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Resumo

O cancro colorretal (CCR) é o terceiro cancro mais comum do mundo e a quarta
principal causa de morte associada ao cancro. A quimioterapia convencional apresenta
enormes desvantagens, devido a sua baixa especificidade e aos consequentes efeitos
adversos. O CCR é também uma das maiores preocupac¢des a nivel mundial devido ao seu
diagnéstico invasivo e tardio. A endoscopia é a técnica de diagndstico mais frequente e esta
associada a desconforto e a varias complicacdes, que levam o paciente a evitar este tipo de
exames. Com a finalidade de melhorar o diagnostico e a terapéutica do cancro, a
nanomedicina tem suscitado interesse crescente no &mbito da oncologia. Esta area centra-se
no desenvolvimento de nanoformula¢des direcionadas, de forma a alcangar uma terapia mais

eficaz, mais segura e/ou um diagndstico mais eficiente.

Neste contexto, esta dissertacdo tem como objetivo compilar os avancos recentes
das abordagens nanotecnolégicas para diagndéstico, tratamento e terandstico do CCR. Para
tal, foram recolhidas informac¢des quanto a estudos pré-clinicos entre 2015-2021 e a ensaios
clinicos entre 2006-2021. Por ultimo, os resultados obtidos foram discutidos quanto ao tipo de
nanoparticula mais utilizada, ao tipo de farmaco encapsulado e a estratégia de

funcionalizacdo empregue.

No geral, as nanoparticulas mais exploradas para o tratamento do CCR foram as a
base de lipidos e as poliméricas, enquanto as nanoparticulas metdlicas e de silica foram mais
exploradas para diagnostico e terandstico. Relativamente aos farmacos veiculados, os
estudos pré-clinicos tém-se dedicado a veicular essencialmente 5-Fluorouracilo (5-FU),
curcumina (CUR) e doxorrubicina (DOX), enquanto que nos ensaios clinicos, as
nanoformulagdes veiculam maioritariamente o irinotecano (IRl), o SN-38 e a DOX.
Relativamente a funcionalizacdo das nanoparticulas, a maioria dos estudos pré-clinicos foram
realizados com nanossistemas sem funcionalizacdo. Ainda assim, os ligandos mais utilizados

foram: acido félico (AF), aptameros, &cido hialurénico e anticorpos.

Até ao momento, os estudos pré-clinicos e 0s ensaios clinicos recentes quanto a
aplicacdo da nanomedicina no diagndstico e na terapéutica do CCR indicam que esta é uma
abordagem bastante promissora, que poderd ser uma mais-valia para ultrapassar as

limitacBes do diagndstico e do tratamento convencional do CCR.

Palavras-chave: cancro colorretal, nanoparticulas, nanotratamento, nanodiagndstico

e nanoterandostico.
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Abstract

Colorectal cancer (CCR) is the third most common type of cancer worldwide and is
also the fourth main cause of death associated to cancer. Conventional chemotherapy has
enormous disadvantages, due to the lack of specificity and the resulting adverse effects. CCR
is also one of the main concerns around the world because of the invasive and late diagnosis.
The usual technique for CCR diagnosis is the endoscopy, which is associated to discomfort
and several complications, that leads the patients to avoid this type of exam. There has been
a raising interest in nanomedicine in the field of oncology with the purpose of improving
diagnosis and therapeutics of cancer. This field focuses on the development of targeting
nanoformulations to develop safer and more efficacious therapies and/or more efficient

diagnosis.

In this context, this dissertation’s main goal is to collect the recent advances in the
nanotechnological approaches for diagnosis, treatment, and theranostic of CCR. For this,
information about pre-clinical studies between 2015-2021 and clinical trials between 2006-
2021 were gathered. Lastly, the results obtained were discussed regarding the types of
nanoparticles used, the type of encapsulated compounds used and the strategies for targeting

employed.

Overall, for the treatment of CCR, the nanoparticles (NPs) more explored were lipid-
based and polymeric NPs and for the diagnosis and theranostic, were the metallic and silica
ones. Concerning the delivery of encapsulated drugs, pre-clinical studies have been focusing
on 5-flourouracil (5-FU), curcumin and doxorubicin, while clinical trials have been centred in
delivering irinotecan (IRI), SN-38 and doxorubicin. Regarding the targeting of nanopatrticles,
the majority of pre-clinical studies report studies on nanosystems without functionalization.

Nevertheless, the most used ligands were folic acid, aptamers, hyaluronic acid, and antibodies.

Up to now, recent pre-clinical studies and clinical trials about the application of
nanomedicine in the diagnosis and therapeutics of CCR show that this approach is very
promising and may contribute to overcome the limitations of the conventional CCR diagnosis

and therapeutics.

Keywords: colorectal cancer, nanoparticles, nanotreatment, nanodiagnosis and

nanotheranostic
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Abreviaturas

AJCC American Joint Committee on Cancer
AF Acido Félico
APC Gene Supressor de Tumor da Polipose Adenomatosa

CAPEOX Capecitabina + Oxaliplatina

CEA Antigénio Carcinoembrionario

CCR Cancro Colorretal

CUR Curcumina

DNA Acido Desoxirribonucleico

DOX Doxorrubicina

EGFR Recetor do Fator de Crescimento Epidérmico

ESMO European Society for Medical Oncology
5-FU 5-Fluorouracilo
FOLFOX Oxaliplatina + 5-Fluorouracilo + Leucovorina

FR-a Recetor de Folatos

IRI Irinotecano

LV Leucovorina

MMR Sistema de Reparacao Deficiente
NLC Transportador Lipidico nanoestruturado
MSI Alta Instabilidade de Microssatélites
NHS National Health Service

NIH National Institutes of Health

NP Nanoparticula

oP Oxaliplatina

PAMAM  Poliamidoamina

PEG Polietilenoglicol

PCL Policaprolactona

PLGA Acido polilatico-co-glicolico

RM Ressonéancia Magnética Nuclear

SLN Nanoparticula Lipidica Soélida

SPION Nanoparticula de Oxido de Ferro Superparamagnéticas
TAG-72  Recetor de glicoproteina-72

TC Tomografia Computorizada
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1. Introducao

O cancro colorretal (CCR) é considerado o terceiro cancro mais comum e a quarta
causa de morte por cancro em todo o mundo (Rawla et al., 2019). Apesar de toda a evolucao
na compreensdo da etiologia do cancro e no desenvolvimento de farmacos citotoxicos
(Gongalves et al., 2012), este continua a ser responsavel por mais de 1,2 milhdes de novos

casos e por cerca de 600.000 mortes por ano (Brenner et al., 2014, Rawla et al., 2019).

A quimioterapia convencional tem sido considerada cada vez mais ineficaz no
tratamento do cancro devido a sua baixa especificidade, aos seus consequentes efeitos
adversos indesejados e a baixa concentracdo de farmaco no tecido tumoral (Goncalves et al.,
2012; Sebastian, 2017). Os tratamentos standard disponiveis devem ser administrados
durante longos periodos de tempo de forma a se obter efeito terapéutico, o que geralmente
provoca multirresisténcia aos farmacos pelas células tumorais. Assim, inovacdes baseadas
na nanotecnologia tém sido exploradas como potenciais alternativas (Gongalves et al., 2012).
A aplicacdo de nanoparticulas (NPs) na area da oncologia é considerada vantajosa, pois
apresenta alta especificidade para o tumor e elevada concentragdo em tecidos tumorais. A
melhoria da seletividade proporcionada pelas NPs resulta num aumento da eficacia dos

farmacos e numa diminuigdo da ocorréncia de efeitos adversos (Carvalho et al., 2020).

1.1. Cancro Colorretal

1.1.1. Epidemiologia

Na pratica clinica, o cancro retal e o cancro do célon sdo considerados uma Unica
entidade tumoral denominada CCR, que se desenvolve no intestino grosso (Paschke et al.,
2018). O cancro do cdlon desenvolve-se na parte mais longa do intestino grosso, o célon,
enquanto o cancro retal afeta a Gltima seccao do intestino grosso, o reto (Anticancer Fund,
2016).

Em Portugal, o CCR é um tipo de cancro bastante comum. E o segundo mais frequente
nas mulheres, depois do cancro da mama, e nos homens, depois do cancro da prostata
(SPED, 2021a). Apesar dos avancos terapéuticos e das inovag8es no diagndstico, o CCR é o

terceiro cancro mais comum em todo o mundo. Com cerca de 600 mil mortes estimadas por
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ano, este cancro é a quarta principal causa de morte em todo o mundo (NIH, 2020b; Pan et
al., 2017). A principal causa de morte relacionada com este tipo de cancro € a presenca de
metastases a distancia. Em 25% dos pacientes diagnosticados, 0s mesmos apresentam
metastases a distancia principalmente no figado (Kotelevets et al., 2016). Em situa¢cfes de
CCR localizado a probabilidade de sobrevivéncia a 5 anos € de 90%, em casos de serem
identificadas metéstases a taxa de sobrevivéncia a 5 anos desce para 12% (Naeem et al.,
2020).

1.1.2. Carcinogénese colorretal

O inicio da carcinogénese é determinado pelo desenvolvimento de pdélipos
neoplasicos na mucosa do célon, estas alteracbes sdo0 pequenos crescimentos no
revestimento interno do intestino grosso (NHS, 2020a). Para a determinacédo do potencial
maligno dos pdlipos, o estudo da histologia é de extrema importancia. Existem dois tipos
histolégicos de polipos, os hiperplasicos e os adenomatosos. Os polipos hiperplasicos sdo
constituidos por células glandulares com muco citoplasmatico reduzido, enquanto os nucleos
adenamatosos sao hipercromaticos e aumentados (Cappell, 2008). Conforme varios estudos
epidemioldgicos, clinicos e patolégicos comprovaram (Aceto et al., 2020; Munding &
Tannapfel, 2014; Strum, 2016), a maioria dos CCR surgem de adenomas. O risco de
desenvolver CCR é maior com 0 aumento do nimero de pdlipos adenomatosos. Em casos de
doentes com polipose adenomatosa familiar, que desenvolvem milhares de pdlipos
adenomatosos no coélon, a condicdo progride para CCR se ndo realizarem colectomia
(Cappell, 2005). Assim, os poélipos adenomatosos sao considerados 0s percursores
displasicos do CCR (G. Smith et al., 2002).

1.1.2.1 Patogénese molecular

O aparecimento de CCR, resultante da instabilidade genética, pode seguir diferentes
vias moleculares, nomeadamente, instabilidade cromossdmica; alta instabilidade de
microssatélites (MSI); e fenétipo de metilagdo de ilhas dinucleétido citosina-guanina (cPg)
(Armaghany et al., 2012).

Os CCR causados por instabilidade cromossdmica correspondem a 70% dos casos
(Cappell, 2008). Esta via também é conhecida como via tradicional de adenoma-carcinoma e

segue uma progressao de alteracdes genéticas e histoldgicas (Armaghany et al., 2012). Esta
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instabilidade pode ocorrer por alteragbes cromossOmicas estruturais e numéricas, por

by

exemplo, alteracdes que levam a ativacdo de proto-oncogenes, K-ras, e que levam a
inativacdo de genes supressores de tumores, como os genes APC (gene supressor de tumor
da polipose adenomatosa), o MMC (gene supressor de tumor colorrectal), e perda de p53
(Armaghany et al., 2012; Cappell, 2008; Kotelevets et al., 2016). A mutacdo no gene APC é a
mutacao mais comum presente no CCR familiar e esporadico. A instabilidade cromossdmica
pode iniciar a sequéncia adenoma-carcinoma e/ou surgir durante a evolugdo para CCR -

Figura 1 (Armaghany et al., 2012).

MLH1 and MSH2

L APC I L KRAS 1 P8

| I I 1 I I
Normal Adenoma precoce Adenoma tardio Adenocarcinoma

P £ W\ 5\
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Figura 1 - Sequéncia adenoma-carcinoma. Adaptado de: (Armaghany et al., 2012).

Apesar da maioria dos casos de CCR estarem associados a via de instabilidade
cromossOmica, os tumores MSI associados a um sistema de reparagéo deficiente (MMR) s&o
responsaveis por 12-15% dos casos de CCR esporadicos (Cappell, 2008; Kotelevets et al.,
2016). Os tumores MMR/MSI s&o caracterizados por uma falha no reconhecimento e
reparacdo de bases azotadas durante a replicacdo do Acido desoxirribonucleico (DNA)
(Cappell, 2008; Kotelevets et al., 2016). Este sistema de reparacao € composto por 4 genes
e suas proteinas (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). As muta¢cfes no sistema MMR podem
provocar a perda de proteinas funcionais e/ou a producgédo de proteinas nao funcionais. Estes
dois fatores podem causar deficiéncia no sistema MMR (Hisato Kawakami, Aziz Zaanan,
Frank A. Sinicrope, 2015). As mutacdes associadas aos genes que codificam as proteinas

MSH2 e MLH1 estdo associadas a sindrome de Lynch (Pereira, 2013).

Cerca de 10-15% dos casos de CCR tém presente uma proporcao bastante elevada
de loci CpG com metilagdo aberrante do DNA (Grady & Markowitz, 2015). O fenétipo de
metilacdo de ilhas cPg pode levar a alteracéo de expressao genética e provocar silenciamento

genético (Klose & Bird, 2006). Nas células normais, as ilhas CpG estéo no estado ndo metilado
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e 0 gene é expresso normalmente. Na presenca de metilagdo, o gene promotor € silenciado.
Este silenciamento pode também acontecer a genes supressores de tumores (Armaghany et
al., 2012). Nos casos de CCR, o genoma encontra-se globalmente hipometilado. No entanto,
ocorre uma hipermetilagdo da regido promotora de alguns genes. Por exemplo, hMLH1

encontra-se metilado neste tipo de carcinoma (Rashid & Issa, 2004).

Todas estas vias de patogénese molecular de CCR estdo associadas a uma
acumulacédo gradual de alteracBes genéticas que provocam ativacéo ou sobre-expressao de
proto-oncogenes e a inativacdo ou delecao de genes supressores de tumor (Kotelevets et al.,
2016; Rashid & Issa, 2004). Assim, a instabilidade genética pode estar presente no inicio do

adenoma e durante a progressao para a malignidade (Armaghany et al., 2012).

1.1.3. Fatores de risco

O aparecimento do CCR esta intrinsecamente relacionado com diversos fatores, estes
podem ser fatores comportamentais, ambientais, genéticos e podem também estar
associados a outras patologias (Argilés et al., 2020). Alguns dos fatores de risco séo: idade,
etnia, género e predisposi¢do genética (Kotelevets et al., 2016; Naeem et al., 2020). A idade
é considerado um fator relevante, uma vez que 70% dos pacientes tém mais de 65 anos e a
incidéncia de CCR é menor em pessoas com menos de 40-45 anos (Argilés et al., 2020).
Outros fatores de risco considerados particularmente relevantes séo o histdrico pessoal ou
familiar de CCR e a presenca de antecedentes pessoais de polipos adenomatosos (NIH,
2020b).

Relativamente aos fatores genéticos, cerca de 10-15% dos casos de CCR estao
relacionados com sindromes que sdo causadas por mutacdes em genes de predisposicdo
para CCR. A predisposi¢do para o desenvolvimento de CCR em familias com CCR hereditario
sem polipose e polipose adenomatosa familiar no colon é transmissivel de forma autossémica
dominante (Kotelevets et al., 2016; Pereira, 2013).

As pessoas com a condicdo polipose adenomatosa familiar apresentam uma mutacao
no gene APC que provoca o aparecimento de centenas de pdlipos no intestino grosso. Assim,
num polipo ou mais pode desenvolver-se um tumor em idade jovem, entre os 20 e 40 anos
(Anticancer Fund, 2016).

A sindrome de Lynch ou CCR hereditario sem Polipose é causada por mutagfes

germinais nos genes de reparacdo de ADN (hMSH2 e hMLH1). Os pacientes com esta
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condicdo tém o risco de a partir de um tumor benigno desenvolver um cancro a um ritmo muito
mais acelerado (Anticancer Fund, 2016; Pereira, 2013). O CCR hereditario sem polipose
corresponde a 5% dos casos de CCR e a Polipose Adenomatosa Familiar corresponde a 1%

dos casos (Kotelevets et al., 2016; Pereira, 2013).

Outras sindromes de CCR com uma incidéncia mais baixa € a polipose recessiva
adenomatosa com mutacdes no gene MUTYH (Kotelevets et al., 2016; Pereira, 2013). Este
gene codifica uma enzima que é responsavel pela reparacao de erros na replicacdo de DNA,
nomeadamente reparacdo por excisdo de bases azotadas. As muta¢cdes neste gene levam a
producdo de enzimas ndo funcionais e, assim, levam a formacdo de mutacdes em outros

genes (Sampson et al., 2005).

Outra sindrome de CCR ¢é a sindrome de Peutz-Jeghers, que apresenta mutagédo no
gene STK11l (Kotelevets et al., 2016; Pereira, 2013). Este gene, considerado um gene
supressor de tumor, é responsavel pela codificagdo de uma enzima, a serina/treonina quinase
11. Esta enzima é responsavel pela regulacdo da polaridade celular e também promove um
tipo de morte programada, a apoptose (NCBI, 2021). As mutac¢des neste gene podem afetar
a funcdo supressora de tumor, levando a um crescimento celular descontrolado e, assim,

causar a producao de polipos (MedlinePlus, 2020).

Algumas doengas crénicas estdo associadas a um aumento do risco de desenvolver
CCR, como a doenca inflamatéria intestinal, a obesidade e a diabetes (Argilés et al., 2020;
Tsilidis et al., 2015).

Os fatores de risco associados ao estilo de vida sdo, o sedentarismo, o0 consumo
elevado de alcool e de carnes vermelhas, a dieta ocidental rica em gorduras, o tabagismo e
os desequilibrios na microbiota intestinal (Argilés et al., 2020; Cross et al., 2010). A dishiose
intestinal e o desequilibrio na microbiota intestinal podem provocar a produgéo de espécies
reativas de oxigénio, metabolitos e toxinas que podem promover alteracdes genéticas e

epigenéticas que levam a CCR (Kotelevets et al., 2016).
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1.1.4. Estadiamento

O estadio do cancro, que descreve a extensao e disseminacdo do mesmo no corpo
humano, é um dos fatores mais significantes na determina¢éo do progndstico e na avaliacéo
das opcgdes de tratamento (SNS, 2021). Ao longo do tempo foram surgindo varias
classificacbes de estadiamento do CCR. A classificacdo universal de cancros TNM,
desenvolvida pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), € o sistema que considerada
trés grandes fatores: T - extensdo da invasdo do tumor primario; N - a invasdo de ganglios
linfaticos; e M - metéstases a distancia (NIH, n.d.-b). Na classificacdo TNM, a descricdo do
cancro é feita a partir de letras seguidas de nimeros. Esta nomenclatura permite fornecer
mais informagédo sobre o cancro. Na Tabela 1 estdo apresentadas as classificacbes e os
respetivos significados (Al B. Benson et al., 2021; NIH, 2015).

Tabela 1 - Classificacdo TNM para CCR. Adaptado de: (Al B. Benson et al., 2021; NIH, 2015).

TNM Significado

T TO O tumor principal ndo foi encontrado

Tis Carcinoma in situ

T1, T2, T3, T4 Extensao do tumor principal
**T4a — tumor invade através do peritoneu visceral
T4b — tumor invade diretamente ou adere-se a 6rgados e

estruturas adjacentes

N NO O cancro nao foi encontrado em ganglios linfaticos

N1, N2, N3 Quanto maior o numero de N maior o niumero de géanglios
linfaticos invadidos
** Nla — 1 ganglio linfatico foi invadido
N1b — 2 ou 3 ganglios linfaticos foram invadidos
Nlc - tumor invade tecidos serosos, subserosos,
mesentéricos, entre outros
N2a — 4 a 6 ganglios linfaticos regionais foram invadidos

N2b — 7 ou mais ganglios linfaticos regionais foram invadidos

O cancro nao se expandiu para outras zonas do corpo

M1 O cancro apresenta metastases
** Mla — metastase s6 num 6rgao, sem metéstase peritoneal
M1b — metastase em 2 ou mais 0Orgdos, sem metastase
peritoneal

M1c — metastase na superficie peritoneal
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De forma simples, a AJCC criou 5 classificagcbes a partir do sistema TNM,
nomeadamente estadio O, I, Il, lll e IV - Figura 2 (NIH, 2015). Na Tabela 2 estao representados
os estadios e as respetivas caracteristicas segundo o sistema de classificagdo TNM. No
estadio 0, carcinoma in situ, o tumor esta delimitado apenas num local, encontra-se apenas
na mucosa. No estadio I, o tumor expande-se para a camada submucosa e muscular. O
estadio Il divide-se nos estadios IIA, IIB e IIC. No estadio A, o tumor invade a camada
muscular para a camada mais externa da parede do cdlon, a serosa; no estadio IIB, o tumor
espalha-se através da camada serosa, sem invadir 6rgdos proximos; no estadio IIC, o tumor
invade diretamente outros 6rgéos. O estadio Ill apresenta metastases em ganglios linfaticos
circundantes. O estadio IV é caraterizado por tumores que tém metastases distantes (Cisterna
et al., 2016; NIH, 2015; S. Kim & Lee, 2016).

vaso

, Ganglio linfatico
sanguineo

/
Estadio 0
Estadio |

Estadio Il

Figura 2 - Estadios do CCR de acordo com AJCC Adaptado de:(Vinchhi & Patel, 2021).
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Tabela 2 - Estadios de CCR e Classificagdo TNM. Adaptado de: (Al B. Benson et al., 2021).

Avancos Recentes das Abordagens Nanotecnoldgicas para

Diagndstico e Tratamento do Cancro Colorretal

Estadios T N M
Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1, T2 NO MO
Estadio Il A T3 NO MO
B T4a NO MO

C T4b NO MO

Estadio A T1, T2 N1/Nic MO
i T1 N2a MO

B T3, T4a N1/N1lc MO

T2, T3 N2a MO

T1, T2 N2b MO

C T4a N2a MO

T3, T4a N2b MO

T4b N1, N2 MO
Estadio A Qualquer T Qualquer N Mla
v B Qualquer T Qualquer N M1lb
Qualquer T Qualquer N Mlc
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1.1.5. Manifestac¢des clinicas

Num estadio inicial do CCR raramente sdo observados sintomas (Anticancer Fund,
2016; CDC, 2021). Como o CCR cresce lentamente, este demora até atingir dimensdes
capazes de causar sintomatologia. Assim, os sintomas observados ocorrem geralmente em
fases mais avancadas do cancro (Minhhuyen Nguyen, 2021). As manifestacdes clinicas
geralmente sdo vagas, pouco especificas, pois podem estar associadas a outras patologias

nao malignas (Anticancer Fund, 2016).

Existem diversos quadros clinicos resultantes dos sintomas, como alteragées nos
hébitos intestinais; presenca de sangue nas fezes; diarreia ou obstipacdo intestinal; colicas
persistentes; dor abdominal; perda de peso e anorexia (CDC, 2021). Entre estes sintomas, 0s
menos comuns S80 nauseas, vOmitos e anorexia. As alteragbes cronicas dos habitos
intestinais ndo sdo consideradas sintomas, estdo apenas associadas a CCR quando séo

repentinas e recentes (Cappell, 2008).

O sangue presente nas fezes pode ser de cor viva ou de cor escurecida, sendo que
geralmente as fezes parecem normais e ndo é visivel a presenca de sangue. Em situacdes
gue o sangramento retal é grave, o doente pode apresentar anemia por diminui¢do de glébulos
vermelhos (American cancer society, 2020). Consequentemente, a anemia pode causar

fraqueza, dispneia, fadiga e palpitacdes (Cappell, 2005).

Em estadios mais avancados, na presenca de metastases, o doente pode desenvolver
caquexia cancerosa (Cappell, 2005). Esta sindrome é caracterizada por perda de peso
corporal, diminuicdo do musculo esquelético e tecido adiposo, anorexia, astenia e anemia

(Raghu Dhanapal, TR Saraswathi, 2011).
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1.1.6. Rastreio e Diagnostico

Segundo a Sociedade Portuguesa de Endoscopia Digestiva, existem duas situacoes
importantes a diferenciar, que sao as situacdes de rastreio na auséncia de sintomas e as de
diagndstico na presenca de sintomas. O rastreio permite que o tumor seja detetado em fases
precoces e que seja possivel detetar pélipos previamente ao desenvolvimento do cancro
(SPED, 2021a).

O estadio em que é detetado o tumor é um dos fatores mais importantes na
determinagéo do prognostico (Brenner et al., 2014). Clinicamente, é possivel tratar o CCR
com sucesso se for diagnosticado precocemente (Pereira, 2013). No entanto, cerca de 90%
dos individuos com CCR apenas sdo diagnosticados depois de surgir algum sintoma ou existir
alteracdes laboratoriais e radiogréficas. Nos pacientes diagnosticados com sintomas, 0s
tumores tém dimensdes maiores e apresentam-se num estadio mais avangado do que 0s
tumores detetados em pacientes assintomaticos. Os dados relativos ao CCR tendem a
melhorar com o incremento da implementacdo de exames complementares ao rastreio de
CCR (Moreno et al., 2016).

De acordo com as recomendacdes de American Society of Colon, os métodos de
rastreio de 1° linha sdo a colonoscopia e a pesquisa de sangue oculto por método

imunoquimico (Wolf et al., 2018).

1.1.6.1 Exame Fisico e historial médico

O médico guestiona o paciente sobre possiveis fatores de risco e historial médico.
Também é tido em conta a sintomatologia e a duragdo da mesma. Relativamente ao exame
fisico propriamente dito, 0 médico apalpa o abdémen de forma a detetar alguma massa ou

orgéo dilatado e também inspeciona o resto do corpo.

z

Outro exame que também pode ser feito nesta fase € o exame retal digital. O
procedimento baseia-se na inser¢do de um dedo indicador lubrificado no interior do reto do
paciente com o objetivo de detetar qualquer anomalia (American Cancer Society, 2020c;
Anticancer Fund, 2016).
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1.1.6.2 Testes de detecao de sangue nas fezes

Entre os testes néo invasivos, 0 método mais comum é a pesquisa de sangue oculto
nas fezes (Swiderska et al., 2014). O exame fecal com guéiaco é o teste mais utilizado para
detetar sangue oculto nas fezes, esta técnica baseia-se na reacdo do heme (precursor da
hemoglobina) com a peroxidase. Este teste é considerado pouco especifico, pois pode reagir
com outras peroxidases nas fezes, como as provenientes da dieta, como frutas e vegetais
(World Gastroenterology Organisation, 2007). Uma vez que este teste tem apenas uma
sensibilidade de 50-60% (World Gastroenterology Organisation, 2007) tem vindo a ser
substituido pelo teste imunoquimico das fezes. De acordo com a European Society for Medical
Oncology (ESMO), este teste tem uma melhor resolugéo na dete¢cdo de adenomas e cancros
(Argilés et al., 2020). Nesta técnica, a hemoglobina é detetada através de técnicas mais
sensiveis e especificas e o paciente ndo necessita de ser submetido a restricdes alimentares

(World Gastroenterology Organisation, 2007).

1.1.6.3 Exames laboratoriais

Um dos exames laboratoriais mais comuns € o hemograma completo, este exame
confirma o diagnéstico de anemia causada pelo CCR. As enzimas hepéaticas sdo analisadas
para avaliar a funcdo hepética, uma vez que € comum existir metastases do CCR no figado

(American Cancer Society, 2020c).

A detecdo de marcadores tumorais é outro exame possivel no diagnostico do CCR.
Os marcadores tumorais sao substancias produzidas pelo tumor e sdo detetaveis nas analises
clinicas. O marcador tumoral especifico para o CCR é o fator antigénio carcinoembrionario
(CEA). Apesar de ser um marcador especifico e quando detetado sugerir o diagnéstico de

CCR, este teste ndo € suficiente se feito isoladamente (American Cancer Society, 2020c).

Ainda se pode desenvolver o teste de DNA do CCR, este teste deteta alteracbes no
DNA em adenocarcinomas colorretais (Swiderska et al., 2014) e tem uma sensibilidade de
52%, enquanto o teste de guaiaco apenas tem 13% (World Gastroenterology Organisation,
2007). No entanto, estes testes moleculares no diagnéstico do CCR tem aplicabilidade

limitada e est&o associados a custos extremamente elevados (Swiderska et al., 2014).
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1.1.6.4 Endoscopia

7

De acordo com as guidelines da ESMO, a colonoscopia completa € a técnica
recomendada para rastrear CCR em pessoas que apresentem risco médio. E a técnica
recomendada pois, comparada com outros métodos, € a que apresenta maior sensibilidade e
especificidade. Nos casos negativos, idealmente a técnica deve ser repetida num periodo de
10 anos (Argilés et al., 2020). Nesta técnica € utilizado o colonoscépio, um instrumento fino,
longo e flexivel que consegue atravessar todo o intestino grosso (Anticancer Fund, 2016).
Este instrumento € iluminado com uma pequena camara de video na extremidade e é
compativel com outros instrumentos de biépsias (American Cancer Society, 2020c). Todavia,
esta técnica apresenta desvantagens, destaca-se o desconforto e a possivel perfuracdo ou
sangramento do intestino grosso. Estes riscos e complicacbes levam a que o0s pacientes

evitem estes exames (Swiderska et al., 2014).

Outro exame alternativo, caso 0s pacientes recusem a colonoscopia, é a
sigmoidoscopia (Argilés et al., 2020). Neste procedimento, o instrumento utilizado é o
sigmoidoscapio, um instrumento flexivel que é introduzido na parte distal do intestino grosso,
acima do reto (Anticancer Fund, 2016). A preparagéo intestinal nesta técnica € mais facil, ndo
€ necessario sedacdo e o tempo do procedimento € menor em comparacdo com a
colonoscopia. Esta técnica € aplicavel a individuos que ndo apresentem sintomas para uma

detecéo precoce (World Gastroenterology Organisation, 2007).

Nas situacdes em que ha suspeita de cancro retal, os médicos optam pelo exame
proctoscopia. O instrumento utilizado € o proctoscopio, € fino, mais rigido com a finalidade de
analisar a parede interna do reto. A partir das imagens obtidas pela camara de video, o médico

consegue determinar a dimenséo e a localizacdo do tumor (American Cancer Society, 2020c).

1.1.6.5 Bidpsia

As técnicas endoscopicas anteriormente referidas, apesar de invasivas, apresentam
diversas vantagens (Argilés et al., 2020), nomeadamente a possibilidade de realizar biopsias.
Durante os procedimentos endoscopicos podem ser removidos pélipos ou amostras de tecido
intestinal com suspeita de apresentarem anormalidades. Apés esta remoc¢ao, o tecido é
submetido a um exame histopatolégico em laboratério para verificar a presenca de células

cancerigenas (Anticancer Fund, 2016; Cancer Treatment Centers of America, 2021). A
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informacéo obtida neste exame histopatoldgico permite verificar caracteristicas especificas do

CCR e confirmar o diagnéstico (Anticancer Fund, 2016).

1.1.6.6 Técnicas de Imagiologia

A imagiologia permite obter informacdes anatémicas do CCR, por exemplo, a partir de
tomografias computorizadas (TC), e caracteristicas funcionais, a partir de tomografias por

emissao de positrdes (Bruening et al., 2014).

A TC utiliza raios-X, que séo absorvidos de forma diferente pelos diversos tecidos, e a
partir dessa informacao fornece imagens tridimensionais da anatomia interna (Bruening et al.,
2014). As imagens mostram a presenca de quaisquer anormalidades ou tumores. Este teste
permite definir o tamanho do tumor e verificar a sua presenca nos ganglios linfaticos proximos,
nos pulmdes, no figado ou em outros 6rgdos (American Cancer Society, 2020c). Nos casos
em que a colonoscopia € recusada por parte do paciente ou na presenca de comorbidades
gue dificultam a sua realizagdo, como tumores obstrutivos, pode ser utilizada a colonoscopia
virtual por TC (Anticancer Fund, 2016; Badea et al., 2016). Esta técnica tendo ja a vantagem
de ser pouco invasiva, ainda permite examinar o interior do colon e do reto a partir de imagens

por raios-X (Badea et al., 2016).

A ultrassonografia utiliza ondas sonoras para obter imagens dos 6rgaos internos. O
instrumento utilizado é o transdutor, que esta responsavel pela emissao das ondas sonoras e
pela captacao dos ecos refletidos pelos 6rgéos (NIH, n.d.-a). Na ultrassonografia endoretal, o
transdutor € inserido no reto e é (til para se verificar o crescimento do tumor na parede retal
e nos orgaos adjacentes (American Cancer Society, 2020c). Este exame é acessivel, indolor
e de facil aceitacdo pelos pacientes, é assim um dos primeiros métodos a considerar quando
0S pacientes apresentam alteracbes dos movimentos intestinais, sintomas ou doencas
abdominais (Badea et al., 2016).

A ressonancia magnética nuclear (RM) é uma tecnologia ndo invasiva que utiliza
ondas de radiofrequéncia na presenca de um forte campo magnético para obter imagens
tridimensionais detalhadas do interior do corpo (NIH, 2016; NHS, 2018). Como diferentes
tecidos produzem sinais diferentes, € possivel identificar os varios tipos de tecidos (NHS,
2018). Esta técnica pode ser aplicada em vérias areas anatémicas, nomeadamente, figado,
cérebro e medula espinal, possiveis locais de disseminacdo do CCR (American Cancer
Society, 2020c).
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Na tomografia por emissao de positrées, um analogo radioativo da glicose é injetado
no sangue (NHS, 2021). Este radiomarcador acumula-se em tecidos com maior atividade
metabdlica e como as células tumorais metabolizam grandes quantidades de glicose, estas
areas podem ser observadas nas imagens obtidas por esta técnica (Bruening et al., 2014).
Este tipo de tomografia é realizada para localizar metastases e determinar a natureza maligna

de lesdes quando associada a outra técnica como a TC (Anticancer Fund, 2016).

Em Portugal, existe um programa de rastreio oncolégico do CCR, em que é
desenvolvido o teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes pelo método imunoquimico entre
as idades 50 e 74 anos. O teste deve ser repetido 2 em 2 anos (Gabinete do secretario de
estado e adjunto da saude, 2017). Este programa demonstrou uma diminuicdo de 20% da
mortalidade associada ao CCR (SNS, 2020b).
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1.1.7. Tratamento

1.1.7.1. Opc¢Oes de Tratamento

A escolha do tratamento para o CCR depende de diversos fatores, nomeadamente

da extenséo de disseminacéo do cancro (NHS, 2019).

As opcdes terapéuticas sdo: cirurgia, quimioterapia, imunoterapia, radioterapia e
técnicas endoscopicas. A cirurgia é o tratamento mais comum em todos os estadios do CCR
(NIH, 2020a), pode ser aplicada com o objetivo de remover o tumor principal no célon ou de
remover lesdes metastaticas (Anticancer Fund, 2016). A colectomia envolve a remocgéo de
uma parte do célon em que posteriormente as partes saudaveis sdo unidas através de
métodos cirdrgicos (NCCN, 2021). Na cirurgia ao tumor principal, o0 médico remove o
segmento intestinal onde estdo localizados o tumor, os géanglios linfaticos regionais e os
orgdos adjacentes invadidos pelo tumor. A cirurgia de ressec¢do das metastases deve ser
considerada e pode ter bons resultados se a localizagdo das metastases ndo representar um
elevado risco operatorio e se apds a resseccdo da metdstase o tecido restante seja
suficientemente funcional (Anticancer Fund, 2016). O estadio clinico do cancro é analisado
anteriormente a cirurgia através de exames clinicos e radiolégicos. No entanto, depois de se
analisar o tecido tumoral ressecado na cirurgia, o estadio definitivo é conhecido e assim o

plano de tratamento pode ser ajustado (Anticancer Fund, 2016).

A quimioterapia define-se como a administracdo de farmacos citotoxicos que
destroem as células tumorais, afetando o seu crescimento e a sua divisdo. Estes farmacos
ndo atuam de forma seletiva, afetam as células tumorais, mas também as células saudaveis,
0 que pode causar diversos efeitos secundarios (IPO, n.d.). A quimioterapia adjuvante é
administrada apdés um tratamento curativo, por exemplo, ap0s cirurgia e visa prevenir a
disseminacdo de metastases. A quimioterapia neoadjuvante é administrada antes da cirurgia
de forma a reduzir o tamanho do tumor para posteriormente ser possivel a cirurgia (NHS,
2020b) (SNS, 2020a). A quimioterapia pode ser administrada por via intravenosa ou por vi oral
e o tratamento pode consistir apenas num farmaco ou huma combinacéo de farmacos (NHS,
2020b).

A determinacdo do plano da quimioterapia depende de diversos fatores,
nomeadamente do estadio do cancro, presenca de caracteristicas patolégicas de alto risco,
presenca de MSI e idade do doente (C. Wu, 2018). Os citotdéxicos que sdo utilizados no

tratamento do CCR sao, as fluoropirimidinas: 5-Fluorouracilo (5-FU), capecitabina ou o
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Tegafururacilo, e a leucovorina (LV), oxaliplatina (OP) e irinotecano (IRI). Por norma a LV €
utilizada em combinagdo com o 5-FU, uma vez que melhora a eficacia do mesmo. As
fluoropirimidinas possuem interacdes sinérgicas quando combinadas com outros farmacos
citotoxicos, nomeadamente a OP e o IRl (Anticancer Fund, 2016). Este grupo
Farmacoterapéutico, como componente da terapia adjuvante e antimetastatica, tém
aumentado a sobrevida dos doentes diagnosticados com CCR (Chabner B, Lynch T, 2014).
O mecanismo de agdo das fluoropirimidinas é a inibicdo da enzima Timidilato sintase, que
possui um papel essencial na sintese de DNA. Este grupo de farmacos é dividido em trés
metabolitos - fluorodeoxiuridina, trifosfato de fluoro-desoxiuridina e trifosfato de fluorouridina -
gue possuem efeitos farmacodindmicos através da sua incorporacdo no DNA (Klein Teri E,
2011). O 5-FU é metabolizado em fluorodeoxiuridina, que se liga e inibe a enzima Timidilato
Sintase. A LV, pertencente ao grupo Antifolatos, € convertida em outro folato que estabiliza a
ligagdo do fluorodeoxiuridina a enzima Timidilato Sintase, o que aumenta a inibicdo desta
enzima (FDA, 2011). O mecanismo de agcdo da OP baseia-se na formacdo de ligacdes
cruzadas na cadeia de DNA, gue provoca a interrupgéo da sintese do mesmo (Infarmed I.P.,
2012). O IRI, sendo um inibidor da topoisomerase | do DNA, o seu mecanismo de agdo baseia-
se precisamente na inibicdo desta enzima. Esta inibicdo induz lesdes na cadeia simples de

DNA que provoca bloqueios na replicagdo de DNA (Infarmed I.P., 2009).

Os principais anticorpos monoclonais utilizados na terapia bioldgica dirigida sé&o:
bevacizumab, cetuximab, panitumumab, afibercept e regorafenib. O mecanismo de acdo do
bevacizumab é inibir o fator de crescimento do endotélio vascular, este fator de crescimento
€ um dos principais fatores responsaveis pela vasculogénese e angiogénese. As células do
CCR produzem grandes quantidades de fatores de crescimento do endotélio vascular, € o
bevacizumab bloqueia a formacdo de novos vasos sanguineos a volta e no interior do tumor
(Anticancer Fund, 2016; EMA, 2010). O cetuximab e panitumumab sédo anticorpos
monoclonais com especificidade para o recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR).
Este fator encontra-se em altas concentragfes na superficie das células colorretais, a sua
ligagdo com estes anticorpos monoclonais interfere com o crescimento das células
neoplasicas (EMA, 2009; EMA, 2015).

De acordo com a American Cancer Society, a radioterapia pode ser aplicada em
determinadas situagcBes, como: antes da cirurgia para diminuir o tamanho do tumor, depois da
cirurgia nos casos em que o tumor aderiu a outro 6rgdo interno, em combinacdo com a
quimioterapia e também para aliviar possiveis sintomas nas situa¢cdes de estadios mais
avancados (American Cancer Society, 2020b). A radioterapia € recomendada no cancro retal

e deve ser administrada sempre que possivel. Os doentes com cancro retal com alto risco de
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recidiva devem ser submetidos a radioterapia no pés-operatdrio caso nao tenham sido no pré-

operatdério (Anticancer Fund, 2016).

Como referido anteriormente, a determinacdo do plano da terapéutica depende de
diversos fatores, nomeadamente do estadio do cancro (C. Wu, 2018), de seguida estardo

descritas as recomendacdes para o plano de tratamento de cada estadio do CCR.

1.1.7.2. Estadio O

De acordo com as recomendacdes de prética clinica da ESMO, o plano de tratamento
para o estadio 0 do CCR é a remocéao do tumor por cirurgia (Anticancer Fund, 2016). O tumor
pode ser removido através de uma simples excisao local ou, em casos de lesdes maiores, da
ressecgdo de uma parte do célon (NIH, 2021a). Como neste estadio o cancro esta localizado
apenas na mucosa intestinal, ndo é necesséario recorrer a outro tratamento adicional
(Anticancer Fund, 2016).

1.1.7.3. Estadio |

O tratamento standard para o estadio | do CCR é também a cirurgia. Como neste
estadio o tumor pode afetar a camada muscular do intestino, a ressecc¢ao cirirgica é mais
profunda. O segmento do coélon afetado e os ganglios linfaticos regionais devem ser
removidos (NIH, 2021d). Tal como no estadio 0, no estadio | o tumor é local e ndo requer outro

tratamento (Anticancer Fund, 2016).

1.1.7.4. Estadio Il

No estadio Il, o cancro pode afetar a camada muscular e serosa do intestino e pode
ainda, numa fase mais avancada, invadir 6rgdos adjacentes. O tratamento standard para este
estadio continua a ser a cirurgia com a finalidade de remover o tumor, os ganglios linfaticos
regionais e os 0rgaos adjacentes afetados (Anticancer Fund, 2016; NIH, 2021b). No caso dos
doentes com alto risco de desenvolver recidivas do tumor é recomendado quimioterapia
adjuvante. Assim, o tratamento primario e inicial € a cirurgia e o quimioterapia adjuvante é

adicionada de forma a prevenir a recidiva do tumor (Anticancer Fund, 2016). Os doentes sdo
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considerados de alto risco se o cancro é de estadio llb ou se apresentarem alguma das
caracteristicas a seguir mencionadas: tumor obstrutivo, tumor invasivo aos 6rgdos adjacentes,
histologia do tumor pouco diferenciada, invaséo do tumor a tecidos linfaticos, vasculares ou
perineurais (Anticancer Fund, 2016; NIH, 2021b).

As opc¢des de esquemas terapéuticos na quimioterapia adjuvante no estadio Il de
CCR estao representadas na Figura 3. A quimioterapia pode consistir em 6 meses de
tratamentos com OP e 5-FU/LV por via intravenosa, esta combinacdo é conhecida por
FOLFOX (BC Cancer, 2021a). No entanto, pode ser substituida pela combinacdo CAPEOX,
capecitabina com OP durante 3 meses (BC Cancer, 2021b). Outra op¢do € um esquema
terapéutico de 6 meses com 5-FU/LV (BC Cancer, 2019) ou com capecitabina por via oral (BC
Cancer, 2021c). A sobrevivéncia dos pacientes submetidos ao tratamento com FOLFOX foi
demonstrado em doentes que apresentem multiplos fatores de risco de recidiva no estadio Il

de CCR, ndo sendo indicado em pacientes com baixo risco (Al B. Benson et al., 2021).

A taxa de sobrevida relatada em 5 anos apdés resseccao cirargica no estadio Il é entre
68% e 83%. No entanto, foi descrito que a quimioterapia adjuvante com o citotoxico 5-FU

diminui o risco de morte em 3-5% (Argilés et al., 2020).

Quimioterapia adjuvante

Estadio Il
- CAPEOX - Capecitabina 5-FU/LV por via
FOiI;Eg\)/(e-ngcs);wa por via oral e OP por via intravenosa ou
intravenosa Capecitabina por via oral

Figura 3 - Recomendacdes para Quimioterapia Adjuvante para o estadio Il de CCR. Adaptado
de: (Al B. Benson et al., 2021).
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1.1.7.5. Estadio lll

Nos casos de CCR de estadio lll, o cancro ndo é local e, por isso, para além da
cirurgia € necessario incluir quimioterapia adjuvante de modo a prevenir futuras recidivas. Na
cirurgia, o médico remove o0 segmento intestinal afetado pelo tumor, mas também os ganglios
linfaticos regionais e os d6rgaos adjacentes afetados (Anticancer Fund, 2016). A escolha do
tratamento adjuvante depende se o0 doente € de baixo ou alto risco - Tabela 3. O tratamento
preferencial para doentes com baixo risco no estadio lll, isto é, T1-3, N1, é 3 meses de
CAPEOX (Haller et al., 2011; Schmoll et al., 2007) ou 3-6 meses de FOLFOX (Grothey et al.,
2018). Para pacientes em que a terapéutica com OP ndo é apropriada, existe a hipotese de
terapéutica isolada durante 6 meses de Capecitabina ou de 5-FU/LV (Al B. Benson et al.,
2021; Haller et al., 2005).

Tabela 3 - Plano de tratamento para estadio Ill em doentes de baixo e alto risco. Adaptado de: (Al B.
Benson et al., 2021).

Farmacos/Combinagéo

Preferencial: CAPEOX (3 meses) ou FOLFOX (3-6 meses)

Estadio Il

Baixo risco Alternativa: Capecitabina (6 meses) ou 5-FU/LV (6 meses)
_ Preferencial: CAPEOX (3 — 6 meses) ou FOLFOX (6 meses)

Estadio Il

Alto risco Alternativa: Capecitabina (6 meses) ou 5-FU/LV (6 meses)

De acordo com as guidelines da National Comprehensive Cancer Network, o
tratamento recomendando para doentes em estadio Il de maior risco - nomeadamente com
as seguintes caracteristicas: T4, N1-2 ou qualquer T, N2 - € 6 meses de FOLFOX, ou 3-6
meses de CAPEOX (Al B. Benson et al., 2021). A alternativa para as situagbes em que o
tratamento com OP nao é aplicavel, consiste em 6 meses de capecitabina isolada ou de 5-
FU/LV (Al B. Benson et al., 2021; Twelves et al., 2005).
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1.1.7.6. Estadio IV

No estadio IV, o tumor apresenta metastases distantes, pelo que a determinacéo do

tratamento depende dos locais onde se encontra a doenca metastatica (NIH, 2021c).

Nos casos de doenca metastética no figado, as op¢des de tratamento séo: a cirurgia,
quimioterapia neoadjuvante, adjuvante e ablacao local. A cirurgia é apropriada num quadro
com as seguintes situagdes: funcao hepatica suficiente, nimero limitado de lesdes, néo existir
envolvimento vascular e ndo apresentar doenca hepatica Em situacfes que as metastases
hepaticas sdo consideradas irressecaveis, apdés uma boa resposta a quimioterapia, sédo

possiveis candidatas a resseccao (NIH, 2021c).

De acordo com as guidelines da National Comprehensive Cancer Network, o plano
de tratamento adjuvante de doentes em estadio IV é bastante semelhante ao descrito
anteriormente relativamente ao estadio Il e Il (Al B. Benson et al., 2021). Neste estadio
acresce um farmaco, o IRI, que é integrado em combinagdes ja anteriormente referidas, tal

como se especifica na Figura 4 (Anticancer Fund, 2016).

Quimioterapia
adjuvante
Estadio IV
|
| | | |
FOLFIRI - 5- FOLFOXIRI
FOLFOX CAPEOX FU/LV e IRI 5-FU/LV, IRl e OP

Figura 4 - CombinacBes de quimioterapia para quimioterapia adjuvante para o estadio 1V de
CCR. Adaptado de: (Anticancer Fund, 2016).

Os anticorpos monoclonais utilizados na terapia biolégica neste estadio sao:
afibercept, bevacizumab, cetuximab, panitumumab e regorafenib. O afibercept é administrado
por via endovenosa e apenas em combinacdo com FOLFIRI em situacBes em que o doente
ja fez terapia com OP. O bevacizumab pode ser administrado com as restantes combinacdes
de quimioterapia, o cetuximab e panitumumab podem ser utilizados em monoterapia ou em
conjunto com as combinac¢des de quimioterapia. Por ultimo, o regorafenib € apenas utilizado
em monoterapia e em situacées em que os doentes ja fizeram as outras op¢des de tratamento
(Anticancer Fund, 2016).
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1.2. Nanotecnologia

A nanotecnologia define-se como a ciéncia que estuda abordagens de
desenvolvimento de materiais a nanoescala (Ramsden, 2016). Esta tecnologia estuda e
desenvolve processos para produzir materiais, estruturas e sistemas a dimensdes inferiores
a 100 nm (Fatal & Eugénio, 2010). A National Nanotechnology Initiative define nanotecnologia
como a ciéncia, engenharia e tecnologia em nanoescala, cuja aplicacdo pode ser em diversas
areas, nomeadamente, quimica, fisica, biologia, eletrénica e medicina (Bayda et al., 2020). A
nanotecnologia, no ambito da saude, é uma ciéncia que apresenta inUmeras vantagens, tais
como, permitir detetar doencas precocemente, melhorar o tratamento e reduzir 0os custos

associadas a saude (Satalkar et al., 2016).

Os nanomateriais apresentam vantagens face a outros materiais, nomeadamente,
uma elevada area de superficie, isto €, apresentam uma grande superficie disponivel para
possiveis interacdes, possibilidade de desenvolver dispositivos ultra-pequenos e menos
invasivos e para analise, como biépsias, € necessaria uma quantidade menor de amostra
(Boisseau & Loubaton, 2011).

A nanomedicina define-se como a aplicagdo da nanotecnologia na medicina. As
areas de aplicacdo da nanomedicina séo, entre outros, sistemas de veiculagdo de farmacos
e sistemas para diagnd@stico in vitro, in vivo e imagiologia (Boisseau & Loubaton, 2011). Esta
ciéncia tem sido alvo de crescente interesse por parte da industria farmacéutica e diversas
entidades financiadoras (Satalkar et al., 2016). A nanomedicina divide-se entdo em duas sub-
areas: a) o nanodiagnéstico, em que a tecnologia é aplicada ao diagnostico de doencgas e b)
a nanoterapéutica, em que a tecnologia é aplicada ao desenvolvimento de sistemas de

veiculacdo de agentes terapéuticos.

O nanodiagndstico centra-se na aplicacdo de tecnologias mais sensiveis, como a
utiizacdo de nanomarcadores avancados que, apdés a sua ligacdo a biomarcadores

especificos, sdo detetaveis (Gaurab et al., 2014).

Nos ultimos anos, o uso de NPs no ambito de aplicagdes biomédicas tem estado em
rapido crescimento. Em particular quanto a nanoterapéutica, as NPs sdo vantajosas, pois sdo
altamente ajustaveis, geralmente biocompativeis e podem ser funcionalizadas de forma a
transportar e aumentar a acumulagéo de farmaco no alvo terapéutico (Richards et al., 2016).
Para além disso, a aplicacdo da nanotecnologia no desenvolvimento de sistemas de
veiculacdo apresenta inUmeras vantagens, tais como, evitar a degradacado de farmacos antes

de atingir o alvo terapéutico, aumentar a biodisponibilidade de farmacos e direcionar os
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farmacos de forma mais especifica. Por exemplo, em terapéuticas com citotoxicos € possivel
direcionar o farmaco para as células tumorais, evitando os efeitos adversos resultantes da
interacdo do farmaco com células saudaveis (Boisseau & Loubaton, 2011; Omid C.
Farokhzad, 2007).

A nanotecnologia pode ser aplicada com um intuito terandstico. A abordagem
terandstica tem sido largamente utilizada na abordagem terapéutica ao cancro e define-se
como a combinacdo de terapia e diagnéstico. Neste conceito, NPs terandsticas tém como
funcdes: diagnosticar a doenca, definir o local exato, determinar o estadio da doenca e ainda
fornececer informagdes sobre a resposta ao tratamento. Estas NPs transportam o farmaco e
ainda fornecem informacg@es a partir do reconhecimento de estimulos moleculares (Boisseau
& Loubaton, 2011; Patra et al., 2018).

Na definicdo de nanotecnologia, o tamanho dos nanomateriais deve ser inferior a 100
nm. No entanto, na area da nanomedicina, o tamanho da NP pode ser até 1 um (Thorley &
Tetley, 2013). Os sistemas nanoparticulados podem variar desde alguns nanémetros, como
micelas, até centenas de nandémetros como lipossomas (Boisseau & Loubaton, 2011). As NPs
podem ter diversos tamanhos e formas e podem ser classificadas de acordo com o tamanho,
forma e propriedades quimicas. A classificacdo em fungéo das propriedades quimicas divide

as NPs em organicas, inorganicas e a base de carbono (Jeevanandam et al., 2018).

As NPs organicas sao constituidas por polimeros ou lipidos e incluem, por exemplo,
nanoesferas, nanocapsulas, micelas, dendrimeros e lipossomas - Figura 5 (Conniot et al.,
2014; Ealias & Saravanakumar, 2017).

As NPs poliméricas sdo nanossistemas coloidais sélidos, em que o farmaco é
dissolvido, adsorvido ou encapsulado na matriz do polimero constituinte. Os polimeros
sintéticos mais utilizados para constituir a matriz polimérica sao: acido polilatico-co-glicolico
(PLGA), acido polilatico e policaprolactona (PCL). Para além disso, a matriz polimérica pode
ser constituida por polimeros naturais, nomeadamente, &cido hialurdnico, colagénio,
quitosano, albumina e gelatina. Este tipo de NPs pode ainda subdividir-se em nanoesferas ou
nanocdpsulas. Nas nanoesferas, o farmaco encontra-se disperso na matriz polimérica. As
nanocdpsulas funcionam como um reservatorio, jA que o farmaco estd confinado a uma
cavidade rodeada por material polimérico (E. Wang & Wang, 2014; Gaurab et al., 2014;
Prabhu et al., 2015).

Outro tipo de NPs baseadas em polimeros sédo os dendrimeros. Os dendrimeros séo
moléculas poliméricas altamente ramificadas de tamanho nanométrico, com uma estrutura

bem definida. S&o compostos por mondmeros naturais ou sintéticos, nomeadamente
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aminodcidos, acucares e nucleétidos (E. Wang & Wang, 2014). Estas NPs sdo amplamente

reconhecidas pela sua polivaléncia, estabilidade quimica e solubilidade (Abbasi et al., 2014).

As micelas poliméricas séo sistemas hanotecnolégicos esféricos formados por co-
polimeros anfifilicos, que ao deter duas regides distintas com afinidades opostas, formam
micelas em solventes orgéanicos (Garrec et al., 2004). Formam assim, estruturas ramificadas
em que a camada externa hidrofilica confere estabilidade a regido central hidrofébica (Gaurab
et al., 2014). No nucleo hidrofébico é possivel armazenar diversos farmacos e em quantidades
substanciais, e nos casos de farmacos hidrofébicos, aumentar a sua solubilidade em agua. A
libertacdo do farmaco neste tipo de NP pode ser controlado por fatores externos como pH,

temperatura, ultrassom, entre outros (Gaurab et al., 2014; Garrec et al., 2004).

~

Nanoesfera Nanocapsula
\_ Nanoparticulas poliméricas ) Micela polimérica Dendrimero

Figura 5 - Tipos de nanossistemas poliméricos. Adaptado de: (Conniot et al., 2014).

As NPs organicas podem também ser constituidas por lipidos e, neste caso,
subdividem-se em nanossistemas vesiculares como os lipossomas e NPs lipidicas. Os
nanossistemas vesiculares mais utilizados sé@o os lipossomas, 0s quais sdo esferas a escala
nanométrica que compreendem um nucleo revestido por uma bicamada fosfolipidica. Este
tipo de NPs aumentam a solubilidade de farmacos e aumentam diversas propriedades, tais
como, melhoram o indice terapéutico, reduzem efeitos adversos e aumentam a atividade

antitumoral in vitro e in vivo (Gaurab et al., 2014).

As NPs lipidicas com matriz sélida sao de dois tipos: NPs lipidicas sélidas (SLNs) e
transportadores lipidicos nanoestruturados (NLCs) (Ganesan & Narayanasamy, 2017). As
SLNs, como apresentam matrizes sélidas tém a capacidade de proteger o farmaco de
degradacdo quimica e liberta-lo de forma controlada (Yang & Merlin, 2020). Uma das
limitacdes deste tipo de NPs ¢é a baixa capacidade de carga de farmaco, devido a sua rede de
cristal lipidico densamente compacto. Para superar esta limitacdo, os NLCs foram
desenvolvidos de forma a incorporarem mais moléculas de farmaco. Como sdo compostos
por lipidos liquidos e sdlidos, as diferencas estruturais criam imperfeicdes na matriz, o que

permite acomodar mais farmaco (Ganesan & Narayanasamy, 2017).
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As NPs inorgéanicas sao particulas que na sua composi¢ado nao contém carbono. Esta
categoria inclui as NPs a base de metal e 6xido de metal. A classe de NPs a base de metal
sdo maioritariamente compostas por aluminio, ouro, ferro, prata, entre outros (Ealias &
Saravanakumar, 2017). As NPs a base de Oxidos de metais sdo projetadas de forma a
modificar as caracteristicas de respetivas NPs a base de metal. Neste grupos estéo incluidas
as NPs de oxido de ferro superparamagnéticas (SPIONs) (Omid Veiseh, Jonathan Gunn,
2010). Estas ultimas exibem superparamagnetismo dependendo do tamanho, o que permite
que se tornem magnetizados com a aplicagdo de um campo magnético externo. Assim, tém
sido investigados para agentes de contraste para imagiologia, pois apresentam baixa

toxicidade e alta especificidade de imagem (E. Wang & Wang, 2014).

As NPs a base de carbono sdo compostas unicamente de carbono. Incluem
nanotubos de carbono, fulerenos, grafenos, entre outros (Ealias & Saravanakumar, 2017).
Este tipo de NP tem vindo a mostrar um crescente desenvolvimento na pratica clinica. O
diametro maximo da NP de carbono é de 150 nm, que € exatamente o tamanho adequado
para os vasos linfaticos - entre 120 e 500 nm. Assim, as NPs podem seletivamente entrar
apenas nestes. A retencdo das NPs permite localizar os vasos linfaticos e linfonodos, o que

permite determinar a extenséo da dissecacao (Zhang et al., 2016).

1.2.1. Funcionalizagcdo de nanoparticulas

Para direcionar de forma mais seletiva o farmaco para o alvo terapéutico é possivel
funcionalizar as NPs de forma passiva, ativa ou fisica. O tipo de funcionalizagdo ativa define-
se como a utilizacdo de ligandos na superficie das NPs que apresentam elevada afinidade e
especificidade ao alvo terapéutico (Naeem et al., 2020). Os ligandos presentes na superficie
das NPs facilitam a sua ligacédo a recetores sobre-expressos na superficie da célula alvo e,
assim, facilita a internalizacdo do farmaco mediada pelo recetor. Os ligandos usados para
este tipo de vetorizacdo sdo anticorpos ou fragmentos especificos de anticorpos, proteinas,
pequenas moléculas e aptameros. As vantagens deste tipo de funcionalizacao incluem a
diminuicdo de interacBes ndo especificas e consequente diminuicdo da concentracdo de
farmaco em tecidos nao alvo e, ainda, a melhoria da distribuicdo do farmaco e da eficacia da
terapéutica (Wakaskar, 2018).

Em certas condicdes, o endotélio dos vasos sanguineos torna-se mais permeével
comparativamente ao tecido saudavel, como é o caso da vasculatura de um tumor. A elevada

permeabilidade e a fraca capacidade de drenagem do sistema linfatico do tumor permitem a
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permeacao seletiva de algumas macromoléculas e nanossistemas para o estroma tumoral
(Attia et al., 2019). A encapsulacdo de farmacos em nanossistemas fornece alguma
seletividade tumoral e diminui efeitos adversos. Este tipo de funcionalizacdo € denominada
funcionalizacdo passiva e depende de diversos fatores, nomeadamente do tamanho da NP,
da vasculatura e fluidez do tumor, do tempo de semi-vida e do tempo de circulagdo do farmaco
no tumor (Fang et al., 2011; Gholami & Engel, 2018).

A funcionalizacdo fisica € uma estratégia adotada na técnica de fabrico das NPs,
inclui a utilizacdo do tamanho, forma, carga e rigidez, entre outros parametros, de forma a
aumentar a sua acumulac¢do no tecido, aumentar a sua adeséo e captagéo celular (Morachis
et al., 2012). Este tipo de funcionalizagéo baseia-se em estimulos internos e/ou externos que
direcionam a nanoformulagéo para o tecido alvo. Os estimulos podem ser diversos, tais como,

pH, radiacdes, campo magnético ou temperatura.

Um dos problemas mais comuns entre os diferentes tipos de NPs é o efeito do
sistema reticuloendotelial. Este efeito provoca uma rapida absor¢cdo das NPs por macréfagos,
gue geralmente provocam a sua eliminacdo da circulagdo (Gholami & Engel, 2018). Existem
diversas estratégias possiveis de aplicar para ultrapassar esta limitagéo, tais como: perfeita
conjugacéao entre tamanho e forma da NP, pois quando adequada, possibilita um aumento no
tempo de semi-vida na corrente sanguinea (Taurin et al., 2012); PEGuilacdo, com
Polietilenoglicol (PEG) ou derivados, uma vez que este tipo de polimeros possuem cadeias
hidréfilas provocam impedimento estérico e assim diminuem a opsonizagédo das NPs (Otsuka
et al., 2003).

A modificacdo e insercdo de ligandos na superficie das NPs, como: anticorpos,
fragmentos de anticorpos, peptideos ou aptameros, tem como objetivo reconhecer células de
forma mais especifica. Este processo criou uma nova geracao de NPs para o tratamento do
cancro com especificidade in vivo. A funcionalizacdo das NPs na oncologia baseia-se na
expressao e/ou sobre-expressdo de alguns biomarcadores nos tumores, que podem ser
usados como alvos (Cisterna et al., 2016). Os biomarcadores do CCR mais comumente sobre-
expressos na membrana celular s&o: recetor de folatos (FR-a), EGFR, recetor de
glicoproteina-72 (TAG-72) e CEA, representados na Figura 6. Segundo um estudo
desenvolvido por Tiernan et al., o biomarcador mais sobre-expresso em CCR é o CEA, sendo
gue o tecido do CCR apresentou uma expresséo de 98,8% a mais do que no tecido normal,
seguido por 79% de TAG-72, 37,1% de FR-a e 32,8% de EGFR (J. P. Tiernan et al., 2013).
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Figura 6 - Estratégias de funcionalizacdo de NPs para tratamento do CCR. CEA: antigénio
carcinoembrionario; FR-a: recetor de folatos; EGFR: recetor do fator de crescimento epidérmico; TAG-
72: recetor de glicoproteina-72. Adaptado de: (Cisterna et al., 2016).
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1.3. Motivacéao e Objetivos

A eficicia do tratamento do CCR com quimioterapia continua limitada por diversos
fatores, como: 1) distribuicdo inespecifica de agentes citotdxicos que provoca citotoxicidade;
2) reincidéncia e desenvolvimento de resisténcia das células tumorais aos citotoxicos e 3)

monitorizacao limitada da resposta terapéutica (Rampado et al., 2019; Sebastian, 2017).

Apesar da quimioterapia ser a estratégica mais utilizada no tratamento do cancro,
esta associada a inumeros efeitos adversos (Jalilzadeh et al., 2020). Um dos maiores desafios
na eficacia dos tratamentos de quimioterapia é precisamente a baixa especificidade do
farmaco citotdéxico e os consequentes efeitos adversos graves (Thorley & Tetley, 2013). A
baixa especificidade na distribuicio do medicamento provoca baixas concentracdes do
mesmo no tecido tumoral e efeitos adversos nos tecidos saudaveis, o que leva a um
decréscimo da qualidade de vida do doente (Bartos et al., 2016). Os efeitos adversos da
quimioterapia estao diretamente relacionados com os farmacos administrados e respetivas
doses. No geral, os efeitos mais frequentes sdo: alopecia, perda de apetite, perda de peso,
Ulceras na boca, diarreia, alteracdes nas unhas e na pele, diminuicdo nas contagens de
células sanguineas e, como consequéncia, anemia, hemorragia ou infecdes (American

Cancer Society, 2020a).

Com a finalidade de melhorar os resultados da terapéutica, bem como diminuir os
efeitos adversos observados, a nanomedicina tem sido uma area de interesse na area da
oncologia (Jin et al., 2019). A nanomedicina e os sistemas de veiculagdo nanotecnolégicos
permitem o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas direcionadas. O principal objetivo
dos sistemas de veiculagdo com NPs é alcancar uma terapia mais eficaz e com menos efeitos

adversos associados (Jalilzadeh et al., 2020)

Um outro problema substancial no sucesso dos tratamentos com quimioterapia é a
multirresisténcia das células tumorais a diferentes farmacos (Casalta-Lopes et al., 2011). A
multirresisténcia ocorre por meio de mecanismos de efluxo, como a glicoproteina-P. A partir
da aplicacdo da nanotecnologia na oncologia, é possivel ultrapassar esta limitacdo, pois as
NPs tém a potencialidade de evitar estes mecanismos e tornar o tratamento mais eficiente.
As propriedades bio-fisico-quimicas das NPs funcionalizadas permitem que haja um aumento
do tempo de circulagéo e, assim, um aumento da concentracao de farmaco no tecido tumoral
(Bartos et al., 2016).

Além das limitacdes a nivel da terapéutica descritas anteriormente, o tratamento

cirdrgico do CCR é considerado bastante invasivo, pois implica a remocéao de grandes porcbes
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do intestino, do sistema linfatico e vasculatura, de modo a evitar recidivas tumorais e
metastases (Rentsch et al., 2016). Uma melhor identificacdo do tecido tumoral poderia levar
a ressec¢Oes de menor tamanho, sem aumentar o risco de desenvolver recidivas. Com esta
mesma preocupacédo, a nanomedicina, em sinergia com técnicas endoscoépicas, tem potencial

para obter uma maior precisdo neste processo (Rampado et al., 2019).

Para além das limitagdes apresentadas quanto ao tratamento, outra razdo pela qual o
CCR continua a ser uma das maiores preocupacdes a nivel mundial é o diagnéstico invasivo

e tardio.

Apesar de todas as vantagens descritas acerca da endoscopia, este método é
considerado invasivo e esta associado a diversas complicacdes, como: i) reacbes adversas
referentes a preparacao intestinal, como nauseas, vomitos e dor abdominal; ii) perfuracéo ou
laceracdo do colon; iii) hemorragia, podendo estar associada a realizacdo de bidpsias ou
remocdo de pdlipos; iv) rutura macica do colon, entre outros (SPED, 2021b). O risco de
desenvolver este tipo de complicacdes e o desconforto associado a preparacdo do exame
leva os doentes a evitar este exame (Swiderska et al., 2014). Para diminuir a incidéncia do
CCR, séo necessarios métodos que facil e precocemente detetem pdlipos adenomatosos
colorretais, antes da sua transformag&o maligna (Liang et al., 2012). Infelizmente, os métodos
utilizados atualmente, como sigmoidoscopia, colonoscopia, TC, detetam pélipos e cancros a
partir da sua forma/morfologia (N. T. Chen et al., 2017). Esta caracteristica torna estes
métodos limitados, pois poélipos mais planos ou de menor tamanho podem nao ser detetados

durante a colonoscopia (Hetzel et al., 2010; N. T. Chen et al., 2017).

As potencialidades da nanotecnologia incluem a detecdo precoce de tumores e 0
desenvolvimento de abordagens terapéuticas que ndo poderiam ser alcancadas com as
abordagens convencionais ja existentes (Laroui et al., 2013). De facto, em determinados tipos
de cancro, as NPs com diversas composicdes e formas tém-se vindo a mostrar como
ferramentas promissoras e importantes no diagnostico, estadiamento e tratamento do CCR
(Jena et al., 2017).

Esta dissertagéo teve como objetivo geral a compilagdo dos avancos recentes quanto
a abordagens nanotecnolégicas quanto ao diagnostico e ao tratamento do CCR. Em

particular, os objetivos especificos desta dissertacao foram:

a) Compilar os estudos pré-clinicos com abordagens nanotecnolégicas em
desenvolvimento para o diagnéstico, tratamento e terandstico do CCR entre 2015-
2021.
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b) Compilar os ensaios clinicos com abordagens nanotecnolégicas em
desenvolvimento para o diagnostico, tratamento e terandstico do CCR entre 2006-
2021.

c) Discutir de forma integrada quais as estratégias nanotecnoldgicas mais utilizadas
no desenvolvimento de nanoformulagdes para o diagnéstico e/ou tratamento do
CCR, nomeadamente quanto ao tipo de NP mais utilizada, ao tipo de farmaco

encapsulado e a estratégia de funcionalizacdo empregue.

36
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias de Saude



Daniela Alexandra Coelho Serrano Avancos Recentes das Abordagens Nanotecnolégicas para
Diagndstico e Tratamento do Cancro Colorretal

Capitulo Il - Métodos

37
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias de Saude



Daniela Alexandra Coelho Serrano Avancos Recentes das Abordagens Nanotecnolégicas para
Diagndstico e Tratamento do Cancro Colorretal

2. Meétodos

A revisdo bibliografica apresentada neste trabalho centrou-se na pesquisa em
diversas plataformas, como bases de dados, motores de busca e bibliotecas online em funcao

do tipo de informacéo a consultar.

No caso de defini¢cdes e guidelines de tratamento recorreu-se as plataformas Google
(https://www.google.pt/), Google Scholar (https://scholar.google.com/), National Institutes of
Health (NIH - https://www.nih.gov/), Food and Drug Administration (FDA -
https://www.fda.gov/), National Health Service (NHS - https://www.nhs.uk/) e American Cancer

Society (https://www.cancer.org/). Estas plataformas foram utilizadas para a definicdo dos

conceitos base essenciais para o desenvolvimento da dissertacao.

No caso da pesquisa quanto a estudos in vitro e in vivo com abordagens
nanotecnolégicas para diagnosticar efou tratar o CCR, foram utilizadas as plataformas

PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) e B-on (https://www.b-on.pt/), sendo que a mais

7

utiizada foi a PubMed, ja que esta plataforma é particularmente dedicada a literatura
biomédica. Devido a extensa quantidade de estudos existentes e tendo em conta que o
objetivo desta dissertacdo se prende com a compilagdo dos avangos recentes quanto ao
diagnéstico e o tratamento do CCR, a pesquisa bibliogréfica foi filtrada para incluir estudos in

vitro e in vivo publicados entre 2015 e 2021.

Quanto a pesquisa de ensaios clinicos quanto a utilizacdo de nanotecnologias para
diagnosticar e/ou tratar o CCR, foi utiizada a plataforma Clinical Trials

(https://clinicaltrials.gov/), visto ser uma base de dados de ensaios clinicos, privados e

publicos, realizados mundialmente. Uma vez que existe uma quantidade muito menor de
ensaios clinicos em relagcdo aos estudos in vitro e in vivo, foi considerado um periodo mais

alargado neste caso, nomeadamente entre 2006 e 2021.

Grande parte da pesquisa foi realizada em inglés, visto que a grande maioria dos
estudos foram publicados nesta lingua. Assim, as palavras-chave utilizadas nas diversas
pesquisas incluiram: colorectal cancer, rectal cancer, colon cancer, nanotreatment,
nanodiagnosis, hanotheranostic, nanoparticle, polymeric nanoparticles, micelles, dendrimers,
metalic nanoparticles, lipid nanoparticles, silica nanoparticles, nanotechnology e targeted
nanoparticles, Foram também utilizadas algumas combinacdes das palavras-chave
mencionadas como: targeted nanoparticles AND colorrectal cancer, polymeric nanoparticles

AND colorrectal cancer, metallic nanoparticles AND colorrectal cancer entre outras.
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Na discussao de resultados, irdo ser apresentados gréaficos para uma viséo integrada
dos estudos analisados, de forma a avaliar os avangos na nanotecnologia no diagnoéstico,
tratamento e terandstico do CCR. O programa utilizado para a obtencdo dos gréficos, tanto

circulares, como de barras, foi o Excel.
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Capitulo Il — Resultados e Discusséao
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3. Resultados e Discussao

As abordagens convencionais quanto ao diagndstico e ao tratamento do CCR tém
diversas desvantagens, o que tem despoletado a procura de estratégias nanotecnoldgicas
aprimoradas para ultrapassar as dificuldades atuais e estabelecer novas abordagens no
sentido do diagnéstico mais precoce e de uma terapia mais eficaz e mais segura para o CCR
(Preksha Vinchhi, 2021).

Assim, os avancos recentes de 2015 a 2021, quanto a publicacdo de estudos pré-

clinicos relativos ao diagnéstico e/ou tratamento do CCR serdo apresentados de seguida.

3.1. Estudos pré-clinicos

Nas Ultimas décadas, foram desenvolvidas as bases da nanotecnologia para o
fabrico de NPs como agentes de diagnéstico e terapéuticos de forma mais organizada (Jena
et al., 2017). A aplicacdo da nanotecnologia na oncologia tornou-se mais real quando
aumentou do numero de abordagens nanotecnolégicas para diagnostico e tratamento em fase

clinica e mais ainda quando estes comegaram a ser comercializados (Bertrand et al., 2014).

Inimeras NPs estdo a ser desenvolvidas e estudadas de forma a direcionar uma
maior quantidade de farmaco, com maior especificidade para o CCR (Ghosn et al., 2015). De
acordo com a pesquisa elaborada, diversos tipos de NPs tém sido explorados no ambito do
CCR, nomeadamente lipossomas e NPs lipidicas, NPs metalicas, NPs poliméricas, micelas,
dendrimeros, NPs de silica e de carbono, entre outras (Ghosn et al., 2015; Kotelevets et al.,
2016).

De acordo com Kotelevets et al., mais de cem estudos sobre avaliacdo pré-clinica da
aplicacdo da nanomedicina para o tratamento do CCR foram publicados. A grande maioria
destes artigos baseiam-se no estudo de NPs para se obterem imagens de células tumorais
usando RM, fluorescéncia, entre outras técnicas. Outra grande parte estuda diferentes
oportunidades que as NPs podem oferecer como abordagem terapéutica através de

fotossensibilizacdo ou destruicdo térmica de células tumorais (Kotelevets et al., 2016).

Os diversos estudos pré-clinicos publicados entre 2015 e 2021 serdo, de seguida,
apresentados com base no tipo de NP desenvolvida para o diagndstico, tratamento e

teranostico do CCR.
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3.1.1. Nanoparticulas baseadas em lipidos

3.1.1.1. Nanoparticulas vesiculares

Existem diversas NPs vesiculares passiveis de serem aplicadas no tratamento de
CCR, sendo os lipossomas o exemplo primordial, ja que se trata do primeiro tipo de NPs a ser
utilizado na terapéutica oncolégica. Na Tabela 4 estdo apresentados estudos em fase pré-
clinica de nanoformulag@es lipossomais em desenvolvimento para o tratamento e terandstico
de CCR.

Tabela 4 - Estudos in vitro e in vivo de nanoparticulas lipossomais em desenvolvimento para o
tratamento e terandstico do CCR.

Nanoparticula Funcionalizacéo Farmaco Aplicacédo Ref.
DOX +
_ (Kang et al.,
Manose Di- Tratamento
_ o 2017)
hidroartemisinina
] (Xiong et al.,
Manose Paclitaxel Tratamento
2017)
(Moghimipour
) AF 5-FU Tratamento
Lipossoma et al., 2018)
(Handali et al.,
AF 5-FU Tratamento
2018)
o (Sen et al.,
- 5-FU + apigenina  Tratamento
2019)
o (Y. Q. Chen et
- Rapamicina Tratamento
al., 2021)
Lipossoma- (Sesarman et
] - DOX + CUR Tratamento
PEGuilado al., 2019)
Lipossoma .
_ (Alomrani et
revestido com - 5-FU Tratamento
: al., 2019)
guitosano
Lipossoma ultra- o (Thébault et
. - - Terandstico
magnético al., 2019)

De acordo com o estudo de Chen et al., os lipossomas podem ser uma estratégia para
administrar o farmaco rapamicina, que € um agente com aplicacao clinica limitada devido as
suas caracteristicas, nomeadamente, baixa solubilidade em &gua e baixa biodisponibilidade.
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A rapamicina lipossomal obteve uma captacéo celular in vitro maior que a rapamicina isolada.
E nas experiéncias in vivo constatou-se que teve uma maior acumulagéo no tumor. Os autores
constataram que o recurso a lipossomas permite atingir uma maior inibicdo da proliferagédo
tumoral, com superior citotoxicidade e indugéo da apoptose comparativamente a rapamicina
isolada (Y. Q. Chen et al., 2021). Apesar dos resultados positivos, 0s autores mencionaram que
futuras modificagc6es da superficie do lipossoma, como, por exemplo, com &cido félico (AF)
ou acido hialurénico, como estratégias de funcionaliza¢@o ativa, poderiam melhorar mais
pronunciadamente o efeito antitumoral da rapamicina (Y. Q. Chen et al., 2021; Zhao et al.,
2020).

Os lipossomas funcionalizados com AF para veicular 5-FU, desenvolvidos por
Moghimipour et al., mostraram uma maior inibicdo do tumor comparativamente ao farmaco 5-
FU isolado (Moghimipour et al., 2018).0s resultados do estudo hemolitico e histopatologico
foram positivos, pois a nanoformulagcdo mostrou-se hemo-compativel, sendo possivel a sua
administracao por via intravenosa. Apresentou também uma maior absor¢do celular e maior
citotoxicidade em células tumorais, comparativamente a formulacao de 5-FU isolado e 5-FU
lipossomal ndo funcionalizado. Os valores de IC50 para a hanoformulacdo em estudo foi de
12,02 uM, para 5-FU isolado foi de 39,81 pM e para 5-FU lipossomal foi de 37,15 uM, pelo
gue os lipossomas funcionalizados sé@o captados mais eficientemente pelas células tumorais
do que os lipossomas ndo funcionalizados. Assim, os autores concluiram que estes
lipossomas poderdo constituir um método eficaz e seguro para a terapéutica do CCR
(Moghimipour et al., 2018). E de notar que para além do AF, também foi explorada a manose
como funcionalizagéo ativa para aumentar a acumulacdo das nanoformulacdes lipossomais

nas células tumorais (Kang et al., 2017; Xiong et al., 2017).

Apesar de muitos dos estudos desenvolvidos - Tabela 4 - serem no ambito da
terapéutica do CCR, Thébault et al. desenvolveram um lipossoma com vista a uma abordagem
terandstica. Este estudo tinha como objetivo investigar a eficiéncia da vetorizacdo magnética,
utilizando lipossomas ultra-magnéticos. A vetorizagdo magnética foi avaliada através de varios
métodos, nomeadamente, através de RM e quantificacdo por espectrometria de emissao
atOmica. A partir desta Ultima técnica concluiu-se que os tumores com acumulacdo de
lipossomas ultra-magnéticos apresentavam 3x mais ferro. O aumento das concentracdes de
ferro e lipidos nos tumores sugerem que a nanoformulagéo estaria estabilizada durante a
circulacdo. Como séo de facil manuseamento e de baixo custo, os autores consideraram esta

tecnologia de projecdo simples para a aplicacéo terandstica (Thébault et al., 2019).
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3.1.1.2. Nanoparticulas lipidicas solidas e transportadores lipidicos

nanoestruturados

A biocompatibilidade dos lipidos esta na origem da sua utilizacao generalizada para

produzir NPs para aplicacdes biomédicas. Na tabela seguinte estdo compilados os estudos

em fase pré-clinica quanto a nanoformulacg@es lipidicas (SLNs e NLCs) para o diagndstico e

tratamento do CCR.

Tabela 5 - Estudos in vitro e in vivo de nanoparticulas lipidicas (SLNs e NLCs) em
desenvolvimento para o diaanostico e tratamento do CCR

Nanoparticula Funcionalizagéo Farmaco Aplicacéo Ref.
5-FU + compostos (Kamel et
- ) Tratamento
nutracéuticos al., 2017)
(K. S. Kim
- Docetaxel Tratamento et al.,
2019)
(Rajpoot &
AF OoP Tratamento )
Jain, 2018)
SLNs AF e Eudragit (Rajpoot &
OP Tratamento )
S100 Jain, 2020)
(Mohamed
Pectina CUR Tratamento et al.,
2021)
Agente de contraste com (H. Wang
- gadolinio e isotiocianato  Diagnéstico et al.,
de fluoresceina 2020)
(T. Smith et
- 5-FU Tratamento
SLNs al., 2020)
PEGuiladas o IRl + micro RNA (miR- (Juang et
Péptideo H Tratamento
200) al., 2019)
) (Nahak et
- Glucosideo de orcinol Tratamento
al., 2018)
o (Makeen et
NLCs - Gefitinib Tratamento
] al., 2020)
PEGuilados i
(Elgizawy
- Resveratrol Tratamento et al.,
2021)
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Dois dos estudos apresentados foram desenvolvidos por Rajpoot & Jain e tiveram
como objetivo a libertagdo controlada de OP num SLN funcionalizado com AF. No primeiro
estudo em 2018, os autores concluiram que as células HT-29 apresentaram maior
sensibilidade & nanoformulacdo desenvolvida em rela¢éo ao farmaco isolado (Rajpoot & Jain,
2018). No estudo seguinte, os autores revestiram a nanoformulagcdo acima descrita com
Eudragit S100. Este revestimento resultou no direcionamento da nanoformulagdo através de
dois métodos: com AF e com o revestimento Eudragit S100 - dissolucdo acima de pH=7. Esta
nanoformulacdo permitiu acumular 8,83 vezes mais farmaco no tumor comparativamente a
outra nanoformulagdo ndo funcionalizada com AF. Assim, concluiram que a dupla

funcionalizagcéo aplicada é vantajosa (Rajpoot & Jain, 2020).

Um estudo recente de Elgizawy et al. descreve o desenvolvimento de NLCs
peguilados para veicular o resveratrol. O NLC foi aplicado com o objetivo de melhorar a
estabilidade e biodisponibilidade deste composto de origem natural. A nanoformulacéo
apresentou atividade antitumoral em diversas linhas celulares tumorais, entre elas, HCT-116
do cdlon. As NPs desenvolvidas mostraram ser eficazes na diminuicdo da viabilidade destas
células, o que demonstra a potencialidade desta nova abordagem para o tratamento do CCR
(Elgizawy et al., 2021). E de salientar que outros compostos de origem natural - curcumina
(CUR), glucosideo de orcinol - tém também sido encapsulados em NPs lipidicas de forma a
explorar a sua potencialidade como agentes anticancerigenos e simultaneamente evitando os
seus desafios quanto a estabilidade e biodisponibilidade (Mohamed et al., 2021; Nahak et al.,
2018).
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3.1.2. Nanoparticulas poliméricas

As NPs poliméricas biodegradaveis podem ser aplicadas na veiculacdo de farmacos
antitumorais devido ao seu pequeno diametro hidrodinamico, que favorece a sua acumulagao
no tumor através de funcionalizacdo passiva (Cerqueira et al., 2015). Podem ser utilizados
diversos materiais para preparar NPs biodegradaveis, como por exemplo, acido polilatico,
PCL, polissacarideos e proteinas (Chevalier et al., 2015). O polimero PLGA, comparado com
outros tipos de sistemas de veiculagdo, apresenta varias vantagens, como:
biodegradabilidade, libertacdo controlada do farmaco, capacidade de armazenar moléculas

hidrofilicas e/ou hidrofébicas e varias op¢des de funcionalizagéo (B. Zheng et al., 2018).

A encapsulagéo de farmacos em polimeros naturais é uma estratégia capaz de tornar
NPs resistentes ao sistema imunolégico, aumentando o0 seu tempo de circulacdo e
aumentando o efeito antitumoral dos farmacos (Yusefi et al., 2021). Os polissacarideos sao
0s materiais poliméricos mais populares para a preparacao de NPs. Particularmente, as NPs
baseadas em quitosano foram estudadas para uma vasta lista de aplicagdes, como veiculagéo
de farmacos citotoxicos por varias vias de administragdo, como oral e intravenosa (Abruzzo
et al., 2016). O quitosano apresenta diversas caracteristicas vantajosas: € biodegradavel, ndo

téxico, biocompativel e apresenta mucoadesivividade (Dutta et al., 2004).

Nas tabelas seguintes, estardo apresentados varios estudos in vitro e in vivo quanto
a NPs poliméricas a base de PLGA - Tabela 6 - e quitosano - Tabela 7 - em desenvolvimento

para o tratamento do CCR.
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Tabela 6 - Estudos in vitro e in vivo de nanoparticulas poliméricas constituidas por PLGA em
desenvolvimento para o tratamento do CCR.

Nanoparticula Funcionalizacéo Farmaco Aplicacao Ref.
(AKl et al.,
- CUR Tratamento
2016)
(Klippstein et
- CUR Tratamento
al., 2015)
L ] o CUR + (Xiao et al.,
NPs de PLGA Acido hialurénico ] Tratamento
Camptotecina 2015)
(Yichao Wang
AF 5-FU Tratamento
et al., 2015)
_ 5-FU + (P. Wu, Zhou,
Anti-EGFR Tratamento
Perfluorocarbono et al., 2020)
Quercetina + acido
o o (Abd-Rabou &
- elagico + acido Tratamento
. Ahmed, 2017)
galico
micro RNA (miR- (B. Zheng et
AF Tratamento
204-5p) al., 2018)
NPs de PLGA-
. 5-FU + Cetuximab P. Wu, Zhu,
PEGuiladas - Tratamento (
+ lodo-131 et al., 2020)
) (Bhattacharya,
Anti-EGFR 5-FU Tratamento
2021)
Cloro (trietilfosfina) (Menconi et
- Tratamento
ouro (1) al., 2021)
NPs de (Ashour et al.,
- 5-FU Tratamento
PLGA/PCL/PEG 2019)

Como se pode observar na Tabela 6, tém vindo a ser utilizadas vérias estratégias de

funcionalizacdo em NPs a base de PLGA, como, por exemplo, acido hialurénico, AF e anti-
EGFR (Bhattacharya, 2021; B. Zheng et al., 2018; P. Wu, Zhou, et al., 2020; Xiao et al., 2015;
Yichao Wang et al., 2015).

Outra estratégia bastante comum é a PEGuilacdo das NPs, isto é, a adigdo de PEG,

gue como referido anteriormente, melhora a eficiéncia de encapsulacdo, aumenta o tempo de

circulacao e protege as NPs do efeito do sistema imunoldgico (Grimaldi et al., 2017).

Uma estratégia particularmente inovadora foi desenvolvida por Zheng et al. através da

combinacdo da nanotecnologia com a terapia com micro RNAs (B. Zheng et al., 2018). Os

micro RNAs sé&o reguladores de genes importantes, capazes de regular simultaneamente

a7
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varios genes. Foi demonstrado que o miR-204-5p é um supressor de tumor em diversos
tumores, entre eles, o CCR. Neste estudo, o0 miR-204-5p foi encapsulado numa NP & base de
PLGA-PEGuilada e funcionalizada com AF. Nos ensaios de captagdo celular, os autores
observaram que as NPs desenvolvidas eram eficientemente absorvidas por linhas celulares
tumorais HT-29 e HCT-116 e, por consequéncia, observaram uma maior inibicdo da
proliferacdo celular e um efeito promotor quanto a apoptose celular. Assim, concluiu-se que a
terapia baseada em micro RNAs com este tipo de sistemas de veiculacdo pode ser uma

estratégia terapéutica promissora para o tratamento do CCR (B. Zheng et al., 2018).

Tabela 7 - Estudos in vitro e in vivo de nanoparticulas poliméricas constituidas por quitosano (e seus
derivados) em desenvolvimento para o tratamento do CCR.

Nanoparticula Funcionalizacdo Farmaco  Aplicacéo Ref.
o (Bhattacharya,
- Imatinib Tratamento
2020)
] (Alkhader et al.,
NPs de Quitosano - CUR Tratamento
2018)
CUR/SN-
- Tratamento (Han et al., 2019)
38
NPs de Quitosano-acido (Abruzzo et al.,

) ) ) ) - CUR Tratamento
hialurénico-ciclodextrina 2016)
Bionanocompésito de (Yusefi et al.,

) - 5-FU Tratamento
quitosano-celulose 2021)
NPs de (Yaowen Wang et
) o - OP Tratamento
carboximetilgquitosano al., 2021)
(Sabra et al.,
. ] - CUR Tratamento
NPs de pectina- quitosano 2018)
citrico ] (Sabra et al.,
Cetuximab CUR Tratamento
2019)
NPs de quitosano- ]
AF Bortezomib Tratamento (Soe et al., 2019)

condroitina
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Sabra et al. depois de desenvolveram com sucesso um estudo de NPs de pectina-
quitosano citrico para encapsular CUR para o tratamento do CCR (Sabra et al., 2018),
desenvolveram outro trabalho com as mesmas NPs funcionalizadas com cetuximab. O
cetuximab foi adsorvido a superficie das NPs e, segundo andlises in vitro, as NPs eram
esféricas, com uma capacidade de encapsulacdo adequada e um perfil de libertacdo de
farmaco inteligente. As NPs funcionalizadas revelaram efeito antitumoral mais potente nas
linhas celulares CaCo-2 comparativamente as NPs ndo funcionalizadas. Esta diferenca
justifica-se pelo facto destas linhas celulares apresentarem alta expressdo de EGFR e haver
maior internalizagdo de NPs nas células mediadas pelo cetuximab (Sabra et al., 2019). Os
autores concluiram que tanto a CUR livre como a encapsulada provoca a diminui¢cdo da
proliferacdo celular in vitro em células CaCo-2 e HCT-116 mas o efeito € mais pronunciado
guando h& encapsulacéo do fitoquimico em NPs e ainda mais acentuado quando estas sdo

funcionalizadas com cetuximab (Sabra et al., 2019).

E ainda de salientar que varios outras NP constituidas por quitosano e derivados
foram exploradas para veicular a CUR (Abruzzo et al., 2016; Alkhader et al., 2018; Sabra et
al., 2018; Sabra et al.,, 2019), mas também outros compostos com atividade antitumoral
(Bhattacharya, 2020; Soe et al., 2019; Yaowen Wang et al., 2021; Yusefi et al., 2021).
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3.1.2.1. Micelas

Entre diversas NPs passiveis de serem aplicadas no tratamento, diagnostico e
terandstico do CCR, encontram-se também as micelas. Na Tabela 8 estéo listados alguns

estudos recentes quanto ao desenvolvimento pré-clinico destes sistemas de veiculacéo.

Tabela 8 - Estudos in vitro e in vivo de micelas em desenvolvimento para o tratamento e teranéstico do
CCR.

Nanoparticula Funcionalizacéo Farmaco Aplicacéo Ref.
(Hu et al.,
AF CUR Tratamento
2020)
o ) o (Debele et al.,
Acido Hialuronico DOX Tratamento
2018)
) o (Yunhao Li et
- IRI + micro RNA Terandstico
. al., 2020)
Micela
SN-38
) ) (Sadat et al.,
- (metabolito ativo Tratamento
2020)
de IRI)
Fragmento de
] ] ) (Andrade et
anticorpo para Niclosamida Tratamento
al., 2021)
CD44v6
] ] 3,5,4'-Trimetoxi- (J.-Y. Wu et
Micela PEGuilada - ) Tratamento
trans-estilbeno al., 2019)
. . SN-38
Micelplexo: RNA de transferéncia ) . o (Lee et al.,
. (metabolito ativo Terandstico
micela + SPIONs + PEG 2016)
de IRI)

Um dos exemplos de aplicacdo de micelas para o tratamento do CCR s&o as micelas
PEGuiladas desenvolvidas por Wu et al. (J.-Y. Wu et al., 2019). Os investigadores referiram
gue o fa&rmaco 3,5,4'-trimetoxi-trans-estilbeno, apesar de apresentar uma eficicia antitumoral
potente, apresentava baixa solubilidade em &gua, tempo de semi-vida curto e baixa
biodisponibilidade. As micelas PEGuiladas permitiram prolongar a circulagdo do composto,
aumentar a biodisponibilidade do farmaco e aumentar o seu efeito antitumoral. Por fim, a
nanoformulacdo mostrou captacdo celular melhorada, libertagdo controlada do farmaco e

ainda danos minimos nos tecidos saudaveis (J.-Y. Wu et al., 2019).
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Outro exemplo de aplicacdo de micelas para o tratamento do CCR s&o as micelas
funcionalizadas com AF desenvolvidas por Hu et al. para veicular a CUR (Hu et al., 2020).
Neste estudo foram comparadas 3 formas de tratamento, CUR livre, micela n&o funcionalizada
com CUR e micela funcionalizada com AF encapsulada com CUR. Entre todos, o tratamento
com micelas funcionalizadas causou a maior diminuicdo do numero de células em
proliferacdo, pelo que exerceu o efeito antitumoral mais pronunciado quanto ao tratamento do
CCR (Hu et al., 2020).

E ainda de salientar que foram reportados dois estudos quanto ao desenvolvimento
de abordagens terandsticas baseadas em micelas (Lee et al., 2016M Yunhao Li et al., 2020).
Uma delas trata-se de uma estratégia combinada de micelas e NPs metalicas com
propriedades superparamagnéticas. A atividade antitumoral in vivo foi estudada em ratos com
tumores induzidos e os autores observaram que os micelplexos apresentaram maior efeito
supressor no crescimento tumoral comparativamente as micelas apenas com SN-38. O
volume do tumor nos ratos tratados com as micelas apenas com SN-38 foi de 1150 = 362
mm?® e o volume do tumor nos ratos tratados com os micelplexos foi de 591 + 125 mm3. O
efeito supressor dos micelplexos funcionalizados com o siRNA-PEG capazes de silenciar os
fatores de crescimento do endotélio vascular, foi ainda superior, revelou uma diminui¢do ainda
maior no volume do tumor para 340 + 52mm?3. Estes micelplexos funcionalizados ao exibir
melhor atividade antitumoral especifica demonstra a potencial eficacia da sinergia entre as
diferentes estratégias utilizadas: siRNA-PEG+SPIONs+SN-38 (Lee et al., 2016).
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Os dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) tém sido alvo de especial atencéo

devido as suas aplicacdes e propriedades Unicas, como: uniformidade, biocompatibilidade e

estrutura ramificada (Xie et al., 2015). No entanto, as aplica¢des clinicas podem ser limitadas

principalmente devido a sua toxicidade (Yan Li et al., 2017).

Tem vindo a ser desenvolvidas diversas estratégias de forma a reduzir a citotoxicidade

destes sistemas, como, por exemplo, através da funcionalizacdo da superficie do dendrimero

com ligandos, nomeadamente PEG, AF, entre outros (Pishavar et al., 2019). Na Tabela

seguinte, estdo apresentados estudos recentes quanto a carateriza¢do in vivo e in vitro de

dendrimeros em desenvolvimento para o diagndstico, tratamento e terandstico do CCR.

Tabela 9 - Estudos in vitro e in vivo de dendrimeros em desenvolvimento para o diagnéstico, tratamento

e teranostico do CCR.

Nanoparticula Funcionalizacéo Farmaco Aplicacdo  Ref.
o (Nabavizadeh et
- Capecitabina Tratamento
Dendrimero PAMAM- al., 2016)
G4 (Narmani et al.,
AF OP Tratamento
2018)
Dendrimero PAMAM- Aptameros anti- ) (Alibolandi et al.,
) Camptotecina Tratamento
PEG nucleolina AS1411 2017)
Dendrimero PAMAM- o (Alibolandi et al.,
) Aptadmero MUC-1 CUR Terandstico
Au PEGuilado 2018)
Dendrimero PAMAM- .
(Pishavar et al.,
alquil-carboxilato- - TRAIL Tratamento
2018)
PEG-colesterol
Dendrimero PAMAM- (Pishavar et al.,
- DOX + TRAIL Tratamento
alquil-PEG-colesterol 2019)
. SN-38
Dendrimero de L- ) ) (England et al.,
o - (metabolito ativo  Tratamento
lisina 2017)
do IRI)
i . ] o (Garrigue et al.,
Dendrimero anfifilico - - Diagnostico

2018)
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Como referido anteriormente, a Capecitabina esta presente no esquema de
gquimioterapia no tratamento do CCR. No entanto, este farmaco apresenta diversos efeitos
adversos (Carvalho et al, 2020). Neste sentido, Nabavizadeh et al. induziram
adenocarcinoma no célon de ratos com o objetivo de estudar o indice terapéutico de
capecitabina conjugada com um dendrimero PAMAM-G4 ndo modificado. Apesar desta
nanoformulacdo ndo apresentar vetorizacdo ativa, a equipa de investigadores comparou 0s
efeitos da capecitabina livre e conjugada no tamanho do tumor e nas anormalidades das
células sanguineas. Os resultados mostraram uma diminui¢éo dos efeitos adversos no figado
e no sangue e ainda diminuicdo do tamanho do tumor comparativamente ao tratamento com

capecitabina livre (Nabavizadeh et al., 2016).

O estudo in vivo, desenvolvido por Alibolandi et al., em ratos portadores de tumor
C26 revelou que os dendrimeros-PEGuilados carregados com camptotecina e funcionalizados
com o aptdmero AS1411 melhoraram a atividade antitumoral do farmaco e a taxa de
sobrevivéncia dos animais. A conjugacdo com o aptamero AS1411 na superficie do
dendrimero PEGuilado forneceu a nanoestrutura especificidade para o tumor, o0 que causou
a inibicdo do crescimento tumoral in vivo e a diminuicdo significativa da toxicidade sistémica
(Alibolandi et al., 2017).

Outro estudo desenvolvido por Alibolandi et al. teve como objetivo investigar a
capacidade teranostica de estruturas hibridas de dendrimero-ouro com CUR, funcionalizadas
com aptamero MUC-1. Os resultados obtidos confirmaram que as nanoestruturas
funcionalizadas apresentaram maior captacdo e internacionalizacdo celular e citotoxicidade
aumentada em linhas celulares de CCR, C26 e HT29. A nanoestrutura para além de ter
apresentado efeito antitumoral eficaz, também favoreceu a obtencéo de imagens de TC mais

precisas devido a acumulacdo de ouro nos tecidos tumorias (Alibolandi et al., 2018).
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3.1.3. Nanoparticulas metalicas

As NPs metdlicas tém vindo a ser alvo de interesse crescente ao longo do tempo nas
ciéncias biomédicas. Estes nanomateriais podem ser sintetizados e modificados de forma a
serem conjugados com anticorpos, ligandos e farmacos de interesse de forma a melhor se
adaptarem a potenciais aplicagdes. Entre elas, a biotecnologia, a vetorizacdo magnética, a
funcionalizagdo e obtengdo de imagens de diagnostico (Mody et al., 2010). Os estudos em
fase pré-clinica de NPs metalicas para diagnéstico e/ou tratamento de CCR estdo
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Estudos in vitro e in vivo de nanoparticulas metalicas em desenvolvimento para o
tratamento e terandstico do CCR.

Nanoparticula Funcionalizacéo Farmaco Aplicacéo Ref.
(Sanoj Rejinold et
- CUR Tratamento
al., 2015)
NPs de ouro SN-38 )
o ) o ) ) (Hosseinzadeh et
Acido hialurénico (metabolito ativo  Tratamento
al., 2017)
do IRI)
Copolimero INU-LA- (Licciardi et al.,
DOX Tratamento
PEG- AF 2019)
SPIONs .
. o (Nosrati et al.,
Aptéamero MUC1 DOX Teranostico
2021)
SPIONs- ) )
_ - DOX Teranostico (Nakki et al., 2019)
PEGuiladas
) (Mosafer et al.,
SPIONs-PLGA Aptamero AS1411 DOX Teranostico

2017)
- - Teranostico (Abed et al., 2019)

NPs de 6xido de : :
Anticorpos anti-

ferro e ouro - Terandstico (White et al., 2017)
MG1+PEG

As SPIONs tém mostrado um grande potencial para aplicagdo clinica devido ao seu
perfil de toxicidade baixo (Lewinski et al., 2008) e as suas possiveis e diversas aplicacoes,
nomeadamente, administracdo de medicamentos e imagem por RM (Laurent et al., 2008; Yu
et al., 2012).

No estudo descrito por Licciardi et al., SPIONs com revestimento de copolimero INU-
LA-PEG-FA e funcionalizado com AF foram utilizados para direcionar a doxorrubicina (DOX)

para o tratamento de tumores solidos como o CCR. De acordo com os resultados observados
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in vivo, esta preparacgédo exibiu uma inibigdo significativa do crescimento do tumor. Para além
desta preparacéo, foram estudadas preparacdes sem aplicacdo de campo magnético externo
e sem o ligando AF. A preparagdo com ambos os elementos apresentou melhores resultados,
0 que indica uma acao sinérgica das estratégias, tanto da presenca de AF, como da aplicagdo
do campo magnético. Apesar dos efeitos adversos conhecidos do farmaco DOX, n&o foi

observada toxicidade significativa in vivo (Licciardi et al., 2019).

As NPs magnéticas podem ser aplicadas tanto para o diagndstico como para a
terapéutica e, assim, sdo consideradas como precursores terandsticos bastante promissores
(Néakki et al., 2019; Nosrati et al., 2021; Paz et al., 2012). O facto das NPs poderem ser
guimicamente modificadas e conjugadas com anticorpos permite que haja uma dete¢cdo mais
especifica dos tumores (Cheng et al.,, 2012). Um estudo desenvolvido neste ambito, no
entanto de anos anterior aos estabelecidos para este trabalho, foi desenvolvido por Paz et al.
quanto a um fluido magnético composto por NPs de maguemite - 6xido de ferro - suspensas
de forma estavel e conjugadas a anti-CEA. O anticorpo anti-CEA foi conjugado com sucesso
as particulas nanométricas e, por fim, concluiram que as NPs desenvolvidas sdo uma
ferramenta terandstica com potencial para tumores que expressam CEA, como o CCR,

micrometastases e células tumorais circulantes (Paz et al., 2012).

As SPIONs sdo um exemplo claro da possivel utilizacdo de nanotecnologia no
terandstico do CCR - Tabela 10 -, ja que a maioria dos estudos desenvolvidos com este tipo
de NPs sdo com o intuito de desenvolver uma abordagem terandstica. Isto deve-se ao facto
destas NPs terem uma alta capacidade de resposta a campos magnéticos e, por conseguinte,
podem acumular-se localmente por aplicacdo externa de campos magnéticos. As SPIONs
podem ainda ser utilizados como agentes de contraste na RM e, como sdo biocompativeis e
biodegradaveis, sao boas candidatas para aplicacdes terandsticas (Kandasamy & Maity,
2015; Rampado et al., 2019). Outro material metélico nanométrico também de especial
interesse é o ouro. NPs de ouro séo consideradas de facil sintese, baixa toxicidade e de facil
funcionalizacéo através da utilizacdo de ligandos (Rampado et al., 2019; Yi-Cheun Yeh, Brian
Creran, 2012).

Os ultimos estudos apresentados na Tabela 10 dizem respeito a nanoformulacdes
multifuncionais na area do terandstico em que se combinou ouro e 6xido de ferro. O Oxido de
ferro permite a detec@o por RM e o0 ouro ao absorver energia tem capacidade de converté-la
em calor, o que provoca a ablacdo das células tumorais, destruindo membranas celulares
(Ling et al., 2007), uma propriedade essencial na realizagédo de Terapia Fototérmica (Abed et
al., 2019; White et al., 2017). No estudo de Abed et al., apds a inje¢do da nanoformulagéo,

um iman foi colocado no local do tumor durante o periodo de 3 horas de forma a concentrar
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as NPs e, posteriormente, ocorreu a irradiacdo de laser infravermelho proximo. Os estudos in
vivo compararam as temperaturas obtidas entre os tumores com NPs ativadas através do
campo magnético e ndo ativadas, tendo-se concluido que os valores de temperatura eram
significativamente mais elevados nos tumores tratados com NPs ativadas, 12°C vs 8,5°C. A
atividade antitumoral da nanoformulacdo 6xido de ferro + ouro, em combinacdo com a
vetorizacdo magnética e a irradiagéo de infravermelho préximo revelou remissdo completa do
crescimento tumoral. Assim, esta nanoformulagdo multifuncional pode ser uma estratégia

valida para terapia fototérmica vetorizada em combinacdo com RM (Abed et al., 2019).

56
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias de Saude



Daniela Alexandra Coelho Serrano Avancos Recentes das Abordagens Nanotecnolégicas para
Diagndstico e Tratamento do Cancro Colorretal

3.1.4. Nanoparticulas de silica

A utilizacao de NPs de silica na biomedicina tem sido extensa devido a sua capacidade
de veicular farmacos, a sua capacidade de resposta a diferentes estimulos e ainda a possiveis
aplicacdes terandsticas (Mebert et al., 2017). Na tabela 11 estdo apresentados diversos

exemplos da aplicacdo de NPs de silica para o diagnéstico, tratamento e terandstico do CCR.

Tabela 11 - Estudos in vitro e in vivo de nanoparticulas de silica em desenvolvimento para o diagndstico,
tratamento e terandstico do CCR

Nanoparticula Funcionalizacéo Farmaco Aplicacéo Ref.
i ) o (J. Tiernan et al.,
} Anti-CEA - Diagnéstico
NPs de silica 2015)
fluorescentes ] . (N.T.Chenetal.,
Lectina - Diagndstico
2017)
. Peptideo-1
NPs de silica -
. especifico de placa DOX Tratamento  (Kuo et al., 2016)
magnéticas .
aterosclerotica
NPs de silica o
_ - Genisteina Tratamento  (Pool et al., 2018)
PEGuiladas
- IRI Tratamento  (Liu et al., 2019)
. Quitosano + Acido o (Narayan et al.,
NPs de silica o Capecitabina Tratamento
Glucurénico 2021)
mesoporosas i
) o (Mishra et al.,
AF Quercetina Teranostico
2020)

Os estudos desenvolvidos por Tiernan et al. e Chen et al. tiveram como objetivo
desenvolver nanossistemas para serem aplicados como agentes de contraste endoscopico
direcionados para a detecéo precoce de pélipos colorretais e CCR (J. Tiernan et al., 2015; N.
T. Chen et al., 2017). O estudo de Chen et al. reportou estudos celulares in vitro, andlise
histopatol6gica ex vivo e colonoscopia e endoscopia in vivo em modelos de murino com CCR.
As NPs funcionalizadas com lectina demonstraram especificidade, podendo servir como
contraste endoscopico promissor para diagnostico (N. T. Chen et al., 2017). Estas equipas de
investigacdo concluiram que este tipo de NPs fluorescentes poderdo ser uma estratégia
inovadora e eficaz para a translagéo clinica no contexto de imagens intra-operatérias. A

tecnologia é aplicavel em qualquer tipo de tecido ou patologia desde que sejam aplicados os
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anticorpos direcionados para biomarcadores especificos apropriados a patologia em estudo.
As imagens fluorescentes obtidas a partir desta tecnologia melhora a identificacdo da
localizacdo concreta do tumor, o estadiamento intra-operatorio e ainda facilita a execugéo de

ressec¢des cirdrgicas (J. Tiernan et al., 2015; N. T. Chen et al., 2017).

Um estudo semelhante, mas publicado anteriormente por Cho et al., diz respeito a NPs
de silica magneto-fluorescentes conjugadas com cetuximab que foram desenvolvidas tendo
como alvo especifico células de CCR que expressam EGFR nas suas membranas celulares.
Estas NPs tinham como objetivo produzir fluorescéncia detetavel e induzir alteragcdes na RM
in vivo. A concentracdo das NPs no local do tumor foi aumentada pela aplicagdo de um campo
magnético. Como resultados, os autores descreveram que a fluorescéncia especifica foi
detetada e que este tipo de nanotecnologia podera ser uma futura estratégia de diagnéstico
nao invasivo, mas também uma forma de monitorizacdo da resposta terapéutica em tumores
que expressam EGFR (Cho et al., 2010). Vérios estudos desenvolvidos para outras situacdes,
nomeadamente cancro do pulmdo e cancro da mama, demostraram a potencialidade de
conjugar agentes de contraste de imagem ou NPs com um anticorpo monoclonal dirigido
contra EGFR in vitro (Ke et al., 2003; Tseng et al., 2007).

O estudo mais recente que envolve NPs de silica foi desenvolvido por cientistas da
Manipal Academy of Higher Education, The Indian Institute of Science e The University of
South Australia (Narayan et al., 2021). Teve como propdésito desenvolver NPs de silica
mesoporosas glicosiladas sensiveis ao pH para veicular a capecitabina. A superficie das NPs
foi conjugada com quitosano + acido glucurdénico. O quitosano € um polissacarideo que possui
a capacidade de modular uma libertacdo dependente de pH e foi conjugado ao &cido
glucurénico, que ao formar um complexo glicosilado, é preferencialmente absorvido pelos
recetores de lectina sobre-expressos na superficie da célula tumoral. Esta conjugacdo
permitiu combinar duas estratégias: sensibilidade ao pH e captacdo mediada pelo recetor de
lectina. Ap6s o desenvolvimento de estudos de farmacodindmica, os autores constataram que
nos modelos animais houve diminuicdo do diametro e nimero de tumores e melhoria dos
parametros sanguineos, havendo uma reducdo na toxicidade de outros 6rgdos. Concluiram,
assim, que este tipo de sistema nanotecnoldgico parece ser eficaz para o tratamento do CCR
(Narayan et al., 2021).

Tendo em conta os artigos apresentados para este tipo de NPs pode-se constatar que
existe um interesse ao longo dos anos no desenvolvimento de NPs de silica mesoporosas.
Isto deve-se ao facto de materiais porosos apresentarem caracteristicas vantajosas, tais
como, maior capacidade de encapsulacédo, alta estabilidade, biocompatibilidade, disposi¢éo

ordenada dos poros, possivel ajuste do tamanho, volume e quimica dos poros, o que auxilia
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nos processos de funcionalizacdo da NP. Assim, as NPs de silica mesoporosas tém sido
amplamente exploradas para aplicacdes biomédicas (Mishra et al., 2020; Narayan et al., 2018;
Natarajan & Selvaraj, 2014).
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3.1.5. Nanoparticulas de carbono

As NPs a base de carbono sdo de grande interesse na pratica clinica (J. Li et al.,
2020). Na tabela seguinte estdo apresentados alguns exemplos de estudos pré-clinicos

quanto a NPs de carbono para o tratamento e diagndstico do CCR.

Tabela 12 - Estudos in vitro e in vivo de nanoparticulas de carbono em desenvolvimento para o
diagndstico e o tratamento do CCR.

Nanoparticula Funcionalizacdo Farmaco Aplicacéo Ref.

- - Tratamento  (Q. Wang et al., 2016)

- - Tratamento  (Zhang et al., 2016)

(L. Y. Wang et al.,
2017)

- - Tratamento

- - Tratamento  (C. Lin et al., 2017)
NPs de Carbono

- - Tratamento  (Tang et al., 2018)

- - Tratamento  (N. Lin et al., 2019)

- - Teranostico  (R. Wang et al., 2020)

- - Diagnéstico  (Ge et al., 2021)

Segundo o estudo desenvolvido por Q. Wang et al., NPs de carbono foram aplicadas
de forma a marcar a localiza¢éo do tumor colorretal antes da cirurgia laparoscopica (Q. Wang
et al., 2016). Os investigadores referem que as lesdes durante o periodo intraoperatorio sdo
facilmente detetadas sem ser necessario o auxilio de outro equipamento, e que 0 método ndo
apresenta contra-indicac@es significativas. Concluiram, que esta técnica poderia ser aplicada
em todos os pacientes com CCR com necessidade de resseccédo colorretal (Q. Wang et al.,
2016).

O estudo desenvolvido por Ge et al. teve como objetivo avaliar se as NPs de carbono
ajudam no processo de estadiamento do CCR. Os investigadores observaram linfonodos
afetados apds a injecdo de suspensdo com NPs de carbono e concluiram que com este
método é possivel definir o estadio da doenca de forma mais precisa, facilitando o prognéstico
(Ge et al., 2021).
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Por ultimo, Wang et al. concluiram que a marcagdo com NPs de carbono é uma técnica
segura e confiavel para a localizacao do tumor colorretal. Esta técnica permite: localizar les6es
durante a cirurgia apés tratamento neoadjuvante; diminuir o tempo das cirurgias e auxiliar na

colonoscopia, na identificacdo e marcacéao precisa das lesbes (R. Wang et al., 2020).
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3.2. Ensaios Clinicos

Existe um elevado nimero de ensaios clinicos a serem desenvolvidos para avaliar a
seguranca e a eficacia de abordagens nanotecnolégicas para diagnostico e/ou tratamento de
cancro. Apesar de ja existirem alguns medicamentos baseados em nanotecnologia aprovados
para o tratamento de doencas oncolégicas, nomeadamente, DOX lipossomal - Doxil® - (FDA,
1995), Marqibo® desde 2012 (FDA, 2012) e a DOX lipossomal termossensivel - Thermodox®
-, 0 nUmero de ensaios clinicos quanto ao nanodiagndstico e ao nanotratamento aplicado em
casos de CCR é mais limitado (Cabeza et al., 2020). Na Tabela 13 estdo compilados varios

ensaios clinicos recentes quanto a nanoformulagdes para o tratamento do CCR.
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Tabela 13 - Ensaios clinicos de nanoformula¢@es para o tratamento do CCR.

Tipo de i L o Ano de o
. Farmaco Aplicacéo Fase Identificacao ] Referéncia
Nanoformulacéo registo
Lipossoma IRI + trifluridina + cloridrato de Adenocarcinoma CCR;
S ) le2 NCT03368963 2017 (Alese, 2017)
tipiracilo CCR estadio Ill — VB
LE-SN-38 (metabolito ativo do 2006
IRI) CCR 2 NCT00311610 (Ocean, 2006)
Adenomacarcinoma CCR; .
IRI ] le2 NCT03337087 2017 (Bekaii-Saab, 2017)
CCR estadio IV — 1VB
Cancro avancado
IRI irresecavel 1 NCT02640365 2015 (Chibaudel, 2015)
CCR
CPX-1: IRI + floxuridina CCR 2 NCT00361842 2006 (Batist & Marshall, 2006)
ThermoDox: DOX CCR com metastases no
] . i 2 NCT01464593 2011 (Borys, 2011)
termicamente sensivel figado
CCR com metéastases no
DOX ’ 1 NCT03203525 2017 (Fu, 2017)
figado
NALIRINOX: 5-FU/LV + OP + .
R CCR avancado 2 NCT04009876 2019 (Cubillo, 2019)
) (Merrimack
MM-151 + IRI + 5-FU CCR metastético le2 NCT02785068 2016

Pharmaceuticals, 2016)
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Tabela 13 (cont.) - Ensaios clinicos de nanoformulacdes para o tratamento do CCR.
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Tipo de

. Farmaco ou Descrigcao Aplicacédo Fase Identificacéo Ano de registo Ref.
Nanoformulagéo
NP Polimérica ) _
) Cetuximab CCR 1 NCT03774680 2018 (Abdellatif, 2018)
de etilcelulose
TKM-080301:siRNA, que inibe a
o o CCR com metastases
NP Lipidica expressao génica do gene PLK1 figad 1 NCT01437007 2011 (Rudloff, 2011)
no figado
(polo-like kinase-1) g
CRLX101:camptotecina em
combinag&@o com capecitabina e Cancro retal le2 NCT02010567 2013 (A. Wang, 2013)
radioterapia
. o SNB-101: SN-38 (metabolito ativo _
NP néo definida do IR) CCR 1 NCT04640480 2020 (J. Kim, 2020)
0
ADI-PEG 20 + FOLFOX CCR le2 NCT02102022 2014 (Harding, 2014)
AZD4635 Carcinoma Colorretal 1 NCT02740985 2016 (Bendell, 2016)
Localizacdo do tumor para cirurgia
NP de carbono CCR / NCT03350945 2017 (M. Zheng, 2017)

laparoscépica
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De entre os ensaios clinicos a decorrer quanto a formulagfes lipossomais para o
tratamento do CCR, os ensaios quanto as formulacbes CPX-1, LE-SN38 e ThermoDox,
encontram-se na fase 2 (Batist & Marshall, 2006; Borys, 2011; Ocean, 2006). O ensaio quanto
a formulacdo CPX-1 teve como objetivo verificar se o sistema lipossomal era eficaz em
pacientes com CCR avancado, que ja tivessem recebido quimioterapia de OP ou IRI (Batist &
Marshall, 2006). Os resultados recentemente publicados, em 2021, foram relativamente aos
participantes que foram submetidos a tratamento anterior com IRI. Neste estudo houve dois
grupos participantes, o grupo A, em que foi administrado CPX-1 e ndo houve tratamento
anterior com IRI, e o grupo B em que foi administrado CPX-1 mas foi necessario tratamento
com IRI e a condicdo de progresséo da doenga dentro de 6 meses ap0s o tratamento inicial
com IRIl. De acordo com os resultados publicados, 9,5% dos participantes do grupo A
apresentaram uma diminuicdo de 30% do diametro da maior lesdo e 52,4% dos participantes
alcancaram um estado estacionéario da doenca, enquanto 38,1% dos participantes revelaram
doenca progressiva, em que houve um aumento de 20% do diametro das les6es maiores.
Relativamente ao grupo B, 50% dos pacientes alcancaram o estado estacionéario e 45,8%

apresentaram a doenca em fase progressiva (Batist & Marshall, 2006).

Os estudos pré-clinicos apresentados por Lei et al., quanto a eficacia dos lipossomas
LE-SN38 em ratos com tumor HT-29 foram inicialmente promissores. Observaram que o
crescimento do tumor foi inibido em 51, 79 e 90% apds 10 dias de tratamento com doses de
10, 20 e 40 mg/Kg, respetivamente (Lei et al., 2004). No entanto, a avaliacdo da eficicia de
LE-SN38 no ensaio clinico em pacientes com CCR metastatico ap6s tratamento com OP néo

demostrou eficacia quanto ao atraso da progressao do cancro (Ocean, 2006).

O ThermoDox é outra nanoformulagédo lipossomal em ensaios clinicos para o
tratamento de CCR metastético e baseia-se num lipossoma termicamente sensivel para
veicular a DOX (Borys, 2011). A tecnologia utilizada é denominada como LTSL ‘Lysolipid
Thermally Sensitive Liposome’, em que o lipossoma é sensivel ao calor. Os tratamentos
baseados em calor podem ser aplicados por ablacéo térmica por radiofrequéncia, hipertremia
por micro-ondas ou ultrassom focalizado de alta intensidade. Esta tecnologia potencializa
duas facetas da biologia tumoral: i) os tumores apresentam vasculatura com vazamento que
€ permeavel aos lipossomas e permite que haja uma acumulacdo dos mesmos no tumor; ii)
quando aquecidos, ha um aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e, assim, um
aumento da acumulacao dos lipossomas nos tumores. O lipossoma sendo sensivel ao calor
muda rapidamente de estrutura quando submetido a temperaturas entre 40-45 °C. Esta
mudanca de estrutura permite que a DOX seja libertada diretamente em redor do tumor. Em

modelos animais, o ThermoDox demonstrou direcionar especificamente 25 vezes mais DOX
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em comparacdo com a administracdo de DOX livre e 5 vezes mais do que formulagbes
lipossomais padréo (Celsion Corporation, 2018). Apesar da tecnologia ThermoDox apresentar
evidéncias a nivel pré-clinico, os resultados do ensaio clinico ainda néo estdo disponiveis
(Borys, 2011).

Relativamente ao diagndstico, na Tabela 14 estdo compilados ensaios clinicos

recentes quanto a aplicacdo de nanoformulag¢des no diagnéstico do CCR.
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Tabela 14 - Ensaios clinicos de nanoformulagdes para o diagnéstico do CCR.

Nanoformulacéo Ano de
Descricao Aplicacao Fase Identificacdo . Ref.
registo
SPIONs Ferumoxtran-10: nanoparticula de 6xido de CCR 3 NCT02751606 2016 (Scheenen,
ferro superparamagnético 2016)
Nanoparticula Nanosensor com capacidade de detetar CCR - NCT03228095 2017 (Lauka & Cirule,
néo definida compostos organicos volateis 2017)
Nanoparticula com capacidade de detetar CCR - NCT01292369 2011 (Galimidi &
compostos organicos volateis Hovers, 2011)
Nanoparticula de Nanoparticula de carbono com capacidade de CCR - NCT03550001 2018 (Ye, 2018)
carbono localizar linfonodos
Micela ONM-100: micela polimérica covalentemente CCR 2 NCT03735680 2018 (OncoNano

conjugada com indocianina verde, um

fluoréforo aprovado pela FDA

Medicine, 2018)
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Como se pode observar, os tipos de NPs para o diagnéstico do CCR em ensaios
clinicos sdo, em geral, diferentes, como, micelas, NPs de carbono, SPIONs e outras ndo
definidas, em relacdo aos tipos de NPs em fase clinica para tratamento do CCR,

maioritariamente em lipidos e polimeros.

No capitulo 3.1.3. estdo apresentados diversos SPIONs, cuja aplicacdo ¢é
maioritariamente nanoterandstica. No entanto, em fase clinica, encontra-se uma

nanoformulacéo baseada em SPIONs desde 2016, cuja aplicagcéo € o nanodiagnostico.

Apesar de ndo terem sido descritos recentemente estudos pré-clinicos cujo objetivo
fosse a aplicacdo de micelas na area do nanodiagndéstico, na Tabela 14 encontra-se um
ensaio clinico de fase 2 quanto a uma micela nanopolimérica, ONM-100, cuja aplicacéo é o
nanodiagndstico do CCR (OncoNano Medicine, 2018).

Mais recentemente, desde 2018, estd a ser desenvolvido o ensaio clinico NCT03550001, cujo
objetivo é a avaliagdo de uma formulagdo de NPs de carbono com o intuito de localizar
linfonodos. Este tipo de NP, como descrito anteriormente, € maioritariamente usada pré-
tratamento cirdrgico, de forma a marcar a localizacdo do tumor colorretal antes da cirurgia
laparoscépica. Neste ensaio clinico, as NPs estdo a ser exploradas no ambito do diagnéstico
de forma a definir os linfonodos afetados para melhor estabelecer o estadiamento do CCR
(Ye, 2018).

Outra nanotecnologia em estudo para o diagndstico do CCR, sédo os estudos de
Lauka & Cirule et al., e Galimidi et al. Estes estudos foram feitos com o intuito de fazer uma
avaliacdo da capacidade de detecdo de compostos volateis no ar exalado por dispositivos
baseados em nanosensores (Galimidi & Hovers, 2011; Lauka & Cirule, 2017). No estudo de
Glimidi et al., o sistema em estudo é denominado sistema NaNose, e tem 0 objetivo de
discriminar participantes doentes e saudaveis. Os investigadores defendem que o cancro é
acompanhado por um aumento do stress oxidativo e de inducdo de enzimas oxidase mistas
polimorficas do citocromo P-450. Estes processos afetam a abundancia de compostos
organicos volateis na respiragao, pois o stress oxidativo causa peroxidagao lipidica de &cidos
gordos nas membranas, e produz alcanos e metilalcanos que s&o catabolizados pelo
citocromo. Neste estudo pacientes com CCR e da mama serdo identificados através de
amostras de ar expirado e serdo discriminados dos participantes saudaveis (Galimidi &
Hovers, 2011).
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3.3. Discusséao integrada

Neste capitulo pretende-se apresentar uma discussao integrada quanto aos estudos

pré-clinicos e 0s ensaios clinicos recentemente desenvolvidos quanto a aplicacdo de

abordagens nanotecnoldgicas para o diagndstico e/ou tratamento do CCR.

3.3.1. Distribuicédo por aplicacéo e ano de publicacéao

A distribuicdo dos estudos pré-clinicos e dos ensaios clinicos compilados neste
trabalho por aplicagdo esta apresentada na Tabela 15. Tendo em conta os estudos
analisados, a aplicacdo predominante é no tratamento, seguido do teranostico e a aplicagdo
menos frequente é no diagnodstico do CCR. Relativamente aos ensaios, a aplicacdo que se
destaca é o tratamento, e o diagnéstico encontra-se em menor quantidade. Ainda ndo existe

estudos em fase clinica no ambito do terandstico.

Tabela 15 - Distribui¢céo dos estudos pré-clinicos e dos ensaios clinicos por tipo de aplicagéo no CCR.

N° de estudos pré-

Tipo de aplicagao _ N° de ensaios clinicos
clinicos
Tratamento 63 16
Diagnostico 5 5
Teranéstico 10

Um dos pontos bastante interessante de se estudar € a distribuicdo dos estudos pré-
clinicos de cada aplicagédo ao longo do tempo, desde 2015. Para facilitar a interpretacao desta
informacéo, a distribuicdo dos estudos pré-clinicos por aplicagdo e por ano de publicacdo
estdo representados na Figura 7. Como se pode observar, em todos os anos considerados a
aplicacdo predominante é o tratamento do CCR, com a presenca minoritaria de aplicacdo

guanto ao diagnostico.

A partir de 2016, surgem estudos quanto a abordagem nanoterandstica, que ao longo
do tempo foi aumentando até atingir o seu maximo em 2019. Como nos ultimos anos, a
utilizacdo de NPs terandsticas como ferramentas mistas para diagndstico e terapéutica tém
recebido crescente interesse, é compreensivel que os estudos apenas de diagndstico sejam
de menor nimero. De facto, a comunidade cientifica tende a inovar e desenvolver ferramentas

cada vez mais eficientes na area do nanoteranostico.
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Distribuicdao dos estudos pré-clinicos por aplicagdao e ano
de publicacao
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Tratamento Diagnostico Terandstico

Figura 7 - Distribuicdo dos estudos pré-clinicos por aplicacdo e ano de publicacao.

Relativamente a distribuicdo dos ensaios clinicos por aplicagéo e ano de publicacéo,
pode-se observar na Figura 8, que a aplicagdo predominante é o tratamento. O diagnadstico,
tal como observado nos estudos pré-clinicos, é apenas uma minoria dos ensaios clinicos
referidos. Os ensaios clinicos no ambito do nanotratamento mantém-se em valores
semelhantes ao longo dos anos desde 2006 até 2020, sendo que se observa um pico bastante
pronunciado no ano de 2017. Por outro lado, os ensaios clinicos no ambito do nanodiagndstico
sdo0 em menor numero, sendo que existe um do ano 2011 e mais a partir de 2016. Em relacdo

ao ano de publicacdo, o0 ano com o maior numero de registos de ensaios clinicos é 2017.

Distribuicdao dos ensaios clinicos por aplicacdo e ano de
publicacdo

2006 2011 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Tratamento Diagnostico

Figura 8 - Distribuicao dos ensaios clinicos por aplicacéo e ano de publicacao.

70
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias de Saude



Daniela Alexandra Coelho Serrano Avancos Recentes das Abordagens Nanotecnolégicas para
Diagndstico e Tratamento do Cancro Colorretal

Tendo em conta a Tabela 15, é not6rio que o niumero de ensaios clinicos € bastante
reduzido em comparagdo com o0 numero de ensaios pré-clinicos, ainda que tenha sido
considerado um periodo de tempo superior no primeiro caso. A aplicacdo da nanomedicina
na pratica clinica e sua comercializagdo requer bastante tempo e esfor¢cos excecionalmente
extensos desde os estudos in vitro e in vivo desenvolvidos em laboratério. O facto de existirem
poucos exemplos de nanoformulacbes comercializadas para o tratamento do cancro
demonstra a enorme lacuna no processo de evolugdo de estudos laboratoriais para a
aplicacdo clinica e sua producdo em larga escala (Ferrari, 2005). Algumas lacunas
identificadas consistem na falta de conhecimento das entidades cientificas relativamente: as
complexidades fisiopatoldgicas; a heterogeneidade dos locais do tumor que podem afetar a
selecdo do doente e ao comportamento das NPs in vivo, visto que esses dados estéo restritos

a dados animais e esses modelos ndo mimetizam completamente as condigdes reais in vivo.

7

Um dos fatores que influencia a eficacia das NPs é o efeito do sistema
reticuloendotelial. Este efeito depende de inUmeros fatores, nomeadamente, interacdo NP-
proteina, circulagdo sanguinea, internalizagcdo celular e penetracao no tecido tumoral. Todos
estes processos biolégicos que afetam o comportamento de NPs in vivo sdo movidos por
efeitos do sistema reticuloendotelial que ndo se consegue prever a partir de dados animais
para humanos. Até ao momento nao existe um modelo que replique de forma completa todas
as caracteristicas de um tumor maligno nos humanos (Alshehri et al., 2021), pelo que os
resultados dos ensaios clinicos sdo fundamentais para caraterizar a seguranga e a eficacia

das formulacdes baseadas em abordagens nanotecnolégicas.

3.3.2. Distribuic&o por farmaco veiculado

Ao longo da pesquisa bibliografica efetuada, foi notério que varios compostos
bioativos eram eleitos repetidamente para desenvolver hanoformulacdes para tratamento do
CCR. Excluindo os casos em que as NPs nao continham farmacos, como 0s casos para
aplicacdo diagnostica e alguns para terandstica, os farmacos mais utilizados foram: 5-FU -
isolado e/ou em combinacdo-, CUR e DOX - isolada e/ou em combinacdo-, seguidos em

menor extensado de utilizacdo: OP, capecitabina, SN-38, IRI e quercetina - Figura 9.
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Distribuicao percentual quanto ao farmaco veiculado

5-FU isolado e/ou
em combinagdo -
16,4%

S/ Farmaco- 14%-____

r

Doxorrubicina
isolada e/ou em

Outros farmacos - 20,5% —combinagdo -12%

_ Oxaliplatina -
5,5%

Quercetina-2,7% Irinotecano - 4,1%

Capecitabina-
2,7% | SN-38-5,5%

Curcumina -16,4%

Figura 9 - Distribuicdo percentual quanto ao farmaco veiculado nas NPs em fase pré-clinica para
tratamento da CCR.

O tratamento atual do CCR baseia-se essencialmente nos farmacos: 5-FU, OP,
capecitabina e IRI. No entanto, o farmaco 5-FU é frequentemente utilizado de forma isolada
ou em combinac¢ao com outros agentes citotoxicos. No entanto, como este farmaco apresenta
um metabolismo rapido pela enzima dihidropirimidina desidrogenase, é necessaria a
administracdo continua de altas doses de 5-FU para atingir a concentragdo terapéutica
minima (T. Smith et al., 2020). Esta concentra¢do causa inUmeros efeitos adversos no trato
gastrointestinal, reagdes hematoldgicas, neurais, entre outras (Latchman et al., 2014). Assim,
entende-se que 0s cientistas invistam bastante no desenvolvimento de novos nanossistemas
capazes de veicular o farmaco de forma a melhorar a sua eficacia terapéutica e que este
farmaco, o 5-FU, isolado ou em combinacdo, seja veiculado em cerca de 16% dos

nanossistemas.

Como a quimioterapia esta associada a diversos efeitos adversos, o interesse quanto
a fitoterapia tem aumentado nos ultimos anos e a utilizagdo de produtos a base de plantas na
medicina tem sido grandemente explorada, nomeadamente a CUR. Este composto bioativo €
considerado atoxico e seguro em estudos com animais, 0 que o torna um possivel farmaco
promissor (Hu et al., 2020). A CUR é um polifenol natural que apresenta acdo anti-inflamatoéria
e antineoplasica. Estudos pré-clinicos e clinicos revelaram que a CUR apresenta baixa
solubilidade em &gua, baixa biodisponibilidade e elevada clearance, ndo atingindo as
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concentracdes sanguineas ideias (Sabra et al., 2018). Estas caracteristicas dificultam a acéo
antineoplasica da CUR essencial para o tratamento do cancro. Para ultrapassar estas
limitacdes, diversas abordagens nanotecnolégicas tém vindo a ser desenvolvidos para
veicular a CUR (Alibolandi et al., 2018). Este interesse em veicular a CUR de forma eficiente
tem sido comum a diversos grupos de investigacéo, representando cerca de 16% dos estudos
pré-clinicos compilados. Os autores Cabeza et al., constataram 0 mesmo, sendo que
descrevem que a CUR é um dos compostos mais encontrados nas nanoformulacdes para o
tratamento do CCR (Cabeza et al., 2020).

Outro farmaco que esta entre os trés farmacos mais utilizados é a DOX, de facto, é
o farmaco veiculado em cerca de 12% dos estudos pré-clinicos. Este farmaco é considerado
um dos farmacos citotéxicos mais eficazes no tratamento de diversos tipos de cancro (Debele
et al.,, 2018). No entanto, a alta eficacia deste farmaco é atingida com altas doses, o que
provoca também efeitos adversos graves em tecidos saudaveis. Para além da toxicidade
associada a este farmaco, também apresenta tempo de semi-vida curto o que faz com que
seja eliminado da circulagdo antes de atingir uma concentracdo ideal no local do tumor
(Sesarman et al., 2019). De forma a ultrapassar estas limitagfes, a veiculacdo deste farmaco
de forma direcionada ao tumor é uma estratégia bastante adotada de forma a tornar o
tratamento com a DOX mais seguro, mas também mais eficaz. Segundo Cabeza et al., este
€ o farmaco mais frequentemente encapsulado (Cabeza et al., 2020), o que de acordo com
esta pesquisa elaborada nos ultimos 6 anos ndo se confirma, ainda assim encontra-se no top

trés de farmacos mais utilizados.

Por fim, existem inUmeros outros farmacos a ser estudados como é o caso dos
anticorpos bortezomib e imatinib; os taxanos: docetaxel, paclitaxel; e ainda outros como:
rapamicina, resveratrol, camptotecina, niclosamida, entre outros. Estes farmacos apresentam

baixa frequéncia e assim foram agrupados na categoria outros farmacos.

Quanto aos farmacos mais utilizados nos ensaios clinicos, pode-se facilmente
observar na Figura 10 que os compostos que se destacam s&o: IRI - isolado e/ou em
combinacdo, SN-38 e DOX. Os outros farmacos em menor destague apresentam a mesma
percentagem de utilizacdo, tais como: cetuximab, RNA, AZD4635 e as combinacdes

farmacologicas: FOLFOX, NALIRINOX e camptotecina e capecitabina.

73
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias de Saude



Daniela Alexandra Coelho Serrano Avancos Recentes das Abordagens Nanotecnolégicas para
Diagndstico e Tratamento do Cancro Colorretal

Distribuicdao percentual por farmaco veiculado
AZD4635- 6,7%

FOLFOX-6,7%

Irinotecano isolado
e/ou em
combinagdo-33,3%

camptotecina + capecitabina - 6,7%

RNA-6,7%
Cetuximab - 6,7%

NALIRINOX - 6,7%
SN-38-13,3%

Doxorrubicina -
13,3%

Figura 10 - Distribui¢c@o percentual quanto ao farmaco veiculado nos ensaios clinicos para tratamento
da CCR.

O composto bioativo com maior percentagem de utilizacdo nos ensaios clinicos € o
IRI. Este farmaco citotoxico encontra-se nos farmacos mais utilizados na quimioterapia
adjuvante no tratamento do CCR (T. Smith et al., 2020). Apesar da sua ampla aplicacédo
clinica, a sua utilidade é limitada devido ao seu estreito indice terapéutico, podendo ser
responsavel por diversos efeitos adversos graves, como mielossupressdo e diarreia. Este
farmaco é um pré-farmaco, sendo que € hidrolisado no figado e nas células tumorais, no seu
metabolito ativo mais potente, o SN-38 (Sadat et al., 2020). Este metabolito encontra-se
também entre os compostos mais encapsulados em nanoformulacdes em ensaios clinicos. O
interesse na veiculagdo deste composto centra-se principalmente na sua utilizag&o clinica
limitada, sendo que apresenta baixa solubilidade em &gua e instabilidade quimica do seu anel
lactona, farmacologicamente ativo em pH>6 (England et al., 2017). Assim, existe um interesse
enorme em desenvolver e avaliar a efichcia e segurangca de varias estratégias
nanotecnoldgicas para melhorar o indice terapéutico dos farmacos IRI e SN-38, sendo que o

primeiro representa cerca de 33% dos ensaios clinicos e o segundo cerca de 13%.

O farmaco citotdxico, DOX, estd novamente entre os trés farmacos mais utilizados,
tal como observado nos estudos em fase pré-clinica. E, de facto, um composto bastante
utilizado no ambito do nanotratamento do CCR. Como se pdde constatar, existe um elevado
namero de estudos em fase pré-clinica, o que demonstra o grande investimento e interesse

das equipas de investigacdo neste farmaco. Estando atualmente a decorrer tantos ensaios
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clinicos com este farmaco reflete o trabalho e os resultados obtidos na fase inicial de
investigacdo. Este farmaco € encapsulado em nanoformulagdes em sensivelmente 13% dos

ensaios clinicos estudados.

Como se pode observar na Figura 10, em fase clinica existem ainda outros farmacos
a ser avaliados em nanoformulacdes. Alguns exemplos sdo: FOLFOX, NALIRINOX e
Camptotecina e Capecitabina. A combinacéo de farmacos FOLFOX esta nas guidelines de
tratamento a partir do estadio Il. E é de salientar que os pacientes que sdo submetidos a um
esquema demorado de FOLFOX, normalmente 3 ou 6 meses, sofrem frequentemente de
efeitos adversos pelo tratamento intensivo (Grothey et al.,, 2018; Guo et al.,, 2020).
Geralmente, o objetivo das equipas de investigacdo é desenvolver nanoformulagfes que
permitam diminuir as doses administradas, aumentando a acumulacdo de farmaco no alvo,

isto €, no tumor colorretal, com a concomitante melhoria do perfil de seguranca.
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3.3.3. Distribuicéo por tipo de nanoparticula

O numero total de artigos analisados quantos aos estudos pré-clinicos foi 78 e,
observando a Tabela 16, consegue-se constatar que os dois tipos de NPs com maior nimero
de estudos associados foram: as NPs baseadas em lipidos e NPs poliméricas. Estes
resultados vdo de encontro ao descrito por Cabeza et al.,, que refere que o uso de
nanoformulag@es lipossomais e NPs poliméricas sdo predominantes em estudos relativos ao
tratamento do CCR (Cabeza et al., 2020).

Tabela 16 - Distribuicéo dos estudos pré-clinicos e dos ensaios clinicos quanto ao tipo de nanoparticula.

Tipo de Nanoparticula N° de estudos pré- N° de ensaios
clinicos clinicos
NPs a base de lipidos 20 10
NPs poliméricas 20 1
Micelas 7 1
Dendrimeros 8 0
NPs metalicas 8 1
NPs de silica 7 0
NPs de carbono 8 2
NP néo definida 0 6
Total 78 21

As NPs baseadas em lipidos apresentam diversas formas, estruturas e naturezas
guimicas e sdo uma das nanoplataformas mais seguras por serem constituidas por compostos
biocompativeis. Tém a capacidade de encapsular farmacos lipofilicos ou hidrofilicos, assim
como produtos biofarmacéuticos, como: proteinas, RNAs e DNAs. Existem varios exemplos
de NPs baseadas em lipidos, nomeadamente lipossomas, aprovadas para o tratamento
clinico de outros tumores, como o Lipusu® - Paclitaxel lipossomal - e Marqibo® - vincristina
lipossomal - , mostrando assim que este tipo de NP tem tido sucesso na area da nanomedicina
(Tiwari et al., 2020). Como estas NPs apresentam uma grande biocompatibilidade, € de
esperar que as nanoformulacdes a base de lipidos, principalmente os lipossomas PEGuilados
e 0s NLCs sejam dos primeiros tipos de nanoformulacdes a ter sucesso em ensaios clinicos

para o tratamento do CCR (Yang & Merlin, 2020). E expectavel que os lipossomas tenham
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maior probabilidade de obter resultados bem-sucedidos, tendo em conta que a maior parte

dos ensaios clinicos decorridos e ainda a decorrer sdo com este tipo de NP.

As NPs poliméricas também tém tido um enorme interesse na area da nanomedicina,
pois apresentam inlmeras vantagens, como estabilidade significativa em fluidos bioldgicos,
ampla diversidade de polimeros, modulacdo da degradacéo do polimero e da libertacao de
farmaco encapsulado (Gagliardi et al., 2021). Estas caracteristicas tornam estas NPs uma das
abordagens mais estudadas na nanotecnologia para veiculacdo de farmacos - Tabela 16 -, tal

como descrito anteriormente (Castro et al., 2020).

Tendo em conta os dados relativos aos ensaios clinicos, pode-se constatar pela
Tabela 16 que o tipo de NP predominante sdo as NPs a base de lipidos, nomeadamente, 0s
lipossomas. E de seguida, encontram-se as NPs néo definidas. Em ensaios clinicos, esta
denominac&o pode ser comum, pois € uma forma de ndo revelar pormenores essenciais dos
avancos tecnologicos das equipas de investigacdo. O facto das NPs a base de lipidos se
encontrarem com grande destaque pode estar relacionado com o facto de existirem diversos
medicamentos lipossomais autorizados pelas entidades competentes e comercializados,

como é o caso do Marqibo®, Thermodox®e Lipusu®.

3.3.4. Distribuicao por tipo de ligando utilizado na funcionalizagdo

Como referido em epigrafe, a principal desvantagem da quimioterapia convencional é
a falta de especificidade dos farmacos e os consequentes efeitos adversos (Thorley & Tetley,
2013). Uma das vantagens da nanomedicina € a possibilidade de funcionalizar, quer
passivamente, quer ativamente as NPs para o alvo pretendido, neste caso para o CCR. Neste
sentido é interessante analisar quais os ligandos mais utilizados para a funcionalizag&o ativa
de NPs em desenvolvimento para o diagnéstico, tratamento e terandéstico do CCR. Na figura
11, é possivel observar a distribuicdo percentual dos ligandos utilizados nos artigos
compilados que se encontravam em fase pré-clinica. Como se pode observar na figura, os
estudos de NPs nédo funcionalizadas ativamente, ou seja, sem ligandos, foram predominantes,
cerca de 59%. Isto quer dizer que a maioria das equipas de investigacéo néo inseriu ligandos
na superficie das NPs, utilizando assim mais a funcionalizagdo passiva e o processo de
PEGuilacdo como estratégias. Esta aposta nos estudos sem funcionaliza¢do ativa pode ser
justificado por ndo existir até ao momento nenhum sistema de veiculacdo com este tipo de
funcionalizag&o a ser utilizado na prética clinica, tal como sugerido anteriormente (Arslan et
al., 2021).
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Relativamente aos ligandos utilizados na funcionalizagdo ativa, o ligando mais
utilizado foi o AF, com cerca de 14% de estudos, seguido, de aptameros - 6%-, acido
hialurénico e anticorpos/fragmentos de anticorpos — com cerca de 4%. E de notar que tanto
estratégias de funcionalizacdo ativa seletiva, como anticorpos e aptameros, e ndo-seletiva,

como AF, &cido hialurénico, tém sido exploradas.

Distribuicao por ligando utilizado na funcionalizagao

Anti-CEA - 1,3%
—

Anticorpos/Fragmentos d/

anticorpo - 3,8%

Peptideos- 2,6%
I

___Acido Félico -14,1%

Aptameros- 6,4%

_ Acido hialurdnico - 3,8%
\ Anti-EGFR- 2,6%
Manose - 2,6%
Outros ligandos -
3,8%

Sem ligandos -
59,0%

Figura 11 - DistribuicBo percentual por ligando utilizado na funcionalizacdo das NPs
direcionadas ao CCR.

O ligando mais utilizado foi 0 AF, que nao é produzido endogenamente pelas células
humanas e requer internalizacdo nas células mediada por recetor, denominados, FR-a e FR-
B. O FR-a é sobre-expresso num grande numero de tumores malignos humanos,
especificamente no CCR. Assim, 0 AF liga-se a células tumorais 20 vezes mais que a células
epiteliais normais. Logo, a conjugagéo do AF na superficie de NPs tem sido uma estratégia
bastante utilizada de forma a vetorizar os sistemas nanotecnologicos (Sanchez-Moreno et al.,
2018; Tiwari et al., 2020).

Outro ligando bastante utilizado sdo os aptameros, sendo utilizados em 6% dos
estudos analisados. Tém a capacidade de mimetizar as propriedades de anticorpos, através
das suas conformacdes tridimensionais intramoleculares, e ligam-se especificamente a
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antigénios alvo (Weihong Tan et al., 2011). A sua conjuga¢gdo em NPs tem melhorado a
terapéutica, pois fornece aos sistemas mais seletividade e especificidade, razéo pela qual tém

sido tdo explorados nos ultimos anos.

7

O acido hialurénico € um polissacarideo e possui boa biocompatibilidade. Os
recetores de acido hialurénico - CD44 - sdo pouco expressos em células epiteliais normais,
no entanto, sao sobre-expressos em células tumorais (Huang & Huang, 2018),
nomeadamente, em células do CCR. Assim, a conjugacao deste ligando na superficie das
NPs tem potencial, pois o acido hialurénico aumenta a acumulacdo das NPs nas células

tumorais que expressem CD44 (Sanchez-Moreno et al., 2018).

O ligando anti-CEA foi utilizado em apenas 1% dos estudos, este seria um ligando que
se esperaria mais utilizacdo, pois, como referido anteriormente, o biomarcador mais sobre-
expresso no CCR é o CEA. Apesar de ser um dos biomarcadores mais presentes no CCR,
nos Ultimos anos ndo tem sido particularmente explorado, de acordo com os estudos

analisados.

Seria também de grande interesse avaliar e estudar as estratégias de funcionalizagédo
que se encontram em desenvolvimento a nivel clinico. No entanto, devido a falta de
informacgé&o nas descri¢cdes das NPs utilizadas nos ensaios clinicos, ndo € possivel comentar

as estratégias de funcionalizagdo mais adotadas.
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3.3.5. Distribuicéo por tipo de nanoparticula e aplicacdo

Por ultimo, é interessante uma analise global da distribuicdo dos estudos pré-clinicos
e dos ensaios clinicos analisados pelos diferentes tipos de NPs com as respetivas aplicacbes
- Tabela 17.

Tabela 17 — Distribuicdo dos estudos pré-clinicos (EP) e dos ensaios clinicos (EC) por tipo de
nanoparticula e por aplicagcdo. Os dados estéo apresentados como ndmero de EP + numero de EC.

Tratamento  Diagnéstico  Terandstico Total

NPs a base de lipidos 18 + 10 1+0 1+0 20 + 10
NPs poliméricas 20+1 0+0 0+0 20+1
Micelas 5+0 0+1 2+0 7+1
Dendrimeros 6+0 1+0 1+0 8+0
NPs metalicas 3+0 0+1 5+0 8+0
NPs de silica 4+0 2+0 1+0 7+0
NPs de carbono 7+1 1+1 0+0 8+0
NP néo definida 0+4 0+2 0+0 0+2
Total 64 + 16 5+5 10+0 78 + 21

Observando a figura 12, consegue-se mais facilmente visualizar a diferenca
percentual existente entre as aplicagbes, nomeadamente tratamento, diagndéstico e

terandstico de cada tipo de NP nos estudos pré-clinicos.
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Distribuicdo percentual por tipo de aplicacao
e por tipo de NP
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Figura 12 - Distribuigdo percentual por tipo de aplicacdo e por tipo de nanoparticula quanto aos estudos
pré-clinicos em desenvolvimento no &mbito do CCR.

Os resultados obtidos foram ao encontro do descrito por Cabeza et al., pois 0 que 0s
autores referem é que as NPs predominantes para o tratamento do CCR sédo as
nanoformulag@es lipossomais e as NPs poliméricas. E ainda, que as NPs metalicas também

sao de grande interesse, mas para fins de teranéstico e imagiologia (Cabeza et al., 2020).

Como se pode observar na figura 12, as nanoformulagfes mais exploradas para o
tratamento do CCR sao as lipidicas e poliméricas, seguidas de micelas e dendrimeros. As
NPs de carbono também apresentam uma grande percentagem de aplicagdo no tratamento,
sendo que a maioria séo aplicadas de forma a marcar a localizagdo do tumor colorretal antes

da cirurgia laparoscépica e ndo para veicular compostos antitumorais.

No nanoterandstico, as NPs que se destacam sao as constituidas por componentes
metalicos. De acordo com os resultados obtidos, 62,5% dos estudos quanto a NPs metalicas
tiveram como intuito uma aplicacdo terandstica. Estas NPs foram em muitos casos
funcionalizadas, quer pelo componente magnético da NP (funcionalizacédo fisica) ou pela

adicdo de ligandos na sua superficie.

As NPs de silica parecem ser bastante versateis, ja que 57% dos estudos dizem
respeito a area do tratamento, 28% a é&rea do diagnéstico e 14% a uma abordagem

terandstica. Um dos tipos de NP de silica que se destacam s&o as NPs de silica mesoporosas.
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Os poros existentes nestas NPs sdo ordenadamente arranjados, tém volume e tamanho
ajustavel, as NPs apresentam grande area de superficie que permite funcionalizacado, alta
estabilidade e biocompatibilidade. Estas caracteristicas permitem uma ampla aplicagcao
biomédica deste tipo de NP (Liu et al., 2019; Mebert et al., 2017; Narayan et al., 2021).

Por fim, pode-se visualizar a diferenca percentual existente entre as aplicacoes,
nomeadamente tratamento e diagnostico, de cada tipo de NP nos ensaios clinicos. E de notar
que a abordagem teranéstica ainda ndao se encontra em desenvolvimento em ensaios clinicos.
Como se pode constatar pela observacdo da Figura 13, os tipos de NPs que sdo mais
predominantes em abordagens de nanotratamento sdo as NPs lipidicas e poliméricas, em

linha com a tendéncia que pudemos também observar quanto aos estudos pré-clinicos.

Distribuicdo percentual dos ensaios clinicos por aplicacao

e tipo de NP

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

NPs lipidicas  NPs poliméricas Micelas NPs metalicas NPs de carbono NPs ndo

definidas

tratamento diagndstico

Figura 13 - Distribui¢do percentual por tipo de aplicagao e por tipo de nanoparticula quanto aos ensaios
clinicos a decorrer no &mbito do CCR.

Quanto ao diagnostico, as NPs que se destacam séo as micelas e as NPs metalicas.
Tal como observado nos estudos analisados e ainda como Cabeza et al., as NPs metdlicas
séo de grande interesse para fins de terandstico e imagiologia (Cabeza et al., 2020), o que se

reflete na sua progressao para ensaios clinicos.

As NPs de carbono e as NPs nao definidas apresentam aplicacdes clinicas tanto na
area do tratamento, como do diagnostico. As NPs de carbono, tal como se observou
anteriormente, sdo maioritariamente usadas para marcar a localizacdo exata do tumor, tanto

para situagdes pré-cirdrgicas, como para determinar o estadiamento do tumor.
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Capitulo IV - Concluséo
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4. Conclusao

Esta dissertacao teve como objetivo central compilar os avangos recentes quanto a

utilizacédo de abordagens nanotecnolégicas no ambito do diagnéstico e/ou tratamento do CCR.

Na fase pré-clinica, as NPs a base de lipidos e as NPs poliméricas sdo os tipos de
nanoformulacées mais frequentemente exploradas com o objetivo de melhorar o tratamento
do CCR. Por outro lado, as NPs que suscitam mais interesse no ambito do diagnéstico e do

teranostico do CCR sao as NPs de silica e as metalicas, respetivamente.

Existem muitos estudos recentes que descrevem nanoformulacbes em
desenvolvimento pré-clinico. No entanto, os ensaios clinicos a decorrer sdo muito mais
escassos. E ainda de notar que a maioria dos ensaios clinicos dizem respeito a
nanoformulacdes lipossomais, enquanto nos estudos pré-clinicos sdo explorados outros tipos
de NPs.

A area do nanoterandstico estd em crescente expansao nos Ultimos anos, mas apenas
numa fase pré-clinica. O facto de ainda nao haver registos de ensaios clinicos a decorrer,
indica que sao necessarios mais estudos e mais investimento nesta area para que esta seja

verdadeiramente aplicada clinicamente.

De acordo com os estudos pré-clinicos analisados, os farmacos mais encapsulados
em sistemas nanotecnoldgicos sdo o 5-FU, a CUR e a DOX. A nivel dos ensaios clinicos, 0s
farmacos mais utilizados séo o IRl, o SN-38 e a DOX. Geralmente, a quimioterapia esta
associada a diversos efeitos adversos e o interesse em melhorar a qualidade de vida dos
doentes durante a terapéutica é crescente. A encapsulacdo destes farmacos em sistemas
nanotecnoldgicos pode melhorar ndo s6 o seu perfil de seguranga, mas também a sua eficacia

terapéutica.

Os ligandos utilizados como estratégia de funcionalizacdo de NPs que mais se
destacaram nos estudos analisados sao: AF, aptameros, acido hialurénico e
anticorpos/fragmentos de anticorpos. Pode-se concluir que as estratégias de funcionalizacdo
ativa seletiva, como anticorpos e aptameros, e ndo-seletiva, como AF, acido hialurénico, tém
sido as mais exploradas no desenvolvimento de nanoformulagbes funcionalizadas.
Relativamente aos ensaios clinicos, devido a falta de informacdo na descricdo das
nanoformulacdes dos ensaios clinicos, nao é possivel tirar conclusdes quanto as estratégias

de funcionalizagdo mais adotadas.
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E de notar que tém sido varios os avancos alcancados quanto ao nanodiagndstico,
nanoterapéutica e nanoterandéstico do CCR, particularmente no ambito pré-clinico. No
entanto, € necessario mais investimento para aumentar o numero de sistemas de veiculacéo
que atingem os ensaios clinicos. Por outro lado, sdo também necesséarias mais pesquisas
para melhor descrever e combater as complexidades do microambiente do CCR. Ao aumentar
os conhecimentos sobre as caracteristicas do microambiente tumoral, sera também possivel
melhorar e aumentar as abordagens nanotecnol6gicas quanto ao direcionamento para alvos

especificos, diagnéstico, tratamento e aplicacdes terandsticas eficazes e seguras.

A area da nanomedicina tem demonstrado apresentar potencial para ultrapassar
varias limitacdes do diagnoéstico e do tratamento convencional do CCR. As nanoformulagdes
apresentam um potencial enorme para veicular farmacos de forma mais direcionada,
diminuindo a sua toxicidade e efeitos adversos, melhorar a eficacia terapéutica e ultrapassar
a multirresisténcia existente aos farmacos existentes no tratamento do CCR. Se o
investimento assim o permitir, € possivel que os préximos anos sejam frutiferos quanto ao
namero de autorizacdes de introducdo no mercado de medicamentos baseados em

abordagens nanotecnoldgicas para o diagnostico e/ou tratamento do CCR.
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