem de falta de tratamentos adequados, 0
Adcetris™ pode conduzir a uma resposta completa ou permitir que sejam submetidos a
tratamentos potencialmente curativos. O perfil de seguranca global do Adcetris™ foi
aceitavel para estes doentes e, com base nos beneficios obtidos nos ensaios realizados, foi-
lhe concedida uma “autorizagdo condicional”. Isto significa que se aguardam mais dados
sobre este medicamento, nomeadamente, acerca dos seus efeitos a longo prazo, tais como
duracdo da resposta e sobrevivéncia, 0s quais sdo necessarios para confirmar a relagédo

risco-beneficio.?®

Outro exemplo promissor que assenta sobre a tecnologia dos conjugados de anticorpos
monoclonais é o trastuzumab-DM1 (T-DM1). O trastuzumab (Herceptin®) é um anticorpo
monoclonal dirigido contra o receptor tirosina-quinase HER2 . Embora seja um agente muito
activo na superexpressao de HER2 no cancro de mama metastatico, a maioria dos doentes,
que inicialmente respondem ao trastuzumab comecam a desenvolver resisténcia, no espaco

de 1 ano, apo6s o inicio do tratamento.?**

O T-DM1 utiliza um analogo do farmaco anti-mitético maitansina que devido a sua

poténcia (cerca de 100 vezes mais potente que a vincristina)®>>?%°

e toxicidade ndo pode ser
utilizado isoladamente. Deste modo, o T-DM1 proporciona a sua administracdo em
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seguranca e em doses terapeuticamente eficazes.”®” E o primeiro ADC que utiliza ligacdes
tioéster irreversiveis em ensaios clinicos.”* Ensaios clinicos de fase | e Il do T-DM1 como
agente Unico e em combinacdo com paclitaxel, docetaxel e pertuzumab demonstraram
actividade clinica e um perfil de seguranca favoravel em doentes com cancro de mama
HER2-positivo metastatico. Dois ensaios aleatorizados de fase Il ainda aguardam
resultados finais (EMILIA e MARIANNE).?>*

No estudo EMILIA foram acompanhadas, aproximadamente, 1000 mulheres, que ja
tinham sido tratadas previamente com taxanos e trastuzumab. Este ensaio teve como
objectivo o estudo da seguranca e eficacia do T-DM1 versus capecitabina mais lapatiniba.
Nos resultados preliminares obtidos, verificou-se que o T-DM1 aumentou significativamente
a mediana da PFS, sendo de 9,6 meses no grupo T -DM1 comparado com 6,4 meses no
grupo capecitabina mais lapatiniba (HR 0,650, [IC a 95%]: 0,55-0,77 , p < 0,0001) . A taxa de
resposta objectiva foi significativamente superior na coorte de T-DM1 em 43,6 % comparado
com 30,8% na coorte de capecitabina mais lapatiniba ([IC a 95%]: 6,0-19,4, p = 0,0002)
(Fig.19).
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Fig. 19 Taxa de Resposta Objectiva e Duracdo da Resposta do T-DM1 versus Capecitabina+Lapatiniba.

Adaptado ASCO, Blackwell (2012)

Além dos resultados acima referidos, este tratamento reduziu o risco de eventos o risco de
morte em 38%, quando comparado com a capecitabina mais lapatiniba e, a taxa de efeitos

adversos de grau 3, ou superior, foi de cerca de um terco inferior comparado com a terapia

254,258

de combinagéo. Assim, o T-DM1 demonstra um progresso significativo no

desenvolvimento de ADCs como agentes anticancerigenos.
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Outra tecnologia, tem vindo a insurgir-se, cada vez mais, na terapéutica oncolégica é a
hipertermia magnética (MHT), que consiste na geragdo de calor, na regido do tumor, por
meio da aplicagdo de NPs magnéticas submetidas a um campo magnético alternado (AMF),

demonstrou resultados positivos em ensaios, pré-clinicos e clinicos, realizados.

Os gliomas correspondem a um grupo heterogéneo de tumores primarios do sistema
nervoso central (SNC) que atingem as células da glia. Constituem a maioria dos tumores
malignos priméarios do SNC, encontrando-se associados a altas taxas de morbilidade e
mortalidade. O glioblastoma € o mais frequente dos gliomas malignos e, apesar dos
recentes avancos no diagndstico e novas opc¢des de tratamento, o seu progndstico
permanece sombrio.?*® Alguns estudos preliminares da utilizacdo de MHT na pratica clinica
para o tratamento de gliomas sugerem que os SPIONs, possuem uma capacidade de
promover 0 aguecimento controlado das regides sujeitas a hipertermia, demonstrando uma

adequada distribui¢do intratumoral, com a vantagem de minimizar efeitos secundarios.?®*%*

Num estudo realizado em dois centros, 66 pacientes (59 com glioblastoma recorrente)
receberam uma instilagdo intratumoral de uma dispersdo aquosa de SPIONs, e aquecimento
subsequente das particulas recorrendo a MHT. O tratamento foi combinado com
radioterapia estereotaxica fraccionada. De acordo com a literatura, o tempo médio de
sobrevivéncia, apds o diagnéstico de glioblastoma recorrente e tratamento com terapéutica
convencional (cirurgia, radioterapia e quimioterapia), foi de 6,2 meses.?®* O objectivo
principal era demonstrar que esta alternativa terapéutica poderia de facto, prolongar o tempo

de médio de sobrevivéncia, comparando os resultados obtidos com um grupo controlo.

A mediana de sobrevida global desde o diagnéstico da primeira recorréncia do tumor
entre os 59 pacientes com glioblastoma recorrente foi de 13,4 meses ([IC a 95%]: 10,6-16,2
meses). O tempo médio de sobrevida global apés o diagnéstico do tumor primario foi de
23,2 meses, enquanto o intervalo de tempo médio entre o diagndstico primario e a primeira
recorréncia do tumor foi de 8,0 meses. S6 o volume do tumor no inicio do estudo foi
significativamente correlacionado com a sobrevivéncia que se seguiu (p < 0,01). Os efeitos

adversos registados foram moderados e sem complicacdes graves. *®

Nano-Cancer® é a primeira nanotecnologia, utilizando a MHT, dirigida a tumores

cerebrais, encontrando-se ainda em investigagdo em ensaios de fase Il
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IV. DISCUSSAO

Na maioria dos paises desenvolvidos, o cancro € considerada a segunda maior causa de
morte, logo depois das doencas cardiovasculares e, segundo a OMS, existem evidéncias
epidemioldgicas que apontam para esta tendéncia emergente também nos paises menos

desenvolvidos.

Tal como foi descrito ao longo deste trabalho, a Nanotecnologia aplicada a terapia
oncoldgica surge com potencialidades elevadas, sendo que as propriedades Unicas das NPs
como sistemas de transporte e entrega de farmacos fazem desta area um alvo preferencial
de pesquisa e investigacdo para que efectivamente se consigam obter respostas eficazes no
tratamento, diagnostico e até prevencdo de diversos tipos de cancro. O campo da
Nanomedicina esta a mover-se a um ritmo muito elevado. No entanto, por mais promissores
gque os nanoprodutos possam ser, 0 entusiasmo da comunidade cientifica por eles deve ser
contido e consideragbes apropriadas, relacionadas com seguranca dos doentes e
profissionais de salde, devem ser tornadas prioritarias no contexto da perspectiva de uma

rigorosa aprovagao regulamentar.

Questbes relevantes, vao bem além das consideragdes sobre biocompatibilidade dos
nanotransportadores, da sua farmacocinética ou da fiabilidade dos protocolos adoptados
para a sua producgéo, ndo deixando, no entanto, de constituir preocupagdes centrais. Dada a
sua natureza tripartida, as NPs estédo, sem davida, sobre a responsabilidade dos trés ramos
das agéncias reguladoras, como a FDA ou a EMA: medicamentos, dispositivos médicos e
agentes biolégicos. Consequentemente, qualquer nanoproduto para aplicacao clinica deve

ser examinado a partir destas trés perspectivas.'*®

A principal vantagem das NPs reside na sua multifuncionalidade, na capacidade de
poder incorporar varios agentes terapéuticos e/ou diagndstico, contornando as barreiras
biol6gicas. De acordo com a regulamentacédo em vigor, a aprovacdo regulamentar deve ser
emitida para cada agente, e sé depois, para a suas possiveis combinacdes. A natureza
tripartida das Nps pode representar preocupagbes ao nivel regulamentar, mas também
apresenta emocionantes oportunidades para o desenvolvimento de um grande nimero de
formulacdes terapéuticas: por exemplo, atraves da combinacdo de 100 farmacos

reconhecidos e 100 nanotransportadores/vectores mais promissores, e direccionando-os
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com 100 fragmentos eleitos de bioreconhecimento, pode-se obter um milhdo de novos

agentes direccionados.'*?

A Nanotecnologia oferece consideraveis perspectivas para a medicina, e apesar de ja
existirem alguns nanoprodutos comercializados e a serem efectivamente utilizados na
pratica clinica, a maior parte ainda se encontra sob investigacao e ensaios, pelo que apenas
poderemos aferir a sua efectividade no futuro. Esta orientacdo futura faz da Nanotecnologia
vulneravel ao surgimento de questdes, por parte da comunidade cientifica, acerca dos seus
beneficios ou danos potenciais. Devido a este facto, € necessario ter alguma contencgéao, e
ndo especular prematuramente sobre esperangcas ou preocupacfes relevantes a
nanotecnologias em desenvolvimento, antes de qualquer evidéncia formal cientifica.
Qualquer uma destas especulagdes, poderia resultar no risco de que o envolvimento publico

no inicio promovesse ou a seguranca publica ou preocupacdes com questdes erradas.?**

4.1. Questdes de Seguranca

Questbes de seguranca surgem, imperativamente, quando se aborda o tema da
Nanotecnologia, sobretudo as que se encontram intrinsecamente ligadas a toxicologia.
Estas questbes, amplamente abordadas na literatura, sdo contraditérias devido a prépria
natureza dos sistemas nanoestruturados assim como a sua morfologia, métodos de

preparacgdo, grau de pureza e tipo de protocolo dos testes utilizados.

A toxicologia, visa estudar os efeitos nocivos ou adversos de agentes de natureza fisica,
quimica ou biolégica sobre os seres vivos e 0 seu impacto sobre 0 meio ambiente, tendo
como objectivo diagnosticar, tratar e prevenir qualquer possivel intoxicacdo. O estudo dos
nanoriscos, riscos inerentes a nanotecnologia, implica a articulacdo entre disciplinas como a
nanotoxicologia, genotoxicologia e ecotoxicologia. Dentro do contexto da Nanotecnologia,
algumas consideracdes sdo necessarias, dado que 0s nanomateriais apresentam
caracteristicas exclusivas, dependentes do tamanho e da morfologia, tais como um grande
aumento da sua reactividade quimica em relacdo ao estado ‘bulk’ (sélido macro) e a sua

enorme diversidade estrutural-funcional.?®®

N&o é pois de admirar, que exista algum cepticismo por parte dos toxicologistas quando
confrontados com esta realidade emergente da Nanotecnologia e Nanomedicina. Nao
obstante a existéncia de bases de dados sobre NPs, pouco ainda se sabe sobre a sua
toxicidade em humanos até o momento e, os estudos toxicoldgicos tradicionais ndo estao

completamente adaptados para nanomateriais, em virtude do rapido avango experimentado
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por esta area. Adicionalmente, dados ecotoxicoldgicos limitados criam, na verdade, grande
dificuldade para uma avaliac&o sistematica do impacto das NPs nos ecossistemas.?®
Segundo Oberddrster®®, a exposicéo dos seres humanos a particulas nanométricas tem
aumentado significativamente no ultimo século, devido a presenca de fontes antropogénicas
(derivadas da actividade humana). Sublinha, que a Nanotecnologia, em virtude de seu
desenvolvimento acelerado, constitui outra fonte de exposicdo via inalacdo, ingestao,
absorcdo cutanea e injeccao de materiais artificiais. Considerando a maior area superficial
por massa, quando comparadas com particulas de maiores dimensdes, a actividade
biol6égica das NPs encontra-se aumentada, contribuindo também para um maior risco.
Tendo em conta todas estas premissas, para que se consiga, efectivamente, um
desenvolvimento seguro e sustentavel da Nanotecnologia, com o respectivo equilibrio
ambiental, é necessario adaptar os estudos toxicologicos tradicionais aos hanomateriais, de
modo a que se obtenha uma avaliagdo de risco o mais fidedigna possivel. Ja existem
programas especificos, tais como o NanoSafe2, da Comunidade Europeia, que estudam
varias nanoestruturas, considerando os mais diferentes aspectos, entre eles: deteccao,
monitorizacdo e técnicas de caracterizagdo; saude e avaliacdo de riscos; desenvolvimento
de sistemas seguros de producdo industrial, aplicagbes e meio ambiente e aspectos

sociais?’.

4.2. Questdes Eticas

A Nanotecnologia sendo uma tecnologia que permite muitas futuras aplicacbes médicas
levanta questbes como a sensibilidade da informagdo genética, a diferenca entre
diagnostico e terapia, acesso a recursos de salde e as tensdes existentes entre medicina
holistica e funcional. Para além disso, a Nanotecnologia acrescenta novas possibilidades na
interface entre o bio (humano) e ndo-bio (maquina), tais como chips ou implantes cerebrais,
gue podem, eventualmente, levantar novas questdes éticas especificas para a
Nanomedicina. Assim, é indispensavel uma andlise cuidadosa dos aspectos éticos, tendo
em vista a existéncia de normas e regulamentos estabelecidos pelo Comité de Etica a
escala europeia.”® Simultaneamente, qualquer nova invencdo nanomédica deve ser
avaliada sob os aspectos legais, éticos e sociais pelos respectivos especialistas da matéria.
O ideal, é a andlise precoce de todos e quaisquer desenvolvimentos tecnolégicos de modo a
se poder identificar e discutir potenciais problemas o mais rapidamente possivel, evitando

conflitos de interesse.
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A colaboracdo estreita e a co-aprendizagem entre 0s investigadores e criadores da
tecnologia e os especialistas de ética, assistidos por profissionais de comunicagdo, garante
a informacdo aberta, eficiente e adequada do publico sobre os aspectos éticos relacionados

com a Nanomedicina.?®

7

Segundo Boisseau e Loubaton®, é necessaria uma anélise profunda do campo da
Nanomedicina, sob o ponto de vista ético e tendo em conta a dignidade humana, baseada

nos seguintes principios:

e Na&o instrumentalizacdo: A exigéncia ética de ndo usar individuos meramente como

um meio, mas sempre como um fim proprio.
e Privacidade: O principio ético de ndo invadir o direito da pessoa a privacidade.

¢ NA&o discriminacdo: As pessoas merecem igualdade de tratamento, a menos que

existam razbes que permitam justificar a diferenca de tratamento. E um principio
amplamente aceite e, neste contexto, refere-se principalmente a distribuicdo de
recursos dos cuidados de saude.

e Consentimento: O principio ético que os doentes ndo estdo expostos a um

tratamento ou pesquisa sem o0 seu consentimento livre e informado.

e Equidade: O principio ético que todos devem ter acesso equitativo aos beneficios
sob consideragéo.

e Precaucado: Este principio implica o dever moral da avaliacdo do risco continuo
da exposi¢do as novas tecnologias uma vez que o seu impacto ndo é totalmente

previsivel.

A preocupacdo com a competitividade econOmica e de outros valores econdmicos
(crescimento econémico) podem entrar em conflito com o respeito pela dignidade humana.
A liberdade plena de alguns pode comprometer a salde e a seguranga de outros. Portanto,

um equilibrio deve ser atingido entre os valores que s&o todos legitimos na nossa cultura.?*

4.3. Questdes Regulamentares

Ha& mais de 50 anos que as entidades reguladoras de medicamentos de todo o mundo
tém vindo a desenvolver procedimentos juridicamente vinculativos de modo a garantir o
acesso da sociedade a medicamentos e dispositivos médicos seguros e eficazes. Apesar de
diferentes paises e territérios possuirem quadros legislativos especificos, tem havido um
esforco significativo para o desenvolvimento de normas e procedimentos comuns a todos
através da implementacdo de directrizes da Conferéncia Internacional de Harmonizacéo
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(ICH). A ICH reune as entidades reguladoras, assim como as industrias de inovacgdo, dos
Estados Unidos, Europa e Jap&o.”® O contexto histérico da regulamentacdo dos
medicamentos®® e o debate actual sobre a necessidade de regulamentar a

Nanomedicina®?"°?"? foram recentemente sujeitos a uma revisao.
Actualmente, as autoridades reguladoras deparam-se com as seguintes questdes®:

i.  Uma vez que algumas tecnologias de primeira geracéo (incluindo alguns produtos
terapéuticos lipossomais e poliméricos) ja se encontram disponiveis ha muito tempo,
as autoridades reguladoras necessitam de definir mecanismos que garantam a
introdugéo segura de produtos ‘follow-on’. Tendo em conta que os fabricantes
desses produtos ndo tém acesso a informacdes confidenciais sobre a introducdo do
produto inovador original, e que vao estar a utilizar um novo local de fabrico (e,
provavelmente, um processo de fabrico diferente), estes mecanismos serdo
essenciais para garantir idéntico risco-beneficio & medida que produtos ‘follow-on’
possam surgir.

ii. Existéncia da necessidade das autoridades reguladoras se manterem a par da rapida
evolugdo do estado da arte de tal forma a poderem aconselhar as empresas, em
primeiro lugar, sobre os requisitos para a autorizacdo de estudos em humanos e,
mais tarde, sobre 0s necessarios para a aprovagéo do produto final.

iii. Necessidade de uma monitorizacdo pré-activa da Politica Regulamentar de modo a
garantir a auséncia de "lacunas" que surgem com as novas tecnologias ao nivel dos
designados produtos fronteira, por ex. muitas das abordagens emergentes podem
ser vistas tanto como um "dispositivo médico”, um "medicamento” e / ou um “agente

de imagem”.

Assim, o0 actual quadro regulamentar deve-se basear na abordagem da relagéo risco-
beneficio, incluindo um plano de gestdo de riscos, ndo esquecendo a respectiva avaliagdo
de impacto ambiental, encontrando-se assim adequado para o desenvolvimento e avaliagdo

das nanotecnologias na industria farmacéutica.

4.4. Perspectivas Futuras

A Nanomedicina deixou de ser conceito puramente académico e a sua translacao para a

pratica clinica tem vindo a ser uma realidade premente. As nanotecnologias para aplicacao
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clinica ndo s6 vieram revolucionar todo o conceito de terapia, diagnostico e prognéstico,

como também se apresentam como um elevado foco de investimento.

A Nanomedicina representa uma grande inddstria, com vendas atingindo os 6,8 bilhdes
de ddlares em 2004, e com mais de 200 empresas e 38 produtos em todo o mundo. A cada
ano, um minimo de 3,8 bilhdes de dolares é investido em I&D de nanotecnologias. Como a
indastria da Nanomedicina continua a crescer, espera-se um impacto significativo economia.
O mercado global de Nanomedicina foi avaliado em 53 bilhdes de dblares em 2009 e devera
aumentar a uma taxa de crescimento anual de 13,5%, atingindo mais de 100 bilndes de
dolares em 2014. Os nanoprodutos de aplicacdo em terapia oncoldgica corresponderam a
um dos maiores segmentos do mercado, no valor de quase 20 bilh6es de ddélares em 20009.
Prevé-se que este sector cresga a uma taxa de crescimento anual de 11%, atingindo 33

bilhdes de délares em 2014.%*

Estes investimentos proporcionam assim, uma fonte de esperanga no que respeita ao

combate das doencgas oncoldgicas.
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V. CONCLUSAO

A Nanomedicina € uma area em franca expansdo e 0 recurso as nanotecnologias
disponiveis, revela-se promissor no que respeita ao desenvolvimento de alternativas

sustentaveis as terapias oncoldgicas convencionais.

Actualmente os nanoprodutos comercializados, ou em desenvolvimento, ndo consistem
propriamente em farmacos inovadores, mas sim em novos sistemas de veiculagdo de
moléculas/principios activos cuja accao farmacolégica ja é amplamente conhecida e

devidamente validada.

Ao longo do trabalho foram descritos alguns exemplos que demonstram bem a
potencialidade destas tecnologias, sendo quase impossivel a ndo rendicdo a esta nova

realidade.

As NPs revelam-se extremamente atractivas na terapia oncoldgica, devido a todas as
caracteristicas anteriormente mencionadas. No entanto, varias sdo as questbes que se
levantam em torno do seu real potencial, e até que ponto, a longo prazo, a sua utilizagdo, na
pratica clinica de rotina, se pode revelar contraproducente? S&o questbes validas e
pertinentes, no entanto, estas também séo ddvidas que surgem no desenvolvimento de
qualquer tecnologia médica. Como tal, uma correcta avaliacdo de risco-beneficio,
biotoxicidade, assim como o respeito pelos critérios rigorosos da producdo e

desenvolvimento de qualquer Nanotecnologia torna-se imperativa.

As expectativas sé@o elevadas e os investimentos nesta area demonstram a confianca e
a esperanca que a sociedade coloca nas nanotecnologias, abrindo portas para a
prosseguimento da investigacdo e desenvolvimento de produtos para aplicacdo em

oncologia, onde a palavra “nano” nunca foi tdo grande.
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GLOSSARIO

Anaplasia: Perda de diferenciagdo estrutural observada principalmente na maioria das

neoplasias malignas.

Anfifilico: Anfipatico; moléculas, como detergentes ou humectantes, que contém grupos
com propriedades caracteristicamente distintas, p.ex., propriedades hidrofilicas assim como
hidrofébicas.

Aptamero: Pequeno fragmento de DNA ou RNA, de estrutura tridimensional precisa, com

capacidade para se ligar selectivamente a moléculas-alvo.

Biodisponibilidade: Disponibilidade fisiolégica de uma determinada quantidade de um
medicamento, de acordo com a sua poténcia quimica; proporcao da dose administrada que

€ absorvida para a corrente sanguinea.

Biomarcador: Marcador biol6gico; em geral uma substancia utilizada como um indicador de
um estado biolégico. E uma caracteristica que é objectivamente medida e avaliada como um
indicador de processos biol6gicos normais, processos patogénicos ou respostas

farmacologicas a uma intervengao terapéutica.

Células HaCaT: Uma célula HaCaT é um tipo de célula que pertence a uma linha imortal de
queratindcitos humanos utilizados na investigacdo laboratorial. Dada a sua alta capacidade
de diferenciacdo e proliferacdo in vitro, a sua utlizagdo na investigacdo permite a
caracterizacdo de queratindcitos humanos, ciclos de vida e variagdes entre linhagens,

através de um modelo reprodutivel.

Células HUVEC: (Human umbilical vein endothelial cells), células derivadas do endotélio
vascular do corddo umbilical. Sao utilizadas como modelo de laboratério para o estudo da
funcéo e patologia das células endoteliais.

Células KB: linhagem de células tumorais utilizada como modelo de laboratério.

Células Parenquimatosas: Células pertencente ao tecido (parénquima) com funcéo

principal de determinado 6rgao.

Células-Tronco: Células estaminais; qualquer célula percursora; células cujas células-filhas

podem diferenciar-se em outros tipos celulares.
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Depuracéo: Clearance; Remogéao de determinada substancia/farmaco do sangue, p.ex., por
excrecdo renal, expressa em termos do fluxo de volume de sangue arterial ou plasma que
conteria a quantidade de substancia/farmaco removida por unidade de tempo; medida em

ml/min.

Dose Maxima Tolerada: Dose que produz toxicidade de grau 3 (grave) ou grau 4 (com risco

de vida) em 30% ou menos dos doentes testados.

Efectividade: Medida de acuréacia ou sucesso de uma técnica de diagndstico ou terapéutica
guando realizada num ambiente clinico médio; o quanto um tratamento atinge 0s seus

objectivos pretendidos.

Efeito ‘burst’: Libertacao total, descontrolada, de um farmaco encapsulado num sistema de

veiculacéo.

Eficacia: O quanto uma intervencgdo, procedimento, esquema ou servico especifico produz

um resultado benéfico em condic¢des ideais.

Eritrodisestesia Palmo-Plantar: sindrome do pé e méo, caracterizado por uma inflamacao,
com dor, ulceracdo e descamacdo, dos pés e maos, normalmente decorrente da

administracéo de quimioterapia.

Estroma: Tecido conectivo, ndo funcional constituido de tecido conjuntivo, de sustentacao

de uma célula, tecido ou 6rgéo.
Etiologia: Ciéncia e estudo das causas das doencas e 0 seu modo de accao; patogénese.

Farmacocinética: Movimentos dos farmacos nos sistemas biolégicos, afectados pela
captacao, ligacdo, eliminacdo e biotransformacéo, particularmente pelas velocidades desses

movimentos.

Hidrofilico: Polar; que se refere a propriedade de atrair moléculas de agua ou de associar-

se a elas; tendéncia a dissolver-se na agua.

Hidrofobico: N&o-polar; que carece de afinidade por moléculas de agua; que tende a ndo

se dissolver na agua.

Homeostase: Estado de equilibrio no corpo no que concerne a diversas funcbes e a

composicao quimica dos liquidos e tecidos.
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Imunogenecidade: antigenicidade, estado ou propriedade de ser antigénico.

In vitro: em ambiente artificial, referindo-se a um processo ou reac¢do que ocorre nesse

ambiente, como p.ex. num tubo de ensaio ou meio de cultura.

In vivo: no organismo vivo, referindo-se a um processo ou reacGao que ocorre em seres

Vivos.
Lipofilico: que se refere a propriedade de ser capaz de se dissolver em ou absorver lipidos.

Nanomedicamento: nanossitema com determinada substancia, ou associacdes de
substancias, que visa curar ou prevenir doengas em seres humanos, proporcionar alivio dos

seus sintomas, exercendo uma acgao farmacoldgica, imunolégica ou metabdlica.

Nanoproduto: tecnologia, de escala nanométrica, desenvolvida para aplicacdo clinica.

Inclui nanomedicamentos, agentes de imagens e/ou dispositivos médicos.

Neoplasma: Tumor; tecido anormal que cresce por proliferacdo celular mais rapidamente
do que o normal e continua crescendo mesmo apo0s a interrupgdo dos estimulos que
iniciaram o0 neocrescimento. Caracterizam-se por falta parcial ou total de organizacéo
estrutural e coordenacdo funcional com o tecido normal e, em geral, formam uma massa

distinta de tecido, que pode ser benigna ou maligna.

Neutropenia: Presenca de um numero anormalmente pequeno de neutréfilos no sangue

circulante.

Opsonizacdo: Processo pelo qual as bactérias e outras células sao alteradas de tal modo

gue sejam fagocitadas com maior rapidez e eficiéncia pelos fagécitos.

Pericito: Tipo de célula, delgada, semelhante as células mesenquimais, encontradas em
intima associacdo com a parede externa das vénulas pdés-capilares; é relativamente

indiferenciado e pode tornar-se um fibroblasto, macréfago ou célula muscular lisa.

Radioterapia Estereotaxica: A Radioterapia Estereotaxica € uma técnica de radioterapia
em que é administrada uma fraccdo de alta dose de radiacdo a um volume tumoral muito

bem definido radiograficamente e com uma localizacdo muito precisa.

Produtos ‘follow-on’: produtos que surgem no seguimento de outros previamente testados

e aprovados. Visam aproveitar a tecnologia existente e continuar o seu desenvolvimento.
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Resposta Epigénica: Resposta que se traduz no controle da expressao da actividade dos
genes, sem alteracdo da estrutura genética.

Surfactante: Agente tensioactivo, incluindo substéncias comumente designadas como
agentes humectantes, depressores da tensdo superficial, detergentes, agentes

dispersantes, emulsificantes, etc.

Tempo de Meia-Vida: Parametro farmacocinético; tempo necessario para que metade de
determinada substancia/farmaco seja completamente removida do organismo, por

processos quimicos e/ou fisicos.

Terandstico: teste diagndstico que permite aos clinicos tomar a decisdo terapéutica mais
bem adaptada a cada doente, favorecendo uma medicina mais personalizada. O terandstico
classico refere-se a uma plataforma de tratamento no qual a terapia € guiada por um teste
de diagnostico especifico, o qual ira estratificar o doente por elegibilidade para um

tratamento.

Tolerancia: Capacidade de resistir ou de responder menos a um determinado estimulo,
especialmente durante um periodo de exposicao continua; Capacidade de resistir & ac¢ao
de um veneno ou a administracéo de um farmaco continuamente ou em grandes doses, sem

efeitos prejudiciais.
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