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Resumo

RESUMO

A nanotecnologia tem possibilitado o desenvolvimento de novas estratégias de
direccionamento de fairmacos as células tumorais, evitando que compostos citotoxicos
atinjam as células saudaveis. As nanoparticulas mais utilizadas na terapia oncoldgica
sdo as nanoparticulas biodegradaveis e biocompativeis a base de lipidos e a base de
polimeros, como os lipossomas, as micelas poliméricas, as nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS), os transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) e as
nanoparticulas proteicas.

Mais de 50% dos farmacos em uso clinico a nivel mundial, tiveram origem em
compostos extraidos de plantas. Varios fitoquimicos apresentam actividade anti-
tumoral, com valores de citotoxicidade de grandeza nanomolar ou micromolar, estando
jé& inseridos em regimes quimioterapéuticos hospitalares como os taxanos, paclitaxel e
docetaxel, os alcaloides da vinca, vincristina e vimblastina, as campotecinas como o
irinotecano e os derivados semi-sintéticos da podofilotoxina como o etopdsido.

Muitos outros fitoquimicos como a curcumina, o resveratrol, a epigalocatequina-3-
galato e genisteina encontram-se em diferentes fases de ensaios in vitro, in vivo e
ensaios clinicos com vista a sua futura utilizacdo como agentes quimioterapéuticos.

Os fitoquimicos anti-cancerigenos possuem diferentes modos de ac¢do, funcionando
como inibidores enzimaticos, bloqueadores mitéticos ou anti-angiogénicos, podendo
induzir a apoptose celular das células tumorais. Alguns fitoquimicos podem apresentar
vantagens em termos de toxicidade e inconvenientes em termos de solubilidade e
reduzido tempo de semi-vida.

Esta revisdo bibliografica evidencia a utilizagdo actual dos nano-sistemas na
entrega de fitoquimicos na terapia oncologica, os tipos de tumor e regimes em que estao

a ser aplicados clinicamente e, ainda, os beneficios resultantes do seu uso.

Palavras-chave: nanotecnologia, nanoparticulas, fitoquimicos, cancro, anti-

cancerigenos, ensaios clinicos, in vitro, in vivo, toxicidade
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Abstract

ABSTRACT

Nanotechnology has enable the development of knew targeted drug strategies to
the tumour cells and thus preventing the damaged of healthy tissues. The more
exploited nanoparticles on cancer therapy are biodegradable and biocompatible lipid-
based and polimeric-based nanoparticles like liposomes, polimeric micelles, solid lipid
nanoparticles (SLNs), nanostructured lipid carriers (NLCs) and protein nanoparticles.

Worldwide more than 50% of the drugs in clinical use are derived from plant

compound extracts. Several phytochemicals have anti-tumor activity displaying
cytotoxicities between nano and micro molar ranges. Some of them make part of
chemotherapeutic hospital regimens like taxanes (paclitaxel and docetaxel), vinca
alkaloids (vincrisine, vinblastine), camptothecins (irinotecan and topotecan) and the
semi-syntetic podophylotoxin derivates (etoposide and teniposide).
Many other phytochemicals such as curcumin, resveratrol, epigallocatechin-3-gallate
and genistein are in different stages of in vitro and in vivo assays and in clinical trials,
creating a possibility to all of them to make part of a future as a chemotherapeutic
agentes.

Anti-cancer phytochemicals have different modes of action, functioning as
enzyme inhibitors blockers, as anti-mitotic agentes or anti-angiogenic inducing tumour
cell apoptosis. Some phytochemicals may present advantages in terms of toxicity and
inconvenience in terms of solubility and reduced half-life.

This review highlights the current use of nano-systems in the delivery of
phytochemicals in cancer therapy, which tumours and regimens they are associated to

and the benefits when they are incorporated on these delivery nano-systems.

Keywords: nanotechnology, nanoparticles, phytochemicals, cancer, anti-tumour, trials,

in vitro, in vivo, toxicity
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Nanotecnologia na Terapia Oncoldgica

1. Nanotecnologia na Terapia Oncologica

1.1 Utilizacao da nanotecnologia na terapia oncologica

A nanotecnologia ¢ definida de acordo com National Nanotechnology Initiative
(NNI) como “a pesquisa e o desenvolvimento da tecnologia a escala atobmica, molecular
ou macromolecular, levando ao uso e criacdo controlada de estructuras, aparelhos e
sistemas com uma escala de dimensao de aproximadamente 100 nm” (Zamboni, 2014).
De acordo com Wilczewska, Niemirowicz, Markiewcz e Car (2012), a dimensaoo das
nanoparticulas esta entre os 80 a 300 nm nos lipossomas e entre os 10 e 100 nm nas

nanoparticulas poliméricas (figura 1).
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\ N
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Figura 1 — Correlagdo de dimensdes com a nano-escala. Adapatado de Wilczewska, Niemirowicz,

Markiewcz & Car, (2012).

Os primeiros nano-sistemas a serem desenvolvidos foram as nano-emulsdes que
comecaram a ganhar grande relevancia nos anos 50 (Martins, Sarmento & Souto, 2007)
e rapidamente se percebeu que as suas aplicagdes sdo vastas, sendo usadas como um
sistema de distribui¢do de farmacos (Martins et al., 2007).

Os lipossomas conhecidos desde 1965, que sdo estruturas classicas de sistemas de

entrega lipidicos (Naseri, Valizadeh & Zakeri-milani, 2015), sdo dos nano-sistemas
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mais utilizados até a data em aplicacdes clinicas (Grijalvo, Mayr, Eritja & Diaz, 2016).
Por outro lado, as nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS) tém vindo a demonstrar serem
uma boa alternativa aos lipossomas (Nunes, Madureira, Campos, Sarmento & Gomes,
2015), e tal como os transportadores nano-estructurados lipidicos (TNLs), surgiram ja
na década de 90 com o intuito de substituir os lipossomas (Naseri et al., 2015). Os
transportadores nano-estructurados sdo considerados a nova geracdo de nanoparticulas,
sendo um nano-sistema com elevada eficiéncia de encapsulacdo, com uma libertacao
controlada e elevado desempenho na producdo de formas farmacéuticas finais como
cremes, comprimidos, capsulas e injectaveis (Jaiswal, Gidwani & Vyas, 2014).

Viarias formulagdes na area de cosmética e na terapia, especialmente na area

oncoldgica tém vindo a ser aprovadas e comercializadas (tabela 1).

Tabela 1 — Exemplos de nanoformulag¢des comercializadas. Adaptado de Weissing, Pettinger ¢ Murdock

(2014); Li Wu, Martini e Wen (2011).

Nome Nanoparticula Composto Indicagao Aprovagao
comercial
Doxil® Lipossoma Doxorrubicina Tumores FDA 1995
RevitaLift® Nanossomas Pro-retinol A e Anti-rugas
vitamina A

Peglntron® Proteina peguilada  Interferdo alfa 2b Hepatite C FDA 2001

Genexol®  Micela polimérica Paclitaxel Tumores KFDA 2001

Megace ES® Nanocristal Megestrol Anorexia FDA 2005

FDA (Food and Drug administration); KFDA (Korean Food and Drug Administration)

A nanotecnologia na terapia oncologica ¢ aplicada de modo a resolver um dos
seus maiores problemas, o qual reside na falta de selectividade da entrega do composto
activo no tumor e a sua entrega na quantidade necessaria (Wilczewska et al., 2012).
Ultrapassando estes problemas ¢ possivel minimizar os efeitos indesejaveis nas células
saudaveis e promover uma maior eficacia do tratamento (Wilczewska et al., 2012). O

primeiro medicamento anti-tumoral em lipossomas aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) em 1993 foi a doxorrubicina (Doxil*) (Weissing, Pettinger &
Murdock, 2014).
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Em 2012 ja existiam 43 nanoparticulas comercializadas com compostos activos,
designados como “produtos nano-farmacéuticos”, ‘“nanomedicinas” ou “nano-

farmacos”. De entre as nanoparticulas comercializadas aplicaveis as mais variadas

patologias, encontram-se lipossomas como o DepoCyt® que contém citarabina para a
meningite, 0 Marqibo® com vinscristina encapsulada para a leucemia linfoblastica aguda

ou o Ambiosome® para infec¢des flingicas, entre outros (Weissing et al., 2014). Para
além dos lipossomas encontram-se ainda comercializadas outros tipos de nanoparticulas

como as nanoformulac¢des a base de polimeros onde se insere por exemplo o Genexol®

que transporta o paclitaxel, os conjugados de proteina-farmaco como o Abraxane® de

aplicagdo oncologica (Weissing et al., 2014) .

1.2 Tipos de nanoparticulas

As nano-particulas que sdo aplicadas a sistemas de entrega de farmacos podem
ter origem em diversos materiais como lipidos no caso dos nanotransportadores
lipidicos, polimeros designados de nanotransportadores poliméricos, compostos
organometalicos como o caso dos nanotubos de carbono ou até mesmo por virus,
conhecidas como ano-particulas virais) (Cho, Wang, Nie, Chen & Shin, 2008).

As nanoparticulas que t€ém sido aplicadas na area da oncologia sdo nanoparticulas
pertencentes aos Sistemas Coloidais de Entrega de Farmacos (“Coloidal Drug Delivery
Systems™) os quais podem ser divididos em nano-transportadores que tém como
formulagdo base os lipidos e em nano-transportadores a base de polimeros (Pradhan,

Singh & Singh, 2013) (figura 2).
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Nanotransportadores
Nanotransportadores a Nanotransportadores a
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Figura 2 — Sistemas coloidais de entrega de farmacos. NLS (nanoparticulas lipidicas soélidas); TNL
(transportadores nano-estructurados lipidicos) Adaptado de Pradhan et al., (2013); Amaral & Estanqueiro,

(2015); Loheharoenkal et al., (2014).

Os nano-transportadores a base de lipidos podem ser divididos em vesiculas,
particulas e emulsdes (Pradhan et al., 2013) e os nano-transportadores a base de
polimeros sdo segmentados em particulas, em sistemas que se auto-organizam e em

conjugados farmaco-polimero (Pradhan et al., 2013; Amaral & Estanqueiro, 2015).

1.2.1 Nanoparticulas lipidicas

Os nano-transportadores vesiculares constituidos por lipidos sdo esféricos e
compostos por uma bicamada de fosfolipidos que protege o “core” interno aquoso.
Nesta categoria inserem-se os lipossomas, niossomas, transferssomas e etossomas
(Pradhan et al., 2013). A diferenga que reside entre as vesiculas lipidicas e as
nanoparticulas lipidicas ¢ o estado-fisico do seu “core” interno, que no primeiro caso ¢
liquido e no segundo caso so6lido e semi-solido (Amaral & Estanqueiro, 2015). Nas
nanoparticulas lipidicas estdo incluidas as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e os
transportadores nano-estucturados lipidicos (TNL) (Pradhan et al., 2013; Amaral &
Estanqueiro, 2015).
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1.2.1.2 Lipossomas

Os lipossomas sdo nanoparticulas lipidicas que transportam no seu “core”
interno compostos hidrossoliveis e na sua membrana compostos lipofilicos, protegendo
ambos do ambiente externo que os rodeia até atingirem o local de agdo pretendido

(Wang et al., 2015).

Cabeca hidrofilica

Caudas hidrofobicas

Bicamada de
fosfolipidos

Core interno aquoso

Figura 3 — Representacdo esquematica da organizagdo de um lipossoma

Na sua composi¢do sdo constituidos por uma bicamada fosfolipidica (figura 3),
ou seja, sao formados por varias moléculas de fosfolipidos, as quais tém uma cabeca de
natureza hidrofilica que ¢ soliivel em dgua e duas caudas hidrofobicas de acidos gordos
que sdo repelidas pela mesma (Wang et al., 2015). Os lipossomas podem apresentar
caracteristica diferentes consoante o seu numero de bicamadas, o seu tamanho e a sua
carga de superficie, dependendo esta ultima do tipo de fosfolipidos utilizados (Grijalvo
et al., 2016).

No que concerne ao nimero de bicamadas os lipossomas sdo inseridos em duas
categorias, as vesiculas multilamelares, constituidas por mais que uma bicamada e
vesiculas unilamelares, constituidas apenas por uma bicamada. As vesiculas
unilamelares ainda se podem sub-dividir em vesiculas unilamelares gigantes (GUV),
vesiculas unilamelares grandes (LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV)

(Nogueira, Gomes, Preto & Cavaco-Paulo, 2015) (figura 4).
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Suv Luv MLV GUV

Figura 4 — Representacdo esquematica da categorizacdo dos lipossomas segundo o seu nimero de

bicamadas. Retirado de Nogueira et al., (2015).

Segundo Nogueira et al. (2015) o tamanho da vesicula ird influenciar o tempo de
semi-vida na corrente sanguinea ¢ o numero de bicamadas aliado as dimensdes da
particula vao determinar a quantidade de farmaco que pode ser introduzida no
lipossoma. Os nano-lipossomas (LUV e SUV), iguais em composi¢do e estrutura aos
lipossomas, apenas diferem no seu tamanho, sendo que as dimensdes da nano-escala,
vieram promover uma maior area interfacial de superficie do fitoquimico com o tecido
bioldgico em si, aumentando a biodisponibilidade do composto encapsulado (Wang et
al., 2015).

As técnicas de producdo de um lipossoma s3o diversas, sendo a técnica mais
simples o método de hidratacdo em camada fina que consiste na separagdo do solvente
seguido de uma re-hidratacdo. A didlise também ¢ um dos métodod de producdo de
lipossomas, que consiste na formagdo de uma micela mista com emulgente com a
subsequente dilui¢do do mesmo, pode ser usada como um método alternativo quando se
estdo a manipular compostos sensiveis a desnatura¢dao, como as proteinas (Nogueira et
al., 2015).

Para reduzir o tamanho dos lipossomas utiliza-se a sonicacao, a homogeneizacao
a alta velocidade e a extrusdo de membrana (Nogueira et al., 2015). No caso da injeccao
de solvente, ndo hé necessidade de uma posterior de reducao de tamanho do lipossoma,
pois da logo origem a nano-lipossomas de aproximadamente 100 nm (Nogueira et al.,

2015) (tabela 2).
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Tabela 2 — Técnicas de produgado de lipossomas. Adaptado de Nogueira et al., (2015)

Método Técnica

Hidratagdo em camada fina Evaporagio de solvente seguido por um re-hidratagio
numa fase aquosa

Evaporagio de fase reversa  Mistura de uma fase aquosa com um solvente imiscivel
para formar uma emulsdo com posterior evaporagdo do
solvente

Injeccdo de solvente Injecdo de um solvente que seja miscivel numa fase
aquosa (normalmente etanol)

Dialise Formagdo de uma micela mista com emulgente com a
subsequente diluigio ou remogdo do mesmo

Fluido supercritico Solvatagdo dos lipidos num fluido supercritico com
posterior injegdo a alta pressdo numa fase aquosa

Sonicagio Energia ultra-sonica para levar a ruptura das vesiculas

Homogeneizagdo aalta  Colisdes a alta velocidade para levar a ruptura mecanica
velocidade da vesicula

Extrusdo de membrana  Forgar a passagem da vesicula através de poros com
medidas definidas

A Vincristina lipossomal sob a marca comercial Marqibo®, ¢ uma nanoparticula

com vincristina que foi aprovada clinicamente pela FDA (Food and Drug
Administration) na leucemia linfobldstica aguda em adultos refractarios. Esta
nanoparticula ¢ uma formulagdo de sulfato de vincristina encapsulada num lipossoma
composto por fosfolipidos de esfingomielina e colesterol (Douer, 2016).

Recentemente, a FDA também aprovou a nanoformulagdo lipossomal de irinotecano

como tratamento de segunda-linha no cancro metastico do pancreas (Ko, 2016).

1.2.1.3 Nanoparticulas lipidicas solidas

Ao contrario dos lipossomas, as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) tém um
“core” interno de lipidos no estado s6lido no qual também estd inserido agua e
surfactante (Martins et al., 2007) e sdo constituidas por uma camada de fosfolipidos
(Martins et al., 2007) (figura 5). Estas nanoparticulas sdo usadas maioritariamente para
encapsular compostos hidrofobicos, aumentando a estabilidade do composto,
diminuindo a sua degradagdo e promovendo uma libertagdo prolongada do mesmo

(Wang et al., 2015).
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Camada hidrofilica

Core interno de lipios no
estado sélido

Figura 5 - Representacio esquematica da organizacio de uma nanoparticula lipidica sélida

O composto activo pode ser encapsulado quer por dissolugdo no “core” interno
da nanoparticula, ou por dispersdo do composto a volta do core ou por enclausuramento
do composto na matriz lipidica (Naseri et al., 2015). Ao dispersar o composto a volta do
“core” tem-se uma libertagdo bifasica do activo e ao enclausurar obtém-se uma
libertagdo mais prolongada no tempo (Wang et al., 2015).

Os transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) t€ém a mesma estrutura
que as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), no entanto o estado fisico do “core”
interno em vez de so6lido € semi-sélido, sendo constituido por uma mistura de lipidos no
estado liquido e no estado solido (Battaglia & Gallarate, 2012).

Os métodos mais comuns de producdo das nanoparticulas lipidicas solidas
(NLS) e dos transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) sdo o método da
homogeneizagdo, evaporacao de fase reversa ou evaporagdo/emulsificacdo de solvente
(Wang et al., 2015). Na evaporagao de fase reversa ha mistura de uma fase aquosa com
um solvente imiscivel para formar uma emulsdo com posterior evaporagdao do solvente
(Nogueira et al., 2015). Na evaporacao/emulsificagdo, os lipidos sdo dissolvidos num
solvente organcico com posterior evaporacdo do mesmo a pressao reduzida (Naseri et
al., 2015). Na homogeneizagdo a altas pressdes os compostos sdo dissolvidos nos
lipidos previamente fundidos antes da homogeneizagdo (Battaglia & Gallarate, 2012)

(tabela 3).
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Tabela 3 — Técnicas de produgdo de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e de transportadores nano-

estructurados lipidicos (TNL). Adapatado de Naseri et al. (2015); Igbal et al. (2012); Wang et al. (2015).

Método Técnica

Homogeneizacio a altas pressées O composto ¢ dissolvido ou disperso nos lipidos fundidos antes da
(HPH) homogeneizagao

Emulsificacdo/Evapora¢do de  Os lipidos sdo dissolvidos num solvente organcico, com posterior
solvente evaporacao do mesmo a pressao reduzida

Fluido supercritico Solvatagdo dos lipidos num fluido supercritico (dioxido de
carbono) com posterior inje¢ao a alta pressdo numa fase aquosa

Injecgdo de solvente Injecdo de um solvente que seja miscivel numa fase aquosa
(normalmente etanol)

Técnica da micro-emulsao Os lipidos s3o aquecidos acima do seu ponto de fusdo e
adicionados a uma fase aquosa a mesma temperatura. Apos
formagdo da micro-emulsdo, esta ¢ diluida em agua fria de forma a
precipitar a nanoparticula com um tamanho mais reduzido

A técnica de homogeneizagdo a alta pressio (HPH) tem desvantagem de
envolver parametros criticos como altas temperaturas e pressdes que causam
instabilidade mecanica e termodindmica no produto final (Battaglia & Gallarate, 2012).
A técnica de HPH pode ser realizada através de uma homogeneizagdo a quente ou a
frio, sendo que esta ultima supera os inconvenientes da homogeneizacdo a quente,
prevenindo a degradagdo acelerada do farmaco devido as altas temperaturas e a perda de
farmaco para a fase aquosa durante a homogeneizagdo (Jaiswal et al., 2014). Na
homogeneizagdo a frio, hd menos exposicdo da substincia as altas temperaturas uma
vez que € logo arrefecida através de gelo ou nitrogénio liquido para distribui¢do do
farmaco na matriz lipidica (Jaiswal et al., 2014).

De acordo com outros autores (Naseri et al., 2015; Igbal, Sahni, Baboota, Dang
& Ali, 2012) ambas as nanoparticulas também podem ser preparadas através de outros
métodos, como a injec¢do de solvente, fluido supercritico e técnica da micro-emulsdo

entre outros (tabela 3).
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1.2.2 Nanoparticulas poliméricas

Nos nano-transportadores poliméricos, as nanoparticulas que se auto-organizam
em arranjos espontaneos sao constituidas por moléculas anfotéricas que se organizam a
superficie na presenca de determinados solventes de forma a isolar o “core” interno e a
substancia nele inserida. As micelas, os dendrimeros e os hidrogéis fazem parte deste

sub-grupo (Pradhan et al., 2013).

1.2.2.1 Nanopolimeros

Os polimeros podem ter origem em compostos natural como o colagénio, o
quitosano, a elastina e a queratina ou sintética (Sionkowska, 2011). Os polimeros
direccionados para entrega de farmacos sdo normalmente constituidos por polimeros
hidrofobicos biocompativeis e biodegraddveis como os poliésteres que estdo ligados a
um polimero hidrofilico também biocompativel, como o polietilenoglicol (PEG)
(Pradhan et al., 2013). Os polimeros sintéticos mas biodegradaveis maioritariamente
usados sdo o acido polilactico (PLA), a policaprolactona (PCL) e o acido polilactico co-
glicolico (PGLA) (Tamman, Azzazy & Lamprecht, 2015). O PGLA ¢ o polimero usado
com mais sucesso na produgdo de nanoparticulas poliméricas, pois ¢ derivado dos
monoémeros de acido lactico e glicdlico, sendo ambos metabolizados e eliminados do
organismo através do ciclo de acido citrico (Tamman et al., 2015). Este polimero ¢
maioritariamente usado em nanoparticulas transportadoras de compostos hidrofébicos
(Amaral & Estanqueiro, 2015).

As construgdes com copolimeros anfipaticos sdo constituidas por dois polimeros
quimicamente diferentes e tém-se revelado um excelente meio de distribuicdo de
compostos activos (Zhu et al., 2013). A jungdo de polimeros pode ser usada para a
produg¢do de diferentes nanoparticulas poliméricas, como micelas poliméricas,
dependendo das técnicas utilizadas na sua producdo, da composicdo dos blocos de

copolimeros e do seu tamanho (Letchford & Burt, 2007) (figura 6).
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Figura 6 — Factores que afectam a formagdo de nanoparticulas com copolimeros. Adaptado de Letchford

& Burt, (2007).
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Relativamente ao comprimento do bloco, se tivermos um peso molecular maior
da parte hidrofilica, o copolimero ¢ facilmente disperso em dgua e auto-organiza-se em
pequenas micelas (Letchford & Burt, 2007). Por outro lado, se o bloco hidrofébico
exceder o hidrofilico, o copolimero torna-se mais insoluvel em agua ndo se
transformando numa nanoparticula apenas através de uma dissolugdo directa, sendo
necessario processos como uma didlise, uma emulsificagdo ou nanoprecipitacdo
(Letchford & Burt, 2007). Segundo Letchford e Burt (2007), a propor¢do do tamanho
bloco hidrofilico/bloco hidrofoébico também tem ac¢do na geometria das nanoparticulas,
numa situagdo em que haja um maior comprimento do bloco hidrofilico ird ser
promovida a formacao de nanoparticulas esféricas.

Anwer (2016) comprovou o potencial de nanoparticulas sintetizadas a partir de
PLGA para melhorar a distribui¢do da quercetina, um flavondide com grande potencial
anti-oxidante e promissor na area do cancro, aterosclerose, inflamagdo cronica, entre
outras. Com a incorporacdo da quercetina nestas nanoparticulas poliméricas, a

solubilidade do farmaco foi aumentada assim como o seu efeito anti-oxidante.
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1.2.2.2 Micelas poliméricas

As micelas poliméricas (MP) s3o nano-estruturas esféricas constituidas por
constru¢des de copolimeros biodegradaveis e anfipaticos que se auto-organizam em
meio aquoso (Grattoni et al., 2010). As moléculas anfotéricas formam uma
monocamada com uma regido hidrofobica interna semi-sélida (Grattoni et al., 2010)
constituida a maior parte das vezes por PLA, PCL ou PLGA (Moutinho, Matos,
Teixeira & Balcdo, 2012) e com uma zona hidrofilica tipicamente formada por PEG
onde se podem conjugar ligandos como estratégia de direccionamento a células
cancerigenas (Grattoni et al.,, 2010) (figura 7). As micelas poliméricas sdo
maioritariamente utilizadas para transportar substincias lipofilicas no seu interior

(Grattoni et al., 2010).

N
e .

Figura 7 - Representacio esquematica da organizacio de uma micela polimérica. Copolimero A: PEG;

Copolimero B: PLGA. Adaptado de Danafar (2016).

Segundo Letchford e Burt (2007) o método de producdo escolhido para a formacao
das micelas poliméricas depende da solubilidade do copolimero. Caso o copolimero seja
moderadamente soluvel em agua, as micelas podem ser preparadas por uma dissolugdo
directa onde o copolimero ¢ adicionado ao meio aquoso, ou através do método de “film
casting” onde ocorre a dissolugdo do copolimero e do composto activo num solvente
volatil que € posteriormente evaporado (Letchford & Burt, 2007). Se o copolimero for
pouco soluvel em agua, ¢ comum recorrer a didlise (Letcford & Burt, 2007).

Segundo Sosnik e Raskin (2015), o arranjo dos blocos ao longo da estrutura do
polimero ir4 também afectar a estrutura micelar e a sua auto-organizacdo. Por exemplo,
uma constru¢do L-H-L onde L e H s3o copolimeros lipofilicos e hidrossoluveis
respectivamente, vai proporcionar a forma¢do de uma estrutura em forma de flor com

uma maior capacidade de “core” interno que permite o transporte de moléculas mais
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volumosas (Sosnik & Raskin, 2015). Esta estrutura quando se auto-organiza em meio
aquoso pode originar micelas em forma de roda ou umas vesiculas denominadas de
polimersomas que conseguem transportar concomitantemente, substancias soliveis e
ndo soluveis em 4gua devido a sua estrutura de “core” interno aquoso que fica rodeada

por uma bicamada hidrofébica (Sosnik & Raskin, 2015) (figura 8).

Core interno
aquoso

Copolimero
lipofilico

Copolimero
hidrofilico

Zona Lipofilica

Figura 8 — Polimersoma onde se podem observar as cadeias de copolimeros arranjadas formando um core
interno aquoso e uma zona lipofilica entre camadas. Adaptado de Letchford & Burt, (2007) ; Danafar,

(2016).

O Genexol-PM* ¢ um exemplo de uma nanoparticula micelar polimérica com

paclitaxel que se encontra aprovada, estando indicada no cancro da mama e do pulmao
(Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015). Esta nanoparticula é constituida por di-
blocos de polietilenoglicol e acido poli-DL-lactico (PEG-PDLLA) ndo-toxicos (Kim et
al., 2001).

1.2.2.3 Nanoparticulas proteicas

As nanoparticulas proteicas sdo transportadoras de moleculares biocompativeis e
biodegradaveis que surgiram como alternativa aos polimeros sintéticos (Lohcharoenkal
etal., 2014).

As nanoparticulas proteicas direccionam eficientemente os farmacos,
protegendo-os da degradacdo in vivo apds administragdo, como ¢ o caso da albumina
que ¢ largamente usada na producdo de micro e nanoparticulas (Amaral & Estanqueiro,
2015). As nanoparticulas proteicas podem ser sintetizadas através de varias proteinas,
nomeadamente através de proteinas soluveis em agua (albumina humana e albumina

bovina) ou através de proteinas hidrofobicas (gliadina) (Lohcharoenkal et al., 2014).
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As nanoparticulas proteicas podem ser preparadas através de dessolvatagdo e
emulsificagdo/extraccdo, sendo este ultimo método utilizado na tecnologia nab
(nanoparticula de ligacdo a albumina) (Locharoenkal et al., 2014). A dessolvatacdo ¢
baseada num diferencial de solubilidade de proteinas em solventes onde ha uma
diminui¢do da solubilidade da proteina levando a uma separagdo de fases. Apos esta
separagdo, ha adicdo de um solvente dessolvente que leva a alteracdo conformacional da
proteina de forma a que ela precipite. Apos estarem formadas, sdo interligadas através
agentes como o glutaraldeido formando nanoparticulas proteicas com ligagdes cruzadas
entre si (Locharoenkal et al., 2014).

A emulsificagdo/extrac¢ao de solvente realiza-se através da emusldificagdo de
uma solucdo aquosa proteica, em que a fase oleosa é posteriormente removida através
de um solvente organico. Apds a remocao da fase oleosa formam-se nanoparticulas
proteicas que sdo interligadas através da adicdo de glutaraldeido (Locharoenkal et al.,
2014) (figura 9).

A tecnologia nab utilizada no paclitaxel, que ¢ um dos seu maiores exemplos,
consiste numa formulacdo a base de uma nanoparticula polimérica de aproximadamente
130 nm onde o paclitaxel esta ligado através de uma ligagao hidrofobica ndo-covalente
e reversivel a uma proteina o estabiliza, a albumina (nab-paclitaxel: “nanoparticle

albumin-bound paclitaxel”) (Wang, Langer & Farokhzad, 2012).
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Figura 9 - Produgdo de nanoparticulas proteicas através do método de emulsificagdo/extraccdo de

solvente (A/O - emulsdo agua em 6leo). Adaptado de Locharoenkal et al., (2014).

1.3 Vantagens e desvantagens das nanoparticulas

Idealmente, um nano-transportador para ser eficaz deve ser biodegradavel e
biocompativel, ter uma elevada capacidade de encapsulagdo de farmaco, apresentar

especificidade para determinado local de acdo de forma a evitar os tecidos e células
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saudaveis, ndo proporcionar libertagdo precoce do farmaco ( caso acontega, a sua perda
ndo deve ser significativa) e ainda possuir um mecanismo de libertagdo do composto
activo controlado de forma a dispensar a dosagem correta no local de acdo (Amaral &
Estanqueiro, 2014).

As nanoparticulas lipidicas sdo compostas por lipidos fisioldgicos sendo por isso
muito bem toleradas e ndo-toxicas pois tém a vantagem de serem semelhantes as
estructuras fisiologicas. Estas nanoparticulas tém numerosas vantagens em termos de
libertagdo controlada, de estabilidade, de producdo, de direcionamento e de
encapsulacdo (Pradhan et al., 2013). No entanto, os lipossomas possuem pouca
estabilidade na corrente sanguinea (Pérez-Herrero & Ferndndez-Medarde, 2015), a qual
pode ser aumentada pela adi¢dao de surfactantes ndo i6nicos ou de polimeros como ¢ o
caso da adi¢dao de polietiloglicol (PEG) a superficie dos lipossomas (Nogueira et al.,
2015). Os lipossomas apresentam também uma baixa capacidade de retencdo do
composto activo caso a permeabilidade de membrana ndo seja a adequada, sendo
possivel torna-la mais rigida e impermeéavel com a adig¢@o de esterdis, como o colesterol
(McClements, 2015). Apesar dos inconvenientes, os lipossomas sdo muito utilizados
pela induastria farmacéutica e sendo constituidos por lipidos de origem natural sdo
biodegradaveis, biologicamente inactivos € pouco imunogénicos, possuindo uma
toxicidade interna baixa (Aqil, Munagala, Jeyabalan & Vadhanam, 2014).

Relativamente as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) seria expectavel que
uma matriz mais rigida favorecesse uma libertagdo mais prolongada do composto activo
(Battaglia & Gallarate, 2012), contudo o seu core interno constituido apenas lipidos
solidos, exige uma homogeneiza¢do a alta temperatura originando imperfei¢des na
matriz cristalina lipidica (Wang et al., 2015). Esta imperfeicdo da matriz ¢ a principal
desvantagem deste nano-sistema, provocando uma expulsio precoce do composto
activo da matriz lipidica (Igbal et al., 2012).

Os transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) surgiram para ultrapassar
este problema de imperfeicdo da matriz cristalina das nanoparticulas lipidicas sélidas
(NLS).

Ao contrario das NLS, os TNL apresentam uma matriz mais desorganizada capaz de
incorporar maior quantidade de farmaco, a qual ¢ possivel controlar através do estado
semi-s6lido conforme a quantidade de lipidos liquidos inseridos na sua constituicao
(Jaiswal et al., 2014) e pela adigdo de acidos gordos de diferentes comprimentos de

cadeias (Wang et al., 2015).
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Os transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) também apresentam a
vantagem de terem uma libertacdo de farmaco bifasica comegando com uma expulsdo
de farmaco inicial, seguida de uma libertacdo controlada a uma taxa constante (Khan,
Baboota & Narang, 2015). Segundo Khan et al (2015), os TNL conseguem também ser
facilmente estabilizadas com o minimo de surfactante e continuarem a apresentar os
melhores resultados de estabilidade, encapsulagdo e libertagao de farmaco.
Relativamente aos nano-transportadores a base de polimeros, apesar de os polimeros
naturais estarem associados a menor toxicidade, sdo menos eficazes que os sintéticos
(Sionkowska, 2011). Os nanopolimeros sintéticos como o PLGA, sdo biodegradaveis e
biocompativeis reduzindo o risco de toxicidade no organismo, demonstrando grande
potencial na terapia oncoldgica (Tamman et al., 2015).

As nanoparticulas proteicas t€ém a desvantagem de conterem uma significativa
resposta anti-inflamatdria e imunogénica e poderem ser contaminadas com agentes
patogénicos, como virus (Amaral & Estanqueiro, 2015). No entanto, a albumina ¢é
considerada ndo toxica, ndo imunogénica, biocompativel, biodegradavel e metabolizada
in vivo em compostos indcuos a saude (Amaral & Estanqueiro, 2015). O seu tempo de
semi-vida (19 dias) também promove um melhor perfil farmacocinético do composto
activo acoplado tal como uma eficiente libertagdo do mesmo nos tumores (Amaral &
Estanqueiro, 2015). A albumina como tem uma elevada carga de superficie com
aminoacidos, promove uma ligagdo a outros compostos e proteinas permitindo o

direcionamento de compostos anti-cancerigenos (Amaral & Estanqueiro, 2015).

1.4 Vias de administracio

A administracdo topica tem-se vindo a revelar de grande potencial especialmente para
as formulagdes cosméticas. No entanto, as nanoparticulas lipidicas podem ser usadas em
qualquer administragdo parentérica, desde intra-articular a intra-muscular, subcutanea e
intravenosa. Pela via intravenosa, o tamanho das nanoparticulas ¢ das maiores
vantagens, podendo direciona-las a determinados o6rgdos. A administragdo oral ¢
possivel desde que o nano-sistema esteja em forma de dispersdo aquosa ou que seja
convertido a comprimidos, capsulas ou granulados (Battaglia & Gallarate, 2012). Uma
outra via também bastante promissora nos nanotransportadores a base de lipidos, € a via

pulmonar apesar de ainda ndo estar muito bem estudada. As nanoparticulas de lipidos
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sdo bem toleradas pelas vias respiratorias inferiores, embora a tolerancia apds varias
administracdes ainda ¢ um ponto em avaliagdo. Outras vias também estdo em
desenvolvimento para estas nanoparticulas, como a via ocular e rectal (Battaglia &
Gallarate, 2012). Nomeadamente, os transportadores nano-estructurados lipidicos

(TNL) ja estao indicados para uso ocular (Igbal et al., 2012).

1.5 Absorg¢ao, distribuicio, metabolismo e excrec¢ao

O processo de absor¢dao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo das
nanoparticulas vai ser influenciado pelas suas caracteristicas fisico-quimicas como o seu
tamanho, carga, hidrofobicidade e se sdo adicionadas a sua superficie moléculas para
direcionar ou proteger a nanoparticula (Borel & Sabliov, 2014).

Todas estas caracteristicas das nanoparticulas vao determinar a sua interacdo com o
sistema mononuclear fagocitario e poderdo ocasionar ou ndo a sua interagdo com
proteinas na corrente sanguinea (Borel & Sabliov, 2014).

Segundo Borel e Sabliov (2014) no que diz respeito a absor¢ao as particulas com
menos de 100 nm passam mais facilmente a mucosa intestinal, no entanto sdo
preferiveis nanoparticulas de 200 nm pois tém uma taxa de difusdo trés vezes superior
sendo o limite para a nanoparticula ser excretada pelo colon de 500 nm. Apos a
absorc¢do, nanoparticulas hidrofobicas seguem para o sistema linfatico, escapando ao
efeito de primeira passagem no figado, aumentando a concentragdo do composto activo
na corrente sanguinea. No entanto, nanoparticulas hidrofobicas também sdo
reconhecidas pelo sistema mononuclear fagocitario e caso ndo apresentem um tamanho
entre 30-100 nm, sdo eliminados pela via biliar, pelo que se considera ideal que sejam
neutras, sejam hidrofilicas e de dimensdo inferior a 100 nm (Borel & Sabliov, 2014)

(tabela 4).
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Tabela 4 — Caracteristicas desejaveis das nanoparticulas para uma melhor absor¢do, distribui¢do e baixa

excrecdo. Adaptado de Borel e Sabliov, (2014).

Caracteristicas 6ptimas

ABSORCAO
Tamanho < 100 nm
Carga Neutra
Hidrofobicidade Hidrofébica
DISTRIBUICAO
Tamanho < 100 nm
Carga Neutra
Hidrofobicidade Hidrofilica
EXCRECAO
Tamanho < 10 nm urina, 2-200 nm bilis, > 500 nm
fezes
Hidrofobicidade Ambos sdo excretados

J4

A distribuicdo aos oOrgdos das nanoparticulas € maior nos Orgdos mais
vascularizados como o coragdo, pulmao, rins, figado, cérebro (Borel & Sabliov, 2014) e
alguns tumores (Elkhodiry et al., 2016).

A metabolizacdo das nanoparticulas ainda ndo ¢ um processo bem conhecido, no
entanto as nanoparticulas carregadas positivamente sdo mais propensas a interagdes que
as negativas e neutras (Borel & Sabliov, 2014).

Os macrofagos estdo presentes em grandes quantidades na maior parte dos
tecidos do organismo, aumentando de nimero em processos de inflamagdo, feridas e
malignidade (Hume, 2006). De acordo com Cho et al. (2008), as nanoparticulas devem
ser pequenas o suficiente para escaparem aos macrofagos e para que tal aconteca,
também podem ser revestidas com polietiloglicol (PEG) promovendo maior
estabilidade, prevenindo a adsor¢do de proteinas e impedindo a interagdo com outras
particulas e células do sistema imunitario (Wang, Langer & Farokhzad 2011). No
entanto, a interacdo com proteinas ndo acarreta s6 desvantagens, sendo possivel obter
um direcionamento da nanoparticula ao local desejado através de ligagdes farmaco-

proteina, como exemplo tem-se o paclitaxel ligado a albumina (nab-paclitaxel —

Abraxane®) na quimioterapia direcionada ao cancro da mama (Zhang, Mei & Feng,

2013).
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A excregdo das nanoparticulas ocorre através do figado, baco ou célon, sendo
que através dos rins as nanoparticulas inferiores a 10 nm e hidrofilcas sdo mais
facilmente excretadas (Borel & Sabliov, 2014). As caracteristicas desejaveis que uma
nanoparticula deve ter sdo diferentes consoante o sistema de excrecdo utilizado, uma
vez que se forem muito pequenas sdo excretadas pela urina, se estiverem entre 2-200
nm sdo excretadas pela bilis e maiores que 500 nm nem sequer sdo absorvidas, sendo

logo excretadas através do colon (Borel & Sabliov, 2014) (tabela 4).

1.6 Mecanismos de direcionamento das nanoparticulas

1.6.1 Passivo

Com a excegdo de tumores hipovasculares ( ex.: cancro da prostata e
pancreatico), o efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) ¢ observado em praticamente
todos os tipos de cancro (Elkhodiry et al., 2016) e ¢ o principal responsavel pela
acumulagdo passiva das nanoparticulas (Nogueira et al., 2015). O efeito EPR ¢ resultado
das caracteristicas unicas exibidas pela vasculatura dos tumores, i.e., 0s poros existentes
na vasculatura dos tumores apresentam diametros muito superiores (> 100 nm) aos de
uma vasculatura sem anormalidades (5-10 nm), permitindo que as nanoparticulas
atinjam os tumores de uma forma passiva (Wang et al., 2011). De acordo com Amaral e
Estanqueiro (2015), as nanoparticulas que circulam na corrente sanguinea sao mais
facilmente inseridas através dos poros dos vasos do tecido tumoral do que no saudavel

(figura 10).
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Figura 10 — Ilustragdo da acumulag@o passiva de nanoparticulas no tecido tumoral devido ao efeito de

permeabilidade e retencdo (EPR). Adaptado de Amaral e Estanqueiro (2015).
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A rapida taxa de crescimento de células cancerigenas exige um grande aporte de
oxigénio e nutrientes que, ou ¢ conseguido através da neovascularizagdo ou através do
redireccionamento de vasos j& existentes, o que leva a que haja uma elevada
desorganizacdo e dilatacdo de vasos com inimeros poros (Cho et al., 2008). O sistema
de drenagem linfatico também se encontra comprometido (Cho et al., 2008) devido a
compressdo que as cé¢lulas tumorais em proliferacdo exercem, levando muitas vezes ao
seu colapso especialmente no centro do tumor (Wang et al., 2011), fazendo com que as
nanoparticulas e compostos activos que nele penetrem fiquem retidas durante mais
tempo (Elkhodiry et al., 2016).

Para além do efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) o micro-ambiente que
rodeia os tumores, como o pH, a temperatura e as enzimas presentes (Yu et al., 2016),
tém também o seu papel no direcionamento passivo, pois influenciam a forma como
libertam o farmaco nessa regido. Uma das propriedades deste micro-ambiente ¢ o pH
acido em que as células cancerigenas se encontram, sendo possivel desenhar nano-
sistemas que sejam sensiveis a0 mesmo e que apenas se desintegrem em ambientes com
um pH abaixo do pH fisiologico (Khodabandahloo, Zahednasab & Hafez, 2016).

O direcionamento passivo depende entdo, ndo s6 das caracteristicas fisico-
quimicas da particula e das caracteristicas do proprio tumor , como também da via de
administracdo (Tammam et al., 2015) e da infiltracdo de macrofagos (Nogueira et al.,
2015).

Na realidade, para além de o efeito passivo variar de tumor para tumor também
esta restrito a tumores s6lidos (Nogueira et al., 2015) sendo imprevisivel e pouco eficaz
em tumores como a leucemia (Markman, Rekechenetskiy, Holler & Ljubimova, 2013).
Sabe-se que mais de 95% das nanoparticulas quando administradas por via intravenosa
através da estratégia de direcionamento passiva, falham a chegada ao tumor (Yu et al.,

2016).

1.6.2 Activo

No direcionamento activo, a superficie das nanoparticulas sdo adicionados
certos ligandos que as fazem interagir com determinado alvo ou receptor, acumulando o
composto intracelularmente através de endocitose mediada por receptor (Nogueira et

al., 2015). Os ligandos podem ser proteinas, como anticorpos ou fragmentos de
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anticorpos, podem ser péptidos ou acidos nucleicos, ou até mesmo vitaminas (Tammam
et al., 2015).

A adicdo de ligandos ¢ util na medida em que reduz a probabilidade de
destruicdo da nanoparticula por parte das enzimas (Yu et al., 2016) e por outro lado,
uma das caracteristicas que distingue as células normais das tumorais ¢ que estas
ultimas frequentemente sobre-expressam certos receptores na sua membrana (Elkhodiry
et al., 2016), no entanto as células saudaveis também expressam esses receptores e estao
em maior quantidade no organismo (Yu et al.,, 2016). Para evitar que as células
saudaveis sejam afectadas, pode-se recorrer a adi¢do de multiplos ligandos ou de
diferentes tipos de ligandos (Yu et al., 2016). Nao obstante, a quantidade de ligandos
que sdo adicionados deve ser tida em conta, pois varios ligandos com cargas diferentes
podem aumentar a afinidade para o receptor, mas também podem criar uma intoxicag¢ao
de nanoparticulas conforme a capacidade dos receptores (Yu et al, 2016).

A escolha do ligando a ser usado depende das caracteristicas do receptor que
estad expresso na célula cancerigena, da afinidade do ligando e se o ligando também ¢
introduzido juntamente com o composto activo na célula tumoral (Elkhodiry et al.,
2016).

Os anticorpos sao os ligandos mais estudados devido a sua alta especificidade,
no entanto sdo dificeis de conjugar, caros e apresentam um curto tempo de circulagdo
(Yu et al., 2016). Segundo Nogueira et al., (2015) pequenas moléculas também podem
ser usadas como ligandos, nomeadamente o acido folico para os receptores de folato.
Atualmente existem vdrias estratégias de direcionamento activo que estdo a ser
estudadas, pois existem diversos tipos de tumores e diferentes graus de malignidade, no
entanto o objectivo ¢ comum a todas: atingir um receptor que esteja sobre-expresso e
seja distinto dos que se encontram em células normais, e que seja de facil acesso
(Elkhodiry et al., 2016). Segundo estes autores, as estratégias de dierccionamento mais
comuns sao as que estdo relacionadas com a divisdo celular nao controlada dos tumores,
com a angiogénese e com o0s receptores especificos tumorais.

A tecnologia nab ¢ um exemplo de direcionamento activo bastante eficaz no
transporte de paclitaxel a células tumorais, uma vez que a albumina se liga a uma
glicoproteina presente na superficie das células do endotélio dos vasos sanguineos
tumorais, a glicoproteina gp60 (Desai, 2008; Blair & Deeks, 2015). Esta liga¢ao da-se
com uma alta afinidade a albumina por estar ao tamanho da nano-escala (Desai, 2008).

Apods esta ligacdo, a transcitose da ligacdo albumina-paclitaxel, da-se através da
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associacdo da gp60 com umas estruturas membranares denominadas de cavéolas que
formam uma vesicula e transportam tanto a ligagdo gp60 como a ligagdo albumina-

paclitaxel através da célula, libertando o contetido
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2.Fitoquimicos na Terapia Oncologica

2.1 Utilizacgao de fitoquimicos na terapia oncologica

A nivel mundial, mais de 50% dos farmacos em uso clinico tiveram origem em

compostos extraidos de plantas, no entanto poucos fitoquimicos chegaram a fase de
comercializacao inalterados (Chinembiri et al., 2014).
Com o avancar e refinamento de novas tecnologias biotecnoldgicas na produgdo de
metabolitos secundérios de plantas, a sintese combinatoria e o screening biologico
automatizado (“High Throughput Screening”), ¢ expectdvel que novos compostos
naturais de plantas medicinais, sejam identificados e desenvolvidos como farmacos
seguros e eficazes na quimioprevencdo e no tratamento oncoldgico (Bishayee &
Gautam, 2016).

Na terapia oncoldgica os alcaldides vincristina e vimblastina e vinorelbina,
extraidos da Pervinca de Madagascar (Catharantus roseus (L. G. Don), sinonimia Vinca
rosea L.) foram os primeiros fitoquimicos a ser usados clinicamente. Posteriormente
comecaram a ser usados para varios tipos de cancro os derivados da podofilotoxina
(etopdsido e teniposido), os taxanos (paclitaxel e docetaxel) do ritidoma do tronco do
teixo e as campotecinas (irinotecano e topotecano) isoladas do tronco da arvore
Campotheca asuminata Decne. (Chinembiri et al., 2014). De acordo com as guidelines
da ESMO (European Society for Medical Oncology), os fitoquimicos que estdo
maioritariamente em uso clinico actualmente, como agentes quimioterapéuticos, sao o
paclitaxel, o docetaxel, a vincristina, o etoposido e o irinotecano (ESMO, 2016).

De acordo com Greenwell e Rahman (2015), a pomiferina uma isoflavona isolada da
Maclura pomifera , o fosfato de combrestatatina derivado da Combretum caffrum e a
epigagalocatquina-3-galato (EGCG) isolada da Camelia sinensis, sao alguns dos
fitoquimicos que se encontram em desenvolvimento sendo conhecidos pelos seus
efeitos apoptdticos, anti-angiogénicos e anti-oxidantes, respectivamente. O sulforafano,
um isotiocianato derivado de cruciferas encontra-se em ensaios clinicos tal como o
paclitaxel isolado da Taxus brevifolia e alcaldides da vinca como a vincristina,

vimblastina, vinolrebina e vindesina (tabela 5).
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Tabela 5 - Fitoquimicos em ensaios clinicos e em desenvolvimento na terapia oncoldgica. Adaptado de

Greenwell & Rahman, (2015).

Composto activo Isolado/Derivado de Investigac¢io e desenvolvimento
clinico
Sulforafano Isotiocinanato em vegetais cruciferos Em ensaios clinicos com
Brassica administragdo oral de uma

preparagdo de cruciferos vegetais
com sulforafano

Paclitaxel Taxano; Taxus brevifolia (L.) Em uso clinico; Ensaios clinicos de
fase II-III; tratamentos em fases
precoces; cancro das células ndo
pequenas do pulmio, cancro da
mama, cancro do ovario, sarcoma de
kaposi. Investigagdo e
desenvolvimento em administragao
alternativa através de nanoparticulas,
naococleados e nanoliposomas

Vincristina Alcaldides da vinca; Catharanthus ~ Anti-mitdticos; interfere nos
Vimblastina roseus (L.) m|cr0t1}bulos; Ilga—s'e a B—thbl}llna;
propriedades pré-apoptodticas;
Vinorelbina atividade anti-tumoral
Vindesina
Pomiferina Isoflavona; Maclura pomifera (Raf.) Efeitos proé-apoptdoticos;

fragmentagdoo do DNA; anti-
oxidante; inibe a histona-deacetilase;
citotoxico em células cancerigenas

Fosfato de combretastatina A4 Analogo soluvel em dgua da Anti-angiogénica; necrose tumoral
combretastatina; Combretum caffrum
(Eckl. & Zeyh.)

Epigalocatequina-3-galato Catequina; Camelia sinensis (L.) Anti-oxidante; anti-proliferativo;
(EGCG) inibe quinases especificas; inibe a
carcinogénese quimicamente

induzida ou por UV

Para além dos compostos que se encontram em uso clinico e em
desenvolvimento referidos por Greenwell ¢ Rahman (2015), existem outros fitogimicos
que estdo em desenvolvimento para a terapia oncoldgica como a colchicina, isolada da
Colchicum autumnale L., que apresenta atividade anti-mitotica. No entanto, ainda nio
foi aplicada clinicamente em oncologia devido a sua toxicidade (Branddao & David,
2010).

Outro metabolito alvo ¢ a emodina, uma antraquinona isolada do ruibarbo
(Rheum palmatum L.) que tem sido estudada devido as suas capacidades de inibigdo de
proliferacdo celular e prevengdo de metéstases através da inibi¢do de enzimas
envolvidas no ciclo celular e diferenciagdo (Branddo & David, 2010).

Virios fitoquimicos com atividade anti-angiogénica (reducdo dos vasos tumorais)
também tém sido estudados como ¢ caso do artesunato (Branddo & David, 2010). O
artesunato ¢ um derivado semi-sintético da planta medicinal Artemisia annua L.

(Asteraceae), a qual ja € conhecida pelas suas propriedades anti-maléricas.
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Por outro lado o papel dos fitoquimicos quimioprotectores da tumorogénese
presentes na alimentagdo ¢ um tema de grande interesse e actualidade na medida em que
se tem entendido que pode haver beneficio em ingerirmos determinados alimentos de
origem vegetal, em determinadas quantidades, de forma a que haja uma possivel
prevencao do cancro e outras doengas cronicas, como o limoneno um terpendide
encontrado nos citrinos que podera ter potencial anti-cancerigeno através da regulacao

da proliferagdo celular (Krzyzanowska, Czubacka & Oleszek, 2010) (tabela 6).

Tabela 6 - Exemplos de fontes de alimentos que contém compostos activos com potencial anti-

cancerigeno. Adaptado de Krzyzanowska, Czubacka & Oleszek, (2010)

Composto activo

Potencial b fioi,

Fonte ali ticia

F na
satude

Possivel Mecanismo e
Fungio

Catequinas

(epigalocatequina e

epigalocatequina-3-galato)

(EGC e EGCG)

Cha verde, uvas/vinho

Redug@o do cancro e
doengas coronarias

Inibe a iniciagdo,
promogao e progressdo do
cancro, anti-oxidante

Isoflavonas

(genisteina)

Rebentos de soja, alho,
lentilhas, farelo de trigo

Prevengao de sintomas da
menopausa, osteoporose e
redugdo do cancro da
mama e prostata

Inibigdo do crescimento de
linhas celulares tumorais
humanas de cancro da
mama, redugio do
colesterol, estimulgdo da
absorgdo de célcio

Flavonas e Flavonéis

(quercetina, canferol,
rutina, antocianidinas)

Magas, cebola, cha, sumo
de uva e de laranja,
broculos, couve

Redugdo do cancro e
doengas coronarias

Remogdo de espécies
reactivas de oxigénio e
nitrogénio, anti-oxidantes

Terpenoides

(limoneno)

Citrinos

Anti-cancerigeno

Regulagao da proliferagdo
de células malignas

Stilbenos

(resveratrol)

Vinho tinto, mandioca

Redugdo do cancro e de
doengas coronarias,
estimulagdo da apoptose

Anti-oxidante e remogao
de radicais livres

A epigalocatequina-3-galato (EGCGQG) ¢ um importante fitoquimico associado ao
consumo de ché verde , estando ja demonstrada, in vitro e in vivo, a sua actividade
contra varias linhagens celulares de cancro, nomeadamente no cancro da mama, cancro
colorectal, cancro esofagico, cancro gastrico, cancro pulmonar e cancro da cabeca
(Yang et al., 2013) (tabela 6). In vivo a EGCG consegue suprimir o crescimento de
tumores humanos em modelos xenograficos, reduzir o volume e tamanho dos tumores,

inibir a angiogénese tumoral e aumentar a apoptose de células cancerigenas. Os
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resultados dos ensaios in vivo demonstraram que a EGCG pode ser utilizado como
farmaco anti-cancerigeno (Yang et al., 2013), no entanto a sua estabilidade e
biodisponibilidade no organismo ¢ baixa, sendo necessario doses muito elevadas para

exercer a sua acgao (de Pace et al., 2013).

2.2 Modo de acc¢ao

Os agentes com atividade anti-cancerigena sdo agrupados conforme a fase em
que atuam no desenvolvimento do cancro (Brandao & David, 2010) podendo ser
designados como quimiopreventores ou quimioterapéuticos (Bathaie, Faridi, Nasimian,
Heidarzadeh & Tamanoi, 2015).

O processo carcinogénico divide-se em trés fases: iniciagdo, pomogdo e

progressdo (Bathaie et al., 2015). Na fase de inicia¢cdo ha uma exposi¢do do organismo a
determinado carcinogénio onde ocorrem véarios eventos intracelulares e extracelulares.
Nesta fase pode ocorrer a activacdo metabodlica e interac¢do de espécies reactivas de
oxigénio (“reactive oxygen species””) com o ADN (Bathaie et al., 2015).
Na fase de promocgao ocorre a proliferacdo de células pré-neoplésicas onde o processo
ainda ¢ reversivel (Bathaie et al., 2015). Por outro lado, a fase de progressdo ¢ definida
como a transformac¢do de células pré-neoplasicas em neopldsicas onde ocorre o
crescimento da massa tumoral com possibilidade de invasdo e metastases em outros
locais do organismo (Bathaie et al., 2015).

Na quimioprevencdo existe uma interrupg¢do ou atraso nas vias € processos que
estdo na origem do desenvolvimento do cancro (Landis-piwowar & Iyer, 2014)
enquanto que na quimioterapia os fitoquimicos ja actuam apoés instalacdo da doenga
(Brandiao & David, 2010). De acordo com Brandao e David (2010), os fitoquimicos
podem ser divididos em dois grupos, os firmacos bloqueadores que inibem a iniciagao
do processo carcinogénico e os farmacos supressores que inibem a proliferagao celular
durante as fases de promocgdo e progressao do cancro, sendo estes os mais estudados
para o desenvolvimento de novos farmacos.

Como exemplo de fitoquimos bloqueadores, referem-se os flavanoéis incluindo a
epigalocatequina-3-galato (EGCG) e os produtos derivados dos glucosinolatos, dos
quais fazem parte os isotiocianatos , que conseguem induzir a apoptose celular (Johnson

& Johnson, 2012).
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Nos farmacos supressores insere-se por exemplo o resveratrol, o limoneno, a
genisteina, a curcumina e a quercetina. A curcumina ¢ um pigmento amarelo, do rizoma
do agafrdo (Curcuma longa L. ), que apresenta actividade anti-inflamatdria, anti-
oxidante e quimiopreventora (Krzyzanowska et al., 2010), suprimindo a transcri¢ao de
genes envolvidos na regulagdo da inflamacgdo, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose
(Johnson & Johnson, 2012).

A quercetina ¢ a EGCG tém acc¢do directa na inibicdo da mitose através da
regulacdo de vias de sinalizacdo (Johnson & Johnson, 2012). O resveratrol ¢ valorizado
pelas suas actividades anti-oxidantes e pela sua capacidade de bloquear a formagao de
espécies reactivas de oxigénio e ¢ o fitoquimico que melhor representa os
hidrocarbonetos aromaticos estilbenos, tendo sido descoberto em 1940, como um
composto presente nas raizes de plantas Veratrum grandiflorum L. e identificado mais
tarde em 1963 na Polygonum cuspidatum (Krzyzanowska et al., 2010).

A genisteina ¢ um fito-estrogénio pertencente ao grupo das isoflavonas, ligando-
se maioritariamente aos receptores de estrogénio § humanos estando por isso muito
associada a protecao do cancro da préstata e da mama (Krzyzanowska et al., 2010).

Os fitoquimicos quimioterapéuticos podem ser inseridos em diferentes grupos conforme
o seu modo de acdo, podendo actuar através de varios mecanismos, nomeadamente
através da inibi¢do de enzimas, através da ligagdo a microtibulos, por alteragdes
epigenéticas e modificacdo da cromatina e, através da inibicdo da angiogénese (Bathaie

etal., 2015).

2.2.1 Inibicdo de enzimas

Os fitoquimicos inibidores de enzimas podem agir sobre as toposoimerases |
(TOP1) e II (TOP2) (Brandao & David, 2010) ou sobre as telomerases (Bathaie et al.,
2015), danificando o ADN. A accdo sobre a TOP1 promove a quebra de umas das
cadeias de ADN e a tor¢do da cadeia intacta sobre a quebrada, reduzindo a tensdo
torcional da molécula (Branddao & David, 2010) ao contrario da TOP2 que promove a
quebra das duas cadeias de ADN. Os fitoquimicos ao inibirem estas enzimas, fazem
com que nao haja uma religacdo do ADN durante um certo periodo de tempo, levando a
célula a apoptose (Branddo & David, 2010).

Entre os fitoquimicos inibidores de enzimas encontram-se os derivados da

campotecina, um alcaldide extraido da Camptotheca acuminata Decne., irinotecano e
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topotecano, inibidores da TOP1. Encontram-se também inseridos neste grupo o
teniposido e o etoposido, derivados semi-sintéticos da podofilotoxina, como inibidores
da topoisomerase II (TOP2), desenvolvidos, em 1970, pela Sandoz com o intuito de
diminuir o efeito toxico gastro-intestinal da podofilotoxina (Branddo & David, 2010). O
etopdsido e tenopdsido sdo fitoquimicos que inibem a TOP2 , causando a morte celular
por paragem do ciclo celular nas fases tardias S-G2 da mitose (Kamal et al., 2015).

A telomerase actua como uma transcriptase reversa, adicionando sequéncias
especificas e repetitivas de DNA na extremidade 3’ dos cromossomas, denominadas de
telomeros (Bathaie et al., 2015). Os inibidores destas enzimas como a EGCG e as
campotecinas, fazem com que haja uma anormalidade no tamanho destas extremidades
cromossomais induzindo a célula a apoptose (Bathaie et al., 2015).

Compostos derivados da dieta diaria como a curcumina, a genisteina, o
resveratrol e as catequinas do cha-verde sdo capazes de inibir as enzimas ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) e as enzimas lipo-oxigenases, envolvidas na activagdo de
processos pro-inflamatorios, nomeadamente a COX-2 estd expressa em practicamente
todas as células pré-malignas e malignas, como o colon, figado, pancreas, mama,

pulmao, bexiga, pele, estdmago, cabeca e pescoco (Kwon et al., 2007).

2.2.2 Ligacdo aos microtibulos

A ligacdo aos microtiibulos ¢ muito importante na terapia oncoldgica, sendo
estes o elemento principal do cito-esqueleto e essenciais nas células eucaridticas pois
estdo envolvidos no transporte de componentes, na forma e desenvolvimento da célula,
na sinalizacdo celular e no processo de mitose (Branddo & David, 2010). Os
fitoquimicos que interferem nos microtubulos sdo numerosos incluindo-se o tenipdsido
e o etoposido, e os alcaldides da vinca, vincristina e vimblastina. O Paclitaxel ¢ um
outro exemplo de fitoquimico com atividade anti-mitotica (Branddo & David, 2010).
Apesar de todos os agentes anti-mitdticos interromperem o processo de mitose, eles
podem ser divididos em dois grupos: os que estabilizam os microtibulos inibindo a
despolimerizagdo e os que destabilizam os microtubulos, inibindo a polimerizagao
(Brandao & David). O Paclitaxel ¢ um exemplo de estabilizador e as colchicinas um
exemplo de destabilizadores (Bathaie et al., 2015).

Os isotiocianatos (ITC) sdo capazes de interferir no ciclo celular através da

ligacdo aos microtiibulos (Overby, Baevre, Thangstad & Bones, 2015). A actividade
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anti-tumoral dos ITC, nomeadamente do benzil-isotiocianato (BITC), foi verificada em
1995, através de ensaios in vitro, que demonstram a sua citotoxicidade, em
concentragdes micromolares, para varias linhagens tumorais humanas (ovario, pulmao,
leucemia) e uma baixa toxicidade em ratos (Pintdo, Pais, Coley, Kelland & Judson,

1995).

2.2.3 AlteracOes epigenéticas e condensacdo da cromatina

A metilagdo do DNA ¢ a alteragdo epigenética mais descrita, compreendendo
mais de 600 genes relacionados com o cancro. Como exemplos de inibidores da
metilagdo de DNA tem-se a curcumina, a EGCG, o sulforafano e resveratrol (Landis-
piwowar & lyer, 2014).

Relativamente aos inibidores das histona-deacetilases (iIHDAC), estes levam a
condensagdo da cromatina de ADN, ndo havendo possibilidade de transcri¢do de genes,
neste modo de acc¢do estdo inseridos isotiocianatos, como o sulforafano, e a pomiferina,

uma isoflavona (Amin et al., 2009).

2.2.4 Inibicdo da angiogénese

Entre os compostos de origem vegetal que tém demonstrado capacidade de inibir
a angiogénese, a EGCG estd em fase de avaliagdo clinica (Amin et al., 2009) ¢ a
curcumina demonstrou in vivo reduzir a incidéncia de vasos a volta do tumor (Rajan,
Mukerjee, Helson, Gupta & Vishwanatha, 2013). A angiogénese ¢ um processo
decorrente na progressdo dos tumores quando estes tém falta de aporte de oxigénio e
nutrientes, dando origem a expressdo de factores de crescimento endoteliais vasculares
por parte das células cancerigenas, os quais sdo inibidos pelos fitoquimicos com

actividade anti-angiogénica (Bathaie et al., 2015).

2.2.5 Toxicidade

Os fitoquimicos anti-mitoticos sdo compostos muito usados e eficazes em
quimioterapia, no entanto, estes fitoquimicos para além de poderem apresentar
toxicidade para as células saudaveis, também tém vindo a desenvolver problemas de

resisténcia multipla no cancro, principalmente os taxanos e os alcaldides da vinca o que
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acarreta entraves ao desenvolvimento destes compostos na terapia oncoldgica (Van
Vuurem, Visagie, Theron & Joubert, 2015).

A neuropatia periférica induzida pela quimioterapia ¢ o efeito adverso mais
indesejavel dos fitoquimicos com ac¢ao nos microtubulos, tendo sido maioritariamente
reportada nos tratamentos com compostos a base de platina, nos taxanos e nos

alcalodides da vinca (De Iuliis, Taglieri, Salerno, Lanza & Scarpa 2015).

2.3 Fitoquimicos com actividade anti-cancerigena

2.3.1 Paclitaxel e Docetaxel

O Paclitaxel um diterpeno da familia 7axaceae isolado do ritidoma do caule da
Taxus brevifolia L. e ¢ um dos agentes mais eficazes e muito usado no cancro do
pulmdo, ovario ¢ mama (Ma & J. Mumper, 2013). No entanto, quando descoberto
apresentou uma grande limitacdo de scale-up que levou a produgdo de um composto
semi-sintético derivado da Taxus baccata mais potente que o paclitaxel, o docetaxel
(Brandao & David, 2010). Para ultrapassar as limitacdes de fornecimento em sido
produzido biotecnolégicamente em culturas de células em suspensdo de Taxus baccata

L.

2.3.1.1 Indicagdo terapéutica e eficacia

O paclitaxel comercializado sob a designacdo de Taxol®, de acordo com o

Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM), esta aprovado como agente anti-
cancerigeno no tratamento de pacientes com cancro do ovario, cancro da mama, cancro
de ndo-pequenas células do pulmao (CNPCP) e no sarcoma de kaposi (INFARMED,
2016). O docetaxel , de acordo com a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) esta
indicado no cancro da mama, no cancro de pequenas células do pulmao, no cancro da
préstata, no cancro gastrico e nos cancros da cabega e pescoco (EMA, 2016).

A citotoxicidade do paclitaxel foi estudada in vitro em vérias linhagens
cancerigenas humanas (mama, pulmdo, cervical, colon, ovario, pancreas e
astrocitomas), apresentando um ICso médio entre 2,5 e 7,5 nM em 24h de exposi¢ao
(Liebman et al., 1993). Neste estudo verificou-se também que a citotoxicidade

aumentava com o tempo de exposi¢do, elevando-se 5-200 vezes quando aplicados
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tempos de exposicdo até 72h, o que indica que ¢ mais eficaz com maiores tempos de
exposicao ao tumor (Liebman et al., 1993).

Recentemente foi feita uma analise de revisdo sistematica realizada pela base
Cochrane Library, no carcinoma metastatico da mama, com o intuito de avaliar o
beneficio da inclusdo de taxanos (paclitaxel e docetaxel) na terapia deste cancro. Esta
meta-andalise revelou que os regimes que continham taxanos apresentaram uma resposta
de sobrevida global e tempo de progressdo mais favoravel que os regimes que nao
continham estes fitoquimicos (regimes com ciclofosfamida, 5-fluoracilo (5-FU),
ciclofosfamida, capecitabina, entre outros) (Ghersi et al., 2015).

O paclitaxel apesar de apenas estar indicado em algumas patologias de acordo
com o RCM, também tem sido estudado em outros cancros de forma a avaliar a sua
eficacia nomeadamente, no carcinoma do pancreas (Lemstrova, Melichar &
Mohelnikova-Duchonova, 2016) (tabela 7) e no carcinoma metastico urotelial (Necchi
et al., 2016).

O paclitaxel em monoterapia no cancro do pancreas evidenciou pouca actividade
anti-tumoral, tanto em primeira-linha como em doentes que ndo responderam a
gencitabina. No entanto, quando associado ao 5-fluorouracilo (5-FU) foi considerado
um regime de segunda-linha eficaz para este tipo de cancro com um baixo perfil de
toxicidade (Lemstrova et al., 2016). O docetaxel em associacdo com a gencitabina
também foi estudado no cancro do pancreas e obteve resultados positivos, com uma
sobrevida global (SG) de 14.5 meses e uma taxa de resposta objectiva (TRO) de 38%
(Lemstrova et al., 2016) (tabela 7).

Tabela 7 - Ensaios clinicos de eficacia com o paclitaxel no cancro pancredtico. Adaptado de Lemstrova et

al., (2016)

Terapéutica Modelo Nuamero da Tumor Objectivo Resultados
amostra

SG TRO

Paclitaxel + Ensaio clinico 28 pacientes Cancro do Eficacia em 7.6 10%
5-FU fase II pancreas 2* linha meses

Paclitaxel Ensaio Clinico 39 pacientes Cancro do Eficacia em 5.0 8%
fase IT pancreas 1* linha meses

Docetaxel + Ensaio clinico 44 pacientes Cancro do Eficacia em 14.5 38%
gencitabina fase 11 pancreas la linha meses

+capecitabina

SG (Sobrevida Global); TRO (Taxa de Resposta Objectiva)
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O paclitaxel demonstrou também ser uma boa op¢do no cancro metastico
urotelial, em associacdo a gencitabina, quando os doentes ndo podem fazer regimes a
base de platina (Necchi et al., 2016), apresentando uma sobrevida global de 13,2 meses,
em associacdo com a gencitabina, comparativamente a uma sobrevida global de 10
meses na terapia de primeira-linha usual neste cancro (carboplatina e gencitabina)

(Necchi et al., 2016).

2.3.1.2 Toxicidade

Os taxanos estdo associados a alguns efeitos adversos como a mielosupressio e
neuropatia periférica (Van Vuurem et al., 2015) afectando esta Gltima mais de 80% dos
pacientes com cancro da mama (De Iuliis et al., 2015), ¢ portanto necessaria a
investigacdo de novas estratégias neste ambito. De acordo com Amaral e Estanqueiro
(2015) os principais efeitos adversos referentes ao paclitaxel sdo reac¢des de

hipersensibilidade aguda e neurotoxicidade. De acordo com Blair & Deeks (2015) a
formulagdo comercializada de paclitaxel (Taxol*) contém um solvente téxico conhecido

como cremophor-EL que causa essas reacgdes de hipersensibilidade aguda, sendo esta

uma grande desvantagem na sua administragao.

Numa meta-analise feita a varios ensaios clinicos no cancro da mama, oS
regimes terapéuticos que continham taxanos revelaram um risco mais elevado associado
a neurotoxicidade e alopécia (grau 3 e 4), mas menos risco associado a nduseas e
vomitos (grau 3 e 4) que os regimes que ndo continham taxanos (Ghersi et al., 2015)

(tabela 8).
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Tabela 8 - Sintese de efeitos adversos associados aos regimes com taxanos € sem taxanos

Tumor Efeitos adversos associados Estudo
Regime com Regime sem Ghersi et al., (2015)
taxanos taxanos
Cancro da mama Neurotoxicidade | Neurotoxicidade
7,35% 4,84%
Alopécia Alopécia
3,87% 2.37%
Cancro metastico urotelial Anemia Anemia Necchi et al., (2016)
8,7% 25,5%
Neutropénia Neutropénia
40,0% 47,2%

Trombocitopénia | Trombocitopénia

5,3% 28,0%
Neurotoxicidade | Neurotoxicidade
8,3% 0%
Febre Febre
neutropénica neutropénica
9,4% 4,3%
Paclitaxel Lemstrova et al., (2016)

Cancro metastico pancreatico | Anemia 97%, 95% leucopénia, 85%
mal-estar/fadiga, 74% alopécia, 74%
nauseas/vomitos, 56%
neurotoxicidade

No cancro metastico urotelial os regimes de paclitaxel e docetaxel, em
associagdo com a gencitabina, revelaram um maior grau e percentagem de
neurotoxicidade (8,3%). No entanto, a frequéncia de efeitos adversos hematoldgicos
(anemia 25,5%, trombocitopénia 47,2%) foi maior no grupo gencitabina/carboplatina
(Necchi et al., 2016) (tabela 8).

No ensaio clinico referente ao carcinoma metéstico do pancreas, o paclitaxel em
monoterapia revelou uma maior toxicidade comparativamente ao seu uso em associagao
com gencitabina (Lemstrova et al., 2016) (tabela 9). O aumento da dose de paclitaxel
neste ensaio ndo revelou beneficio clinico e aumentou a toxicidade (175 mg/m* semanal

para 250 mg/m® semanal) (Lemstrova et al., 2016).

2.3.2 Vincristina

A vincristina (VCR) e a vimblastina (VLB), alcaldides da Vinca (Catharanthus
roseus L.) foram os primeiros agentes a serem usados clinicamente (Cragg & Newman,

2005).
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2.3.2.1 Indicagdo terapéutica e eficacia

A vincristina (VCR) estd em uso clinico, como agente anti-cancerigeno, ha
aproximadamente 50 anos, sendo um componente “standard” em todos os regimes
quimioterapéuticos no tratamento da leucemia linfoblastica aguda e em outros linfomas
malignos (Douer, 2016). Para além das leucemias e linfomas estd também indicada, em
associacdo com outros agentes anti-neoplasicos, no tumor de Wilms, em sarcomas, no
cancro da mama, cérebro e pulmdo (INFARMED, 2016). A vimblastina ¢ usada nos
linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin e também no carcinoma metastico testicular em
associacdo com outros gentes quimioterapéuticos (INFARMED, 2016).

Um estudo in vitro referente a vincristina e vimblastina revelou que a vincristina
¢ mais citotdxica para exposicoes curtas (1h - 4h), no entanto em exposi¢do continua de
24h os dois fitoquimicos sdo igualmente citotoxicos. O ICsy obtido com uma exposi¢cdo
de 24h de linhagens celulares cancerigenas de ratos de linfoma, de neuroblastoma e de
de leucemia, a vincristina apresentou citotoxicidade, na gama dos 1,4-33 nM, revelando
maior ac¢do nas células de leucemia e menor para as de neuroblastoma. A vimblastina
apresentou citotoxicidade entre 2,6 ¢ 15 nM com maior ac¢do nas células de linfoma.
Na exposicdo de 24h houve apenas uma diferenca significativa nas células de
neuroblastoma onde a vimblastina ¢ duas vezes mais citotdxica que a vincristina (15 nM
e 33 nM, respectivamente) (Ferguson, Phillips, Seiner & Cass, 1984).

De acordo com as guidelines da ESMO, a vincristina faz parte dos dois
tratamentos base da leucemia linfoblastica aguda (LLA), sendo eles o regime
aumentado BFM (Berlim-Frankfurt-Munique) utilizados essencialmente na pediatria € o
regime hiper-CVAD (regime hiperfraccionado de
ciclofosfamida/vincristina/doxorrubicina/dexametasona) usado maioritariamente nos
adultos com LLA (ESMO, 2016).

Rytting et al. (2016) num ensaio de fase III (tabela 9) demonstrou que ambos os
regimes (hiper-CVAD e regime aumentado BFM) sdo eficazes na terapéutica da LLA
em jovens adolescentes e adultos, revelando uma taxa de sobrevida global ao fim de

cinco anos de 60%.
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Tabela 9 - Ensaios clinicos de eficdcia de regimes com a vincristina e vimblastina em gliomas de baixo

Terapéutica Modelo Numero da Tumor Resultados Referéncia
amostra
hiper- ABMF
CVAD
Vincristina em  Ensaio clinico 208 Leucemia SG 60% SG 60% Rytting et
regime hyper- fase 111 pacientes Linfoblastica al., 2016
CVAD e ABFM aguda
PVC+RT RT
RT com ou sem  Ensaio clinico 368 Glioma grau III SG 423 SG 30,6 Van den
Vincristina em fase III pacientes meses meses Bent et al.,
regime PVC 2013
Vincristina em  Ensaio clinico 28 Glioma de baixo TRO 29% Buckner et
regime PVC fase I1 pacientes grau al., 2003
Vimblastina Ensaio clinico 51 Glioma de baixo TRO 93,2 % Bouffet et
fase I1 pacientes grau al., 2012
SG (sobrevida global); TRO (Taxa de Resposta Objectiva); RT (radioterapia); PVC

(procarbazina/lomustina/vincristina); ABMF (regime aumentado de Berlim-Frankfurt-Munique)

A vincristina também esta inserida nas guidelines da ESMO associada ao regime
PCV (procarbazina/lomustina/vincristina) na quimioterapia de oligodendrogliomas
(tumor cerebral grau III) e gliomas de baixo grau (tumores cerebrais grau I/IT) (ESMO,
2016), o qual demonstrou através de ensaios clinicos de fase II e III (Van den Bent et
al., 2013; Cairncross et al., 2013; Buckner et al., 2003) aumentar a taxa de sobrevida
global dos pacientes (Van Den Bent et al., 2016) (tabela 9). Buckner et al. (2003)
demonstrou pela primeira vez que a quimioterapia com PVC tem eficicia anti-tumoral
em gliomas de baixo grau. Bouffet et al. (2012) demonstrou também a eficécia da
vimblastina em gliomas de baixo grau, apresentando uma taxa de resposta objectiva de

93,2%.

2.3.2.2 Toxicidade

O problema referente ao uso da vincristina advém dos seus efeitos neurotoxicos

periféricos impedindo o seu uso em doses elevadas. Esta neurotoxicidade surge da
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elevada afinidade que a vincristina (VCR) tem tanto para os microtibulos mitdticos
como para os neuronais (Douer, 2016).

A dose habitual de VCR é normalmente de 1,4 mg/m’, sendo limitada as 2 mg.
Contudo, limité-la a este valor implica que que todos os pacientes com uma area de
superficie corporal maior que 1,42 mg/m* (practicamente todos os adultos ¢ algumas
criangas) recebam uma dose sub-0ptima deste fitoquimico (Douer, 2016).

Krick et al. (2013) verificaram, in vivo em gatos, que a vincristina e vimblastina
em regime CHOP (ciclofosfamida/doxorrubicina/vincristina/prednisona) sdo igualmente
eficazes na inibicdo tumoral de linfomas, no entanto a vimblastina revelou menor

toxicidade gastro-intestinal (Krick et al., 2013) (tabela 10).

Tabela 10 - Sintese de efeitos adversos associados aos regimes hiper-CVAD, regime ABFM, regime

PVC, a vincristina ¢ a vimblastina

Tumor Efeitos adversos associados Estudo
hiper-CVAD ABFM
Leucemia linfoblastica Mielosupressao 6% Hepatotoxicidade Rytting et al., (2016)
aguda (LLA) 41%
Pancreatite 11%
Osteonecrose 9%
Regime PVC
Glioma grau II1 Leucopénia (grau 3 e 4) 75%, Buckner et al., (2003)

mielosupressao e
Trombocitopénia 64%

Vimblastina
Glioma baixo grau Neutropénia (grau 4) 47% Bouffet et al., 2012
Vincristina Vimblastina
Linfoma em gatos Toxicidade gastro- Toxicidade gastro- Krick et al., (2013)
intestinal 44.4% intestinal 10.5%

hiper-CVAD (regime hiperfraccionado de ciclofosfamida/vincristina/doxorrubicina/dexametasona); PVC

(procarbazina/lomustina/vincristina)

No estudo de Rytting et al. (2016) relativo a leucemia linfoblastica aguda, o
regime aumentado de Berlim-Frankfurt-Munique revelou efeitos adversos associados a
hepatotoxicidade, pancreatite e osteonecrose enquanto que o regime hyper — CVAD
mostrou uma maior relacdo com a mielosupressao (tabela 10). Adicionalmente, o estudo
de Buckner et al. (2003) demonstrou uma leucopenia elevada relacionada com o regime
PVC (porcarbazina — vincristina - lomustina) no tratamento de gliomas de baixo grau,
que se acredita estar relacionado com a acumul¢do de uma mielosupressdo relacionada

com este mesmo regime (Buckner et al., 2003) (tabela 10).
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A toxicidade descrita para a vimblastina, em monoterapia em gliomas de baixo
grau, foi maioritariamente hematoldgica, apresentando como principal efeito adverso a

neutropenia (Bouffet et al., 2012) (tabela 10).

2.3.3 Etoposido

A planta Podophyllum peltatum L. e a Podophyllum emodii Wallich conhecidas
vulgarmente como podoéfilo , tém um longo historial medicinal nomeadamente no
tratamento do cancro da pele e nas verrugas. Devido a toxicidade da podofilotoxina
(PPT), foram desenvolvidas novas formas semi-sintéticas da mesma, como o etoposido

(Kamal et al., 2015).

2.3.3.1 Indicagdo terapéutica e eficacia

O etopodsido estd atualmente em uso clinico e de acordo com o seu RCM, ¢
indicado no cancro testicular ndo seminomatoso € no cancro de pequenas células do
pulmdo (CPCP) em associagdo com outros agentes quimioterapéuticos, ¢ também na
leucemia monocitica aguda e na leucemia mielomonocitica (INFARMED, 2016).

Panigraphy et al. (2010) comprovou a eficacia do etopdsido na inducdo da
apoptose em diferentes cancros por interferéncia nos microtibulos, inibindo o

crescimento e a angiogénse tumoral (tabela 11).

Tabela 11 - Ensaio in vivo de avaliagdo de eficécia anti-tumoral do etoposido

Composto Modelo Tumor Regime Inibicao Referéncia
tumoral
Ensaio in vivo 40 mg/Kg/dia 29%
em ratos em Células de p.o.
modelo LLC 80 mg/Kg/dia 56%
xenografico p.o
Etoposido = Panigraphy et
Céluas T241 40 mg/Kg/dia 55% al., (2010)
de p.o.
fibrosarcoma ¢ 1y0/K g/dia 79%
p.o.
Células U87 80 mg/Kg/dia 95%
de p.o.

glioblastoma

LLC (cancro do pulmio de Lewis)

O etoposido inibiu a angiogénese e crescimento tumoral em células de linhagem
humana de cancro de Lewis, de glioblastoma (U87) e fibrossarcoma (T241) (tabela 11).

Foi administrada uma dose oral entre 40 a 80 mg/Kg/dia em ratos onde se verificou que
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havia um decréscimo da densidade microvascular sem toxicidade ou perda de peso do
animal.

Todas as propostas de terapéutica de protocolos do cancro testicular, ndo
seminomatoso, apresentam uma taxa de sobrevivéncia global e uma taxa de sobrevida
livre de progressdao acima de 95% (Hotte, Mayhew, Jewett, Chin, & Winquist, 2010).
Numa dessas propostas ¢ recomendada uma quimioterapia adjuvante onde esta inserido
o etopodsido (regime BEP - bleomicina/etopdsido/cisplatina) (Hotte et al., 2010). Uma
meta-andlise realizada aos regimes quimioterapéuticos usados no cancro testicular
avan¢ado, nomeadamente o regime BEP, o regime EP (etopoésido-cisplatina), o regime
EC (etoposido-carboplatina), o regime VIP (cisplatina-etoposido-ifosfamida), entre
outros, revelaram uma taxa de resposta objectiva (TRO) superior a 95% (Feldman,
2008). No entanto, o problema que reside nesta quimioterapia ¢ a sua toxicidade , sendo
importante continuar a investigacdo em tratamentos que nao revelem tanta toxicidade
(Feldman, 2008).

Os agentes de platina-etopdsido sdo a terapéutica base do cancro das pequenas
células do pulmdo metéstico (CPCP) (Alvarado-luna & Morales-Espinosa, 2016). Os
regimes com etoposido quer em monoterapia quer em associagdo com cisplatina, tém
beneficio na sobrevida global dos pacientes através de uma meta-analise realizada a 36
ensaios clinicos neste cancro (Mascaux et al., 2000). Nesta meta-andlise vérias
combinagdes foram comparadas, nomeadamente regimes com gencitabina,
ciclofosfamida, metotrexato, epidoxorrubicina, adriamicinina, procarbazina, lomustina,

ifosfamida, teniposido, entre outros (Mascaux et al., 2000; Lee et al., 2009) (tabela 12).

Tabela 12 - Ensaios clinicos de comparagdo entre regimes de etoposido e cisplatina com regimes de

gencitabina com carboplatina no cancro de pequenas células do pulmao (CPCP)

Terapéutica Modelo Numero da Tumor Resultados Referéncia
amostra
EP GC
Ensaio clinico 241 pacientes CPCP SG 8,1 SG 8,0 Leeetal.,,
Etoposido- fase 111 meses meses 2009
cisplatina
(EP) e
Gencitabina- SLP 6,3 SLP 5,9
. meses meses
carboplatina
(GO)

SG (Sobrevida Global); SLP (Sobrevida Livre de Progressdo); ET (etopdsido/cisplatina); GC

(gencitabina/carboplatina)
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2.3.3.2 Toxicidade

De acordo com o RCM do etoposido, o seu principal efeito indesejavel ¢ a
mielosupressdo (INFARMED, 2016). De acordo com alguns autores, o etoposido, tal
como outros farmacos inibidores da toposoimerase II, estd envolvido no aparecimento
de determinadas leucemias secundarias (Kamal et al., 2015; Baldwin & Osheroff, 2005;
Felix, 2001), no entanto, Yang et al. (2009) refere que os rearranjos translocacionais dos
cromossomas apoés re-ligagdo do ADN ndo estdo relacionados com aparecimento de
leucemia secundaria. De notar que na meta-andalise realizada no cancro testicular nao
seminomatoso (Feldman et al.,, 2008), foram reportadas leucemias secundarias
associadas ao etoposido com um risco superior nos primeiros 10 anos (3% - 7%) (tabela

13).

Tabela 13 - Sintese de efeitos adversos associados ao etoposido no cancro de pequenas células do pulmao

€ no cancro testicular ndo seminomatoso

Tumor Efeitos adversos associados Estudo
EP GC
Alopécia 68% Anemia 14%
CPCP Nauseas 43% Leucopénia 32% Lee et al., (2009)

Trombocitopénia
22%

Bleomicina

Toxicidade pulmonar

Etoposido

Cancro testicular nao
seminomatoso

Leucemia secundaria Feldman et al., (2008)

Cisplatina

Nefrotoxicidade
Hipomagnesémia
Neuropatia
Infertilidade

CPCP (Cancro de pequenas células do pulmao); EP (etopdsido-cisplatian); GC (gencitabina)

A mielosupressdo causada nos pacientes que estavam sobre o regime de
gencitabina no CPCP foi evidente, enquanto que no regime de etopo6sido verificou-se
uma maior percentagem de alopécia e nauseas (Lee et al., 2009) (tabela 13). Os doentes
neste ensaio reportaram estarem mais desanimados com a alopécia e perda de func¢do
cognitiva resultante do regime de etopdsido, revelando uma qualidade de vida menos

satisfatoria (Lee et al., 2009). No cancro testicular ndo seminomatoso, o risco de febre
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neutropénica ¢ aproximadamente 5%-25% com 3 a 4 ciclos de BEP (bleomicina-

etoposido-cisplatina) ou de EP (etopdsido-cisplatina).

2.3.4 Irinotecano

O irinotecano e topotecano sdo derivados semi-sintéticos da campotecina, um
alcaloide extraido e isolado de uma arvore ornamental, a Camptotheca acuminata
Decne. (Cornaceae). Estes compostos foram produzidos na tentativa de ultrapassar a

elevada toxicidade da campotecina (Brandao & David, 2010).

2.3.4.1 Indicagdo terapéutica e eficacia

O irinotecano estd indicado no tratamento de doentes com cancro colorectal
avancado em monoterapia ou combinado com 5-Fluoracilo (5-FU) e 4cido folinico (AF)
(regime FOLFIRI). Como tratamento de primeira linha no carcinoma metéastico do
co6lon ou do recto estd indicado o uso do regime FOLFIRI com bevacizumab. A dose
recomendada em monoterapia ¢ de 350 mg/m” de 3 em 3 semanas, em terapéutica de
combinagdo com 5-FU e AF a dose deve ser de 180 mg/m® de 2 em 2 semanas, no
entanto, as doses podem ter que ser ajustadas (INFARMED, 2016).

A citotoxicidade do irinotecano foi provada in vitro em duas linhas celulares
humanas de cancro colorectal (LoVo e HT-29), apresentanto valores de ICsy de 15,8uM
e 5,17uM (Pavillard et al., 2002).

O irinotecano (IRI) provou também a sua eficdcia anti-tumoral em ensaios
clinicos de fase II no cancro colorectal (CCR) comparativamente ao 5-FU (Roujier et

al., 1998) (tabela 14).

Tabela 14 - Avaliag@o da eficécia anti-tumoral do irinotecano no cancro colorectal

Terapéutica  Modelo Numero da Tumor Resultados Referéncia
amostra
IRI 5-FU
Irinotecano Ensaio 267 Cancro SG 10,8 | SG 8,5 Roujier et
(IRI) clinico fase  pacientes colorectal meses meses al., (1998)
11 (CCR)

SLP4,2 | SLP29
meses meses

IRI (irinotecano); 5-FU (5-fluorouracilo); SG (Sobrevida Global); SLP (Sobrevida Livre de Progressao)
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Os regimes quimioterapéuticos no CCR comecaram apenas com o 5-FU e
capecitabina, no entanto, rapidamente os regimes com oxaliplatina (FOLFOX) e
irinotecano (FOLFIRI) se revelaram mais eficazes, o que levou ao estudo da jun¢do dos
dois regimes, originando o regime FOLFOXIRI (5-FU/AF/irinotecano/oxaliplatina)
(Fujita et al., 2015), o qual ¢ tratamento de primeira-linha no CCR (ESMO, 2016).

No seguimento da eficacia de regimes compostos por irinotecano, Kamisawa,
Wood, Itoi & Takaori (2016) comprovaram a eficacia do regime FOLFOXIRI face a
gencitabina, o qual demonstrou uma melhor sobrevida livre de progressao e uma melhor
sobrevida global (11,1 meses FOLFIRINOX e 6,8 meses gencitabina)
comparativamente a gencitabina, quando usada em monoterapia, no entanto
continuaram a encontrar problemas de toxicidade relacionados com o irinotecano

(Kamisawa et al., 2016).

Tabela 15 - Comparagdo de eficdcia anti-tumoral entre o regime de platina-etoposido e platina-

irinotecano no cancro de pequenas células do pulmao

Terapéutica Modelo Nimero da Tumor Resultados Referéncia
amostra
EP IP
Etoposido- Ensaio clinico 610 CPCP SG9,7 SG 10,2 Zatloukal et
cisplatina fase III pacientes meses meses al., 2010
(EP) e

Irinotecano- SLP62 SLP54

cisplatina meses meses

(IP)

SG (Sobrevida Global); SLP (Sobrevida Livre de Progressao); EP (etopdsido-cisplatina); IP (irinotecano-

cisplatina)

Ensaios clinicos de fase III (Zatloukal et al., 2010) revelaram que o irinotecano
apreseta sinergismo quando conjugado com compostos de platina no CPCP. A eficacia
do tratamento quando aplicado um regime de irinotecano com cisplatina (IP) e quando
usado um regime de etoposido com cisplatina (EP), em contexto de primeira linha, ¢
igualmente eficaz, podendo o irinotecano fazer parte de um regime alternativo a

terapéutica standard deste cancro (Zatloukal et al., 2010) (tabela 15).
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2.3.4.2 Toxicidade

O irinotecano ¢ conhecido por causar um grande desconforto e toxicidade a nivel
gastro-intestinal devido ao seu metabolito activo SN-28, sendo a principal causa da
toxicidade limitante da dose (Anthony, 2007). No cancro colorectal (CCR) a decisdo
entre um paciente usar uma quimioterapia com 5-FU em detrimento de irinotecano,
pode surgir efectivamnete da toxicidade gastrointestinal caracteristica do fitoquimico e
da neurapatia perfiféria que o mesmo pode causar (Anthony, 2007).

No estudo do irinotecano em monoterapia no CCR, também se observou maior
percentagem de efeitos adversos associados a toxicidade grastrointestinal, como diarreia
e vomitos, comparativamente ao 5-FU (Roujier et al., 1998). No entanto, a toxicidade
gastrointestinal do irinotecano foi amplificada quando associada a regimes de

fluoropirimidinas (Anthony, 2007) (tabela 16).

Tabela 16 - Sintese de efeitos adversos associados ao irinotecano e ao irinotecano com cisplatina

Tumor Efeitos adversos associados Estudo
IRI 5-FU
Cancro colorectal (CCR) Diarreia 22% Dor 13% Roujier et al., (1998)

Dor 17% Diarreia 11%

Neutopénia | Astenia 12%
14%

Astenia 13%

P EP
CPCP Diarreia Neutropénia Zatloukal et al., (2016)
15.8% 59.6%
Vomitos

8.9%

IRI (irinotecano); 5-FU (5-fluorouracilo); IP (irinotecano-cisplatina); EP (etopodsido-cisplatina); CPCP

(cancro de pequenas células do pulmao)

No ensaio de fase III do cancro de pequenas células do pulmao (CPCP), as
toxicidades de grau 3 e 4 foram semelhantes no regime de irinotecano e de etoposido,
no entanto no regime de etoposido verificou-se uma maior percentagem de neutropenia
e no de irinotecano uma maior frequéncia de eventos adversos associados a diarreia e

vomitos (Zatloukal et al., 2016).
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3. Fitoquimicos aplicados por nanotecnologia na terapia oncologica

3.1 Fitoquimicos em uso clinico através da nanotecnologia

Entre os fitoquimicos que estdo a ser estudados na aplicagdo da nanotecnologia a
terapia oncologica encontram-se os taxanos, particularmente o paclitaxel e docetaxel, as
campotecinas, nomeadamente o irinotecano, e os alcaldides da vinca, como a vincristina
(Wang et al., 2012).

Algumas nanoparticulas estdo clinicamente aprovadas para serem utilizadas na

terapia oncoldgica, nomeadamente a formulagdo de nab-paclitaxel (Abraxane), a
formulagdo da nanoparticula micelar polimérica de paclitaxel (Genexol-PM*) (Wang et
al., 2012), a formulagdo lipossomal de paclitaxel (Lipusu®) (Koudelka & Turanek,

2012), a formulagdo lipossomal de vincristina (Marqibo®) (Lee et al., 2015) e mais
recentemente, a formulacdo nano-lipossomal de irinotecano (nal-IRI) comercializado

sob a marca ONIVYDE® (Ko, 2016).

Além do Lipusu’, o paclitaxel estd em desenvolvimento com outras

nanoparticulas, nomeadamente em lipossomas apesar de ainda ndo estarem aprovadas

clinicamente (Koudelka & Turavek, 2012).

3.1.1 Ensaios in vitro € in vivo

3.1.1.1 Paclitaxel

Foram realizados ensaios in vitro e in vivo com o intuito de avaliar a eficécia
anti-tumoral do uso da nanoparticula nab-paclitaxel (paclitaxel de ligagdo a albumina)
no cancro do pancreas (Loulkema, Jodrell & Tuveson, 2016) e a sua vantagem
relativamente a formulagdo de paclitaxel com o seu solvente cremophor-EL (Dosio,
Brusa, Crosasso, Arpicco & Cattel 1997).

No ensaio de Dosio et al. (1997) a citotoxicidade da nanoparticula nab-paclitaxel
in vitro, revelou ser inferior a do paclitaxel dissolvido em cremophor-EL, demonstrando
ser menos eficaz. Contudo in vivo a avaliagdo da toxicidade do nab-paclitaxel foi mais

favoravel face ao paclitaxel livre (valores acima de 70 mg/Kg ndo apresentaram
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toxicidade e valores abaixo 30 mg/Kg resultaram em toxicidade, respectivamente),
verificou-se também um aumento do tempo de semi-vida de eliminacdo e maior

direccionamento do nab-paclitaxel as células tumorais (Dosio et al., 1997) (tabela 17).

Tabela 17 - Ensaio in vitro e in vivo com nab-paclitaxel. Estudo da citotoxicidade in vitro e da toxicidade

e farmacocinética in vivo.

Nanoparticula Modelo Tumor Resultados Referéncia

In Vitro: células HT-29 ¢ MeWo Diminuicao da toxicidade e | Dosio et al.,

tratadas com paclitaxel e nab- citotoxicidade e diminuigao do (1997)
nab-paclitaxel paclitaxel Cancrodo | tempo de libertagdo do

colon e fitoquimico
Melanoma

In Vivo: administragdao L.V. em Aumento da distribui¢do ao

ratos de paclitaxel e nab- tumor, do tempo semi-vida e

paclitaxel aumento da concentragao do

fitoquimico no tumor

No cancro do pancreas a nanoparticula nab-paclitaxel associada a gencitabina
aumentou a sua biodisponibilidade in vivo, dentro das células tumorais, através da
degradagdo da sua enzima metabolizadora. Este regime quimioterapéutico promove a
regressao do tumor, ndo s6 pelo aumento da biodisponibilidade da gencitabina, mas
também devido a uma sensibilizagdo anterior destas células pelo nab-paclitaxel que
demonstrou ter selectividade para o tumor, reduzindo a incidéncia de metastases

(Loulkema et al., 2016) (tabela 18).

Tabela 18 - Ensaio in vivo com nab-paclitaxel em associagdo com gencitabina no cancro do pancreas

Terapéutica Modelo Tumor Resultados Referéncia

In Vivo: ratos previamente Cancrodo | Diminuicdo da incidéncia de | Lolkema et

nab-paclitaxel mutados desenvolveram cancro pancreas | metastases al., (2016)
+ gencitabina  metastico pancredtico resistente
a gencitabina. Administra¢do Aumento da regressdo do
nab-paclitaxel com gencitabina. tumor e da sensibilizagdo das

células a gencitabina

Um ensaio xenografico, realizado in vivo em ratos sem timo com diferentes
linhagens cancerigenas humanas, demonstrou que o nab-paclitaxel apresenta uma maior

actividade anti-tumoral comparativamente a sua formulacdo com cremophor EL
(Taxol*) (Desai et al., 2006). Neste ensaio, o nab-paclitaxel proporcionou um maior

atraso na progressao do tumor (tabela 19). As linhagens celulares do cancro do pulmao

e mama foram as mais sensiveis ao tratamento, atrasando a progressdo do tumor em
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mais de 63 dias e em mais de 95 dias, respectivamente. A dose maxima tolerada
relativamente a toxicidade (MTD — “maximum tolerated dose”) foi superior para o nab-
paclitaxel (30 mg/Kg/dia contra 13,4 mg/Kg/dia) revelando-se menos toxico que a

formulagdo de solubilizacdo do paclitaxel em cremophor EL (Desai et al., 2006).

Tabela 19— Estudo in vivo da actividade anti-tumoral do Abraxane® e do Taxol®. Adaptado de Desai et
al., (2006).

Tumor DMT Modelo Resultados
Sem progressao (dias)
Células HT22 nab-PTX >63
(pulmao) 30 mg/kg/dia
CBP >63
13,4 mg/kg/dia
Células MX-1 nab-PTX In vivo. Estudo >95
(mama) 30 mg/kg/dia xenografico com ratos
CBP sem timo 31 ’2
13,4 mg/kg/dia
Células SK-OV-3 nab-PTX >51
(ovario) 30 mg/kg/dia
CBP 44,2
13,4 mg/kg/dia
Células PC-3 nab-PTX 52,9
(prostata) 30 mg/kg/dia
CBP 40,2
13,4 mg/kg/dia
Células HT29 nab-PTX 449
(cblon) 30 mg/kg/dia
CBP 29,4
13,4 mg/kg/dia

CBP ( paclitaxel em cremophor-EL: “cremophor EL-based paclitaxel”); DMT (Dose Maxima Tolerada);
nab-PTX (nab-paclitaxel)

O Genexol-PM* e Lipusu®, que sdo nanoformulagdes também comercializadas

alternativas ao Taxol® (paclitaxel com cremophor EL), demonstraram efeitos anti-
tumorais semelhantes, com citotoxicidade relativamente mais alta e toxicidade reduzida
(Wang et al., 2013; Kim et al., 2001). O Genexol-PM® demonstrou in vitro menor
citotoxicidade em linhas celulares de cancro da mama e ovario comparativamente ao
Taxol® revelando um 1C7y de 0,003 nug/ml comparativamente aos 0,002 ug/ml do Taxol®

(Kim et al., 2001). In vitro, o Lipusu revelou ter uma citoxicidade semelhante ao taxol
para células de linhagem humana de cancro oral (ICsy de aproximadamente 0,59 ug/ml)

(Wang et al., 2013).
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3.1.1.2 Vincristina

A vincristina encapsulada em lipossomas (Marqibo®) demonstrou in vitro ¢ in
vivo a sua eficacia e vantagem anti-tumoral em diversos tumores nomeadamente em
melanoma, em linfomas, na leucemia, no cancro renal, no cancro do pulmao, no cancro
da proéstata, da mama e do colon face ao seu uso na forma nao lipossomal (Silverman &
Deitcher, 2013; Krishna, Webb, Onge & Mayer, 2001).

Krishna et al. (2001) comprovou que, in vivo, a vincristina lipossomal apresenta uma
farmacocinética mais favoravel que a vincristina na sua forma livre em modelos de ratos

xenograficos de cancro do pulmao (tabela 20).

Tabela 20 - Ensaio in vivo com vincristina lipossomal no cancro do pulmao. Estudo de farmacocinética.

Nanoparticula ~ Tamanho Modelo Tumor Resultados Referéncia

Vincristina 100-120 nm  In Vive: inoculagdo em ratos de Cancro do | Aumento da concentragdo | Krishna et

lipossomal células humanas de cancro de  pulmdo | plasmatica do fitoquimico, do | al., (2011)
pulmdo Administragdo LV. de seu tempo de circulagdo e
vincristina livre e vincristina aumento da sua concentragdo
lipossomal tumoral

A vincristina lipossomal manteve-se em concentragdes altas na circulacao
sanguinea por mais de 48 horas ao contrario da vincristina livre que apenas permaneceu
até 4 horas. Passados 30 minutos ap6s administragdo intravenosa, a concentraciao
maxima plasmadtica da vincristina lipossomal foi de 25.9 ug/ml e o da vincristina livre
de 0,04 ug/ml. O tempo de semi-vida do fitoquimico encapsulado também aumentou de
1,36h para 6,6h. A vincristina lipossmal apresentou um maior direcionamento ao tumor,
proporcionando uma maior concentragdo tumoral do fitoquimico (3.9 ug/g contra 0.47
ug/g) ( Krishna et al., 2011) (tabela 20).

A efic4cia anti-tumoral da vincristina lipossomal (Marqibo®) foi avaliada in vivo
em tumores solidos resistentes a quimioterapia com vincristina ndo lipossomal (Leonetti
et al., 2004). Neste ensaio, a vincristina encapsulada em lipossomas conseguiu dimiuir a
viabilidade das células resistentes numa forma dose-dependente ao contrario da

vincristina livre que ndo teve qualquer efeito sobre as mesmas (Leonetti et al., 2004)

(tabela 21).
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Tabela 21 — Ensaios in vitro e in vivo com vincristina em nanoformulac¢des lipossomais

Nanoparticula ~ Tamanho Modelo Tumor Resultados Referéncia
Vincristina 115+25nm [In Vitro: Células M14 e M14/R, Melanoma | Diminui¢do do volume | Leonettiet
lipossomal MCF-7 e MCF-7/R, LoVo e tumoral tanto na linhagem de | al., (2004)

LoVo/R humanas tratadas com células sensiveis como na

vincristina livre e vincristina linhagem resistente

lipossomal Cancro da o
. mama Aumento da s.en51b1112a(;a0

In Vivo: inoculagio em ratos das das células resistentes e da

células M14 e M14/R, MCF-7 e apoptose das células

MCEF-7/R, LoVo e LoVo/R — | cancerigenas

humanas. Administragdo 1.V. da Cancro do

vincristina livre e vincristina colon

lipossomal

/R (células resistentes)

O tempo de exposicdo de células resistentes a vincristina ndo lipossomal nado
originou qualquer efeito na diminui¢do da viabilidade das mesmas, observando-se uma
reducdo em 50% das células apos 72 horas de exposi¢do a vincristina lipossomal. Com
uma dose de 2 mg/Kg a vincristina encapsulada provou a redu¢do do peso do tumor em
aproximadamente 55% e 56%, em células sensiveis e resistentes, respectivamente tendo
a vincristina convencional efeito apenas nas células sensiveis que reduziu em 40%)

(Leonetti et al., 2004).
A nanoformulagdo lipossomal de vincristina (Marqibo®) ¢ eficaz contra varias

linhagens de tumores e contra linhagens cancerigenas resistentes face a vincristina nao

lipossomal (Silverman & Deitcher, 2013; Krishna et al., 2001; Leonetti et al., 2004).

3.1.2 Ensaios clinicos

3.1.2.1 Paclitaxel

O nab-paclitaxel, paclitaxel com ligagdo a albumina, estd indicado em
monoterapia no carcinoma da mama metastico nos doentes que ndo responderam a
primeira-linha de tratamento, no adenorcarcinoma pancreatico metastico, como
primeira-linha em associagdo com a gencitabina, € no cancro de ndo-pequenas células
do pulmao (CNPCP) como primeira-linha em associagdo com a carboplatina (EMA,

2008).
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Num ensaio clinico de fase III foi avaliada a eficacia do nab-paclitaxel, em
associacdo com a carboplatina, como terapéutica de primeira-linha em doentes com
cancro de nao-pequenas células do pulmido (CNPCP), onde a combinagdo se revelou

benéfica, aumentando a sobrevida livre de progressdo em cerca de 10% e a sobrevida

global em 1 més comparativamente ao uso de Taxol® (paclitaxel solubilizado em

cremophor EL) com carboplatina (Blair & Deeks, 2015) (tabela 22).

Tabela 22 — Ensaio de fase III com o regime nab-paclitaxel/carboplatina no cancro de nado-pequenas

células do pulmao

Terapéutica Nanoparticula Direccionamento  Tumor Resultados Efeitos adversos Referéncia
SG SLP
nab-PTX + CAR  Nanoparticula de Activo 12,1 meses 6,3 meses Neutropénia 47%
albumina-paclitaxel
CNPCP Neuropatia Periférica Blair &
3% Deeks,
11,2 meses 5,8 meses Neutropénia 58% (2015)

sb-PTX+ CAR  Sem nanoparticula -

Neuropatia Periférica
12%

sb-PTX (paclitaxel na formula¢do de cremophor EL — Taxol®); CAR (carboplatina); SG (sobrevida

global); SLP (sobrevida livre de progressao)

O regime nab-paclitaxel/carboplatina apresenta um perfil de seguranga superior
ao paclitaxel/carboplatina, apresentando uma menor percentagem de toxicidades de
grau = 3 (tabela 22). Nomeadamente, a neuropatia periférica que € caracteristica dos
taxanos, apresentou uma menor percentagem no grupo dos pacientes tratados com nab-
paclitaxel comparativamente aos do paclitaxel solubilizado em cremophor EL (Blair &
Deeks, 2015).

Tal como descrito na Tabela 19, o nab-paclitaxel em ensaios in vivo aumentou a
biodisponibilidade da gencitabina dentro dos tumores (Lolkema et al., 2016). Estes
resultados satisfatérios in vivo da associacdo de nab-paclitaxel com a gencitabina
levaram ao desenvolvimento de um ensaio clinico de fase IIl em que se realizou a
comparagdo entre regimes de gencitabina/nab-paclitaxel com a gencitabina em
monoterapia, o qual melhorou a sobrevida dos pacientes, apresentando uma sobrevida
global (99% e 31%, respectivamente) e sobrevida livre de progressao (5.5 meses e 3.7

meses, respectivamente) superiores (Van Hoff et al., 2013) (tabela 23).

60



Fitoquimicos aplicados por nanotecnologia na terapia oncolégica

Tabela 23 — Ensaio clinico fase III com o regime nab-paclitaxel/gencitabina no cancro pancreatico

Terapéutica Nanoparticula  Direccionamento Tumor Resultados Efeitos adversos  Referéncia
TRO *SG
nab-paclitaxel +  Nanoparticula de Activo 99% 35% | **Neutropénia 38% Von Hoff et
gencitabina albumina- al., (2013)
paclitaxel Fadiga 17%
Cancro do
pancreas Neuropatia 17%
Gencitabina Sem nanoparticula - 31% 22% | **Neutropénia 27% Von Hoff et
associada al., 2013;
Fadiga 7%
Neuropatia 1%

TRO (Taxa de resposta objectiva)

* sobrevida global analisada ao fim de 1 ano, ** neutropénia grau 3

Os efeitos adversos neutropénia, fadiga e neuropatia foram observados

maioritariamente na quimioterapia com nab-paclitaxel, no entanto foram todos de grau
3 ou inferior. O efeito adverso que mais se pronunciou comparando os dois grupos foi a
neuropatia periférica que foi rapidamente reversivel na maioria dos pacientes com uma
descontinuagdo temporaria do nab-paclitaxel e consequente reducdo de dose sendo a
mielosupressdo também reversivel (Von Hoff et al., 2013) (tabela 23).
De acordo com Lolkema et al. (2016), estes resultados sdo comparaveis com o regime
actual de primeira linha do cancro do pancreas (regime FOLFIRINOX - 5-fluororacilo,
acido folinico, irinotecano, oxaliplatina) em termos de sobrevida global (12.2 meses
gencitabina/nab-paclitaxel contra 11.1 meses FOLFIRINOX).

O nab-paclitaxel evidenciou eficacia em ensaios clinicos de fase II/II (Gradishar
et al., 2005; Gradishar et al., 2012) no cancro da mama face a formulagdo Taxol®

(paclitaxel em cremophor EL) e face ao seu andlogo docetaxel, respectivamente (tabela
24).
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Tabela 24— Ensaios clinicos de fase II/III com nab-paclitaxel no cancro da mama

Terapéutica Nanoparticula Direccionamento Tumor Resultados Efeitos adversos Referéncia
TRO TPP
nab-paclitaxel Nanoparticula de Activo 33% 23.0 *Neutropénia 9%  Gradishar et
albumina-paclitaxel semanas al., 2005
**Neuropatia 10%
Cancro da
mama
Paclitaxel Sem nanoparticula - 19% 16.9 *Neutropénia 22%
associada semanas
**Neuropatia 2%
TRO SG
nab-paclitaxel Nanoparticula de Activo 74% 33.8 *Neutropénia 9%  Gradishar et
albumina-paclitaxel meses al., 2012
**Neuropatia 22%
Cancro da
Docetaxel Sem nanoparticula - mama 39% 26.6 *Neutropénia 75%
associada meses
**Neuropatia 12%

TRO (Taxa de Resposta Objectiva); TPP (Tempo Para Progressao)

* Neutropénia de grau 4 , ** Neuropatia grau 3

No ensaio clinico de fase II (Gradishar et al., 2005) o nab-paclitaxel originou
taxas de resposta superiores, comparativamente ao paclitaxel convencional (paclitaxel
em cremophor EL), e provocou um maior atraso no crescimento tumoral (23.0 semanas
e 16.9 semanas, respectivamente) (tabela 25). A incidéncia de neutropénia de grau 4 foi
menor no nab-paclitaxel, mesmo tendo sido administrada uma dose 49% mais elevada
que a do paclitaxel convencional, e a neuropatia periférica de grau 3, apesar de ter sido
maior no nab-paclitaxel, foi reversivel (Gradishar et al., 2005).

No ensaio clinico de fase III (Gradishar et al., 2012), o regime nab-paclitaxel
150 mg/m* (miligramas por metro quadrado de superficie corporal) semanal foi o que
trouxe maior beneficio clinico face ao docetaxel 100 mg/m® 3 vezes por semana,
apresentando uma maior sobrevida global (33.8 meses e 26.6 meses, respectivamente), a
qual foi a melhor obtida até hoje nos regimes de monoterapia com taxanos no cancro
metastico da mama (tabela 24). Os efeitos adversos de grau 3 e 4 de neutropénia e
fadiga foram também menores para o nab-paclitaxel neste regime. Apenas se verificou
neuropatia periférica de grau 3, a qual foi maior no nab-paclitaxel que no docetaxel
(22% e 12%), no entanto o tempo que esta levou a regredir foi menor comparativamente
a do docetaxel e a outras regimes de nab-paclitaxel que foram estudados (300 mg/m” e
100 mg/m?), o que significa que os pacientes poderio atingir um beneficio clinico antes
de atingirem a dose limitante de toxicidade para os efeitos adversos (175 mg/m?)

(Gradishar et al., 2012).
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Nos Estados Unidos o nab-paclitaxel esta a ser usado também no tratamento do
melanoma com base nas recomendacdes da National Comprehensive Cancer Network
(Kundranda & Niu, 2015). O nab-paclitaxel provou ndo s6 ser eficaz em doentes com
melanoma ndo tratados préviamente, mas também em doentes que tivessem recebido
terapéutica prévia com dacarbazina que ¢ um dos agentes base desta terapia (Hersh et

al., 2010) (tabela 25).

Tabela 25 — Ensaios clinico fase II com nab-paclitaxel no melanoma

Terapéutica Tumor Resultados Efeitos adversos Referéncia
SG
nab-paclitaxel 1° 9.6 meses Neutropénia 35%
linha
Neuropatia periférica 16% Hersh et al.,
nab-paclitaxel apés Melanoma 12.1 meses Neutropénia 11% (2010);
dacarbazina
Neuropatia periférica 5%
Dacarbazina 1? linha < 8 meses
SG (Sobrevida Global)

O nab-paclitaxel revelou resultados superiores aqueles conseguidos com a
dacarbazina, a qual evidencia apenas uma sobrevida global inferior a 8 meses.
Comparando com o nab-paclitaxel que obteve uma sobrevida global de 9.6 meses em
primeira-linha e 12.1 meses apds tratamento com dacarbazina, estudos futuros devem
incidir sobre esta terapéutica. A neutropenia e neuropatia foram os efeitos adversos mais
datados, tendo a neuropatia incidido preferencialmente nos pacientes sem terapéutica
prévia. Tal facto pode dever-se a dose superior que foi administrada. Contudo, ambas as
toxicidades foram reversiveis (Hersh et al., 2010).

Encontram-se em desenvolvimento outros estudos relativos ao nab-paclitaxel,
que, embora ainda sem resultados, revelam a importancia desta tecnologia baseada na
ligacdao nab ( “nanoparticle albumin bound”) que se podera tornar também promissora
para outros fitoquimicos (tabela 26). Nomeadamente, o docetaxel que foi colocado em
ensaios pré-clinicos com a mesma nano-tecnologia baseada na ligagdo a albumina (nab-
docetaxel) tendo demonstrado maior eficacia anti-tumoral in vitro em células
cancerigenas humanas do colon e da prostata, prosseguindo para ensaios clinicos de fase

I (Desai et al., 2008).
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Tabela 26 — Ensaios clinicos em desenvolvimento com nab-paclitaxel. Adaptado de Kundranda e Niu,

(2015); ClinicalTrials.gov, (2016).

Id. ClinicalTrials.gov Situagao Fase Regime Resultados Previsao
actual primarios resultados

Cancinoma pancreatico

NCT01836432 Activo, ndo III FOLFIRINOX SG Dezembro 2016
esta a recrutar ou nab-paclitaxel
+ gencitabina
com ou sem
imunoterapia

Carcinoma da cabeca e pescoco

NCT01412229 Activo, ndo I Carboplatina + TRO Fevereiro 2017
esta a recrutar nab-PTX +
cetuximab

Carcinoma colorectal e do intestino delgado

NCTO01730586 Completo I nab-paclitaxel TRO Agosto 2016

Carcinoma gastrico

NCT01980810 Terminado I nab-paclitaxel TRO Fevereiro 2015

Carcinoma da mama

NCT02019277 Activo, ndo I nab-paclitaxel +  Efeitos Adversos Novembro 2016
esta a recrutar pertuzumab +
trastuzumab

SG (Sobrevida Global); TRO (Taxa de Resposta Objectiva)

As formulagdes lipossomais alternativas ao Taxol® encontram-se em vdrias fases
de ensaios clinicos, nomeadamente LEP-ETU da NeoPharm e¢ o EndoTAG-1 da
Medigene que ja alcancaram ensaios clinicos de fase II e o Lipusu® da Luye Pharma
Group que foi a primeira formula¢do lipossomal a ser comercializada, tendo sido
aprovada na China (Koudelka & Turanek, 2012).

O Genexol-PM* (paclitaxel encapsulado em micelas poliméricas) foi aprovado

pela KFDA (Korean Food and Drug Administration) no tratamento do cancro da mama
e do pulmio (Pérez-Herrero & Ferndndez-Medarde, 2015). Esta nanoformulacio
micelar com o paclitaxel encontra-se em 19 ensaios clinicos de fase II nos Estados
Unidos para o tratamento de cancro da mama, urotelial, pancreas, ovario, pulmao,

cabeca e pescoco (Clinical Trials, 2016).
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3.1.2.2 Vincristina

A vincristina lipossomal (Marqibo®), demonstrou em ensaios clinicos de fase II
ser menos neurotdxica e mais activa que a vincristina ndo lipossomal em linfomas nao-
Hodgkin (Sarris et al., 2000). Colocou-se a questdo de substituir a vincristina ndo
lipossomal pela vincristina lipossomal no regime CHOP-R (regime de
ciclofosfamida/doxorrubicina/vincristina/prednisona com rituximab) em doentes nao
tratados previamente com linfoma ndo-Hodgkin, evidenciando num ensaio clinico de

fase II o seu potencial nesta terapia oncoldgica (Hagemeister et al., 2013) (tabela 27).

Tabela 27 - Eficécia da nanoformulacdo lipossomal de vincristina no linfoma nao-Hodgkin

Terapéutica Nanoparticula  Direccionamento Tumor Resultados Efeitos Referéncia
adversos
TRO
CHMP+R Lipossoma com Activo para <60 anos 36% Hagemeist
(regime com vincristina células B do Neurotoxicida  eret al.,
vincristina sistema 100% de (2013)
lipossomal) imunitario Llnfoma >60 anos
nao-
Hodgkin 93%
CHOP+R >60 anos 92% Hagemeist
(regime com - - Neurotoxicida  eretal.,
vincristina nio 75% de (2013)
lipossomal)

CHMP+R (ciclofosfamida/doxorrubicina/Marqibor-prednisona + retuximab); CHOP+R

(ciclofosfamida/doxorrubicina/vincristina/prednisona + retuximab); TRO (Taxa de Resposta Objectiva)

No ensaio clinico de fase II de Hagemeister et al. (2013), foi avaliada a eficacia
anti-tumoral da vincristina lipossomal em doentes ndo tratados previamente com
linfoma ndo-Hodgkin. Inserindo a vincristina lipossomal no regime quimioterapéutico
CHOP-R em vez da vincristina convencional (ndo lipossomal), obteve-se uma resposta
global (idades abaixo e acima de 60 anos) de 96% uma sobrevida livre de progressao e
sobrevida global ao fim de 10 anos de 87% e 77%, respectivamente. De notar, que em
doentes com menos de 60 anos a taxa de resposta foi de 100% e com mais de 60 anos a
taxa de resposta obtida com o regime CHMP-R (regime com a vincristina lipossomal)
foi de 93%. A toxicidade da vincristina lipossomal quando associada a este regime
revelou niveis muito mais baixos de neurotoxicidade periférica comparativamente a
vincristina convencional (36% e 92%, respectivamente) (Hagemeister et al., 2013)

(tabela 27).
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Tendo em conta a superioridade da vincristina lipossomal comparativamente a
vincristina convencional tanto em ensaios in vitro, in vivo € em ensaios clinicos na
leucemia linfobléstica aguda em adultos (Silverman & Deitcher, 2012), um ensaio
clinico de fase II realizou-se também na leucemia linfoblastica aguda mas com uma
dose mais elevada de vincristina lipossomal para além daquela que limita o nivel para a
qual ¢ considerada toxica (2 mg/m”) (O’Brien et al., 2013). Neste ensaio foi
administrada uma dose de vincristina lipossomal de 2,25 mg/m” uma vez por semana
durante 4 semanas, ou seja, os pacientes receberam doses individuais duas vezes
superiores aquelas que sdo usadas na vincristina convencional. Neste ensaio de fase I1
foi usado um protocolo especifico com um algoritmo de modificagdo da dose de
vincristina lipossomalde forma a que fosse possivel manusear as toxicidades sem ter
que se interromper o tratamento (O’Brien et al., 2013).

Os resultados obtidos foram positivos, atingindo-se uma sobrevida global de 7.7
meses ¢ uma taxa de resposta objectiva de 35%, onde se verificou uma taxa de
neuropatia de 63%. Estes resultados comparados com o uso da vincristina convencional
inserida  em outros regimes, como por exemplo no regime CHOP
(ciclofosfamida/hidroxidaunorrubicina/vincristina/prednisona), revela um perfil de
toxicidade bastante favoravel comparativamente a dose estipulada de vincristina
convencional. Em suma, doses elevadas de vincristina lipossomal na leucemia
linfoblastica em adultos revelou beneficios clinicos e toxicidades paralelas a dose e

formulagdo vincristina ndo lipossomal (O’Brien et al., 2013).

3.1.2.3 Irinotecano

O nanolipossoma de irinotecano (nal-IRI), um composto derivado semi-sintético
da campotequina, demonstrou beneficio em ensaios clinicos de fase II e III no cancro
metastico do pancreas quando inserido no regime 5-fluoracilo e acido folico (5-FU/AF)

(Ko, 2016) (tabela 28).
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Tabela 28 — Ensaios clinicos de fase II/IIl com nal-IRI no cancro metéstico do pancreas. Adaptado de Ko,

(2016)

Terapéutica Nanoparticula  Direccionamento Tumor Regime Resultados Efeitos adversos
TRO SG

nal-IRI + 5-FU/ Lipossoma com Passivo nal-IRI, I.V. 80 16% 6.1 Diarreia 59%

AC irinotecano mg/m? 2x/semana meses
+ 5-FU 2400 mg/ Vomitos 52%

m?+ AC 400 mg/
m? LV.

} nal-IRT 120 mg/m2 6% 49 Diarreia 70%

nal-IRI lipossoma - Ceincro do semanal, LV, meses
pancreas Vémitos 54%
5-FU 2400 mg/m? 1% 42 Diarreia 26%

5FU/AC Passivo + AC 400 mg/m? meses
LV. Vomitos 26%

Através destes ensaios de fase II e III com nal-IRI, confirmou-se que a
nanoformulacdo lipossomal com irinotecano melhora os resultados terapéuticos do
regime 5-FU/AC sozinho, aumentando a taxa de resposta objectiva (16%
comparativamente contra 1%) e o tempo de sobrevida global (6.1 meses contra 4.2
meses) no cancro metastico pancredtico (Ko, 2016). A diarreia e vomitos foram os
efeitos adversos mais relatados na nanoformulagdo lipossomal de irinotecano (nal-IRT)
em monoterapia, verificando-se que ao dividir 120 mg/m* em duas administracdes
semanais se mantinha a eficacia e melhorava o perfil de toxicidade, o que explica
toxicidades mais baixas na associacdo de nal-IRI com o regime 5-FU/AC (Ko, 2016).

No entanto algumas complica¢des devido a neutropénia (neutropénia febril,
sépsis neutropénica) ocorreram em menos 5% nos pacientes com nal-IRI
comparativamente ao que apenas foram tratados com 5-fluoracilo e acido folico (5-
FU/AC) (Ko, 2016).

Esta aprovagdo suscitou novas questdes, nomeadamente a substituicdo do
irinotecano na sua forma livre pelo nal-IRI no tratamento de primeira-linha do cancro
metastico do pancreas (regime FOLFOXIRI), estando um ensaio clinico de fase II a

decorrer nesse ambito (NCT02551991) (Ko, 2016).

3.2. Aplicacdes da nanotecnologia a fitoquimicos em desenvolvimento

O etoposido tem sido alvo de estudo de aplicagdo em nanoparticulas a base de

lipidos, nomeadamente em lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e
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transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) (Zhang et al., 2016). Outros
fitoquimicos considerados como quimiopreventores € que estdo presentes na nossa dieta
diaria embora ainda ndo usados clinicamente, tém sido estudados em nanoparticulas de
modo a ultrapassar problemas como a sua baixa solubilidade em 4dgua e a sua baixa
biodisponibilidade, como por exemplo a epigalocatequina-3-galato (EGCG), a
curcumina, a quercetina, o resveratrol e a genisteina.

Sao em seguida descritas algumas das tentativas de aplicacdo da nanotecnologia

e estes compostos.

3.2.1 Ensaios in vitro € in vivo

3.2.1.1 Etoposido

No desenvolvimento de uma terapia direcionada activa a células cancerigenas,
avaliou-se a a actividade anti-tumoral/citotoxicidade do etoposido (ETP) quando
encapsulado em transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) com a adi¢do de
um ligando especifico para os receptores de folato (acido folico - AF) (Zhang et al.,
2016). Os resultados foram positivos para ambas as nanoparticulas (com e sem folato)
em detrimento de uma solugdo apenas com etoposido livre, sendo que a inibicdo
tumoral in vivo foi maior no TNL com folato (88%) e a distribui¢do do etoposido
encapsulado foi superior nos tecidos tumorais em detrimento dos saudaveis (Zhang et
al., 2016) (tabela 29). O tamanho das nanoparticulas teve uma grande influéncia na
citotoxicidade in vitro e na distribuicdo in vivo, observando-se uma menor captacgao pelo
figado, um aumento do tempo de circulagdo do fitoquimico e uma menor citotoxicidade
por parte do FA-ETP-TNL (Zhang et al., 2016) (tabela 30).

No cancro gastrico, também se tentou caracterizar o etoposido (ETP)
encapsulado em NLS (ETP-NLS) e avaliar a sua actividade anti-tumoral in vitro, os
resultados obtidos foram positivos em comparagdo ao uso do etoposido livre (Wang et

al., 2014) (tabela 29).
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Tabela 29 — Nanoformulagdes em ensaios in vitro e in vivo com o etoposido

Nanoparticula ~ Tamanho  Direccionamento Modelo Tumor Resultados Referéncia
ETP-TNL-AF 120 nm Activo para os In Vitro: células CT26, Cancro Dimunuicdo de: crescimento | Zhang et
e receptores de SGC7901 e NCI-H209 para colorectal, | tumoral al., (2016)
ETP-TNL folato estudo de citotoxicidade. gastricoe
Tratamento com ETP livre e CPCP Aumento de: citotoxicidade,
ETP encapsulado selectividade tumoral e tempo

In Vivo: modelo xenografico de  Cancro de circulagdo

células CT26 injectadas em  gastrico
ratos para estudo de actividade
anti-tumoral. Administragdo de

ETP livre e ETP encapsulado

ETP-NLS 30-50 nm Passivo In Vitro: células SGC7901 Cancro | Aumento de: Taxa de| Wanget
foram tratadas com ETP livre e  gastrico |apoptose, paragem ciclo | al, (2014)
ETP encapsulado celular G2/M, captagdo

celular tumoral e tempo de
circulagdo

ETP-TNL-AF (etoposido-transportador nano-estructurado lipidico-acido félico); ETP-NLS (etoposido-

nanoparticula lipidica sélida)

O tamanho das nanoparticulas teve uma grande influéncia na citotoxicidade in
vitro e na distribui¢do in vivo, observando-se uma menor captagdo pelo figado, um
aumento do tempo de circulacdo do fitoquimico e uma menor citotoxicidade por parte
do transportador nano-estruturado lipidico com acido folico (AF-TNL-ETP) (Zhang et
al., 2016) (tabela 29).

No cancro gastrico, também se avaliou a actividade anti-tumoral in vitro do
etoposido (ETP) encapsulado em nanoparticulas lipidicas solidas (ETP-NLS) os
resultados obtidos foram positivos em comparacdo ao uso do etoposido livre, havendo
um aumento da taxa de apoptose de células cancerigenas e uma maior concentracao de
fitquimico no tumor (Wang et al., 2014) (tabela 29). O perfil de libertagdo in vitro
demonstra que a nanoparticula lipidica solida (NLS) promove uma libertagao
prolongada (acima de 60 horas) que ¢ conseguida pela difusdo lenta através da matriz
lipidica da nanoparticula lipida sélida. A encapsulagdo do etoposido em nanoparticulas
lipidicas solicas (NLS) e em transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) revela
ser uma quimioterapéutica promissora no cancro gastrico, cancro colorectal e cancro

das pequenas células do pulmao (CPCP) (Wang et al., 2014; Zhang et al., 2016).

3.2.1.1 Epigalocatequina-3-galato

A epigalocatequina-3-galato (EGCQ), ja provou in vivo € in vitro o seu potencial
anti-cancerigeno, no entanto a sua estabilidade e biodisponibilidade no organismo ¢

baixa, sendo necessario doses muito elevadas para exercer a sua acc¢io (de Pace et al.,
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2013). Este fitoquimico foi estudado in vitro associada a nanoparticulas, nomeadamente
no cancro da mama (de Pace et al., 2013) e da prostata (Arca et al., 2011) (tabela 30).

No cancro da mama foi verificado que a EGCG encapsulada em nanolipossomas
revestidos por quitosano apresentava maior estabilidade, um maior controlo de
libertacdo do fitoquimico e aumento da concentracdo intracelular tumoral da EGCG,
demonstrando efeitos anti-proliferativos na concentragdo de 10 uM, valor este para o
qual a EGCG livre ndo apresenta qualquer efeito clinico benéfico. A adicdo de
quitosano a esta nanoformulacdo permitiu aumentar a concentragdo do fitoquimico das

células tumurais, diminuindo a viabilidade das mesmas (de Pace et al., 2013) (tabela
30).

Tabela 30 — Nanoformulagdes in vitro e in vivo com a epigalocatequina-3-galato (EGCG)

Nanoparticula ~ Tamanho Direccionamento Modelo Tumor Resultados Referéncia
Lipossomas com 100 nm Passivo In Vitro: células MCF-7 Cancro da | Diminui¢do da viabilidade das | de Pace et
EGCG tratadas com EGCG livre ou mama células cancerigenas al., (2013)
revestidos por EGCG encapsulada
quitosano Aumento da taxa de apoptose
das células cancerigenas
Nanoparticulas 80 nm Activo para o In Vitro: células LNCap Cancroda | Diminui¢do da viabilidade das | Arca et al.,
poliméricas de PSMA tratadas com EGCG  prostata | células cancerigenas (2011)
PLGA-PEG encapsulada sem ligando ou
EGCG encapsulada com
ligando para o PSMA

No cancro da proéstata, a EGCG quando encapsulada e direcionada através de um
ligando especifico ao receptor de membrana do cancro da prostata (PSMA - “prostate-
specific membrane antigen”), aumenta a sua actividade anti-proliferativa in vitro, tem
uma maior selectividade dirigindo-se para as células cancerigenas em detrimento das
saudaveis tornando-se menos citotoxica nestas ultimas (Arca et al., 2011) (tabela 30).

Este ligando foi adicionado a zona hridofilica do copolimero PLGA-PEG (figura 11).
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Figura 11 - Epigalocatequina-3-galato encapsulada em nanoparticulas poliméricas constituidas pelo
copolimero PLGA-PEG. O ligando ¢ adicionado a zona hidrofilica (PEG) e o fitoquimico ¢ encapsulado

na zona hidrofébica (PLGA). Adaptado de Arca et al. (2011).

3.2.1.3 Curcumina

A curcumina tem um potencial anti-cancerigeno, que se reflecte na sua
capacidade anti-proliferativa e também na capacidade de regulagdo de alguns factores
de transcri¢do, no entanto para que haja beneficio da sua ingestdo oral deve de haver um
consumo elevado deste fitoquimico (Krzyzanowska et al., 2010). Foram realizados
ensaios in vitro ¢ in vivo (Wang et al., 2013; Rajan et al., 2013) com a inclusdo da
curcumina em nanoparticulas, nomeadamente no cancro do pulmdo e no cancro
pancreéatico com o objectivo de avaliar a sua actividade anti-tumoral e o seu beneficio
quando utilizada a nano-escala comparativamente a curcumina livre na corrente
sanguinea (tabela 31).

A curcumina encapsulada em nanoparticulas lipidicas sdlidas, tornou-se um
composto mais estavel, ficando protegida da hidrélise e biotransformagdo. A curcumina
livre € um fitoquimico hidrofobico e instavel em solugdo aquosa, o que foi constatado
pela sua rapida eliminagdo no organismo através do metabolismo e baixa
biodisponibilidade (Wang et al., 2013). A curcumina livre, apenas foi encontrada em
pequena quantidade no tecido tumoral do pulmdo ao contrario da curcumina
encapsulada que aumentou a sua concentragdo tumoral 2,6 vezes comparativamente ao
fitoquimico livre (Wang et al., 2013). A curcumina encapsulada revelou uma maior
citotoxicidade para as células cancerigenas do que a curcumina livre, apresentando um
ICsp entre 18-32 umol e entre 78-185 umol, respectivamente (Wang et al., 2013) (tabela
31).
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Tabela 31 — Ensaios in vitro e in vivo de nanoformula¢des com a curcumina

Nanoparticula ~ Tamanho  Direccionamento Modelo Tumor Resultados Referéncia
NLS 20-80 nm Passivo In Vitro: células A549 tratadas Cancrodo | Diminui¢do do volume| Wangetal,
com curcumina livre ou  pulmio | tumoral (2013)
encapsulada
Aumento da estabilidade do
In Vivo: inoculagdo em ratos de fitoquimico, da apoptose de
células A549 humanas. células cancerigenas e da
Administragdo da curcumina concentragdo plasmatica do
livre e encapsulada (200 mg/Kg) fitoquimico
Lipossoma 100 nm Passivo In Vitro: células MiaPaCa Cancrodo | Diminui¢io da proliferagdo | Ranjan et al.,
tratadas com curcumina livre ou  pancreas | das células cancerigenas, do (2013)
encapsulada crescimento tumoral e

angiogénese a volta do tumor
In Vivo: inoculagdo em ratos de
células MiaPaCa humanas.
Administragdo de curcumina
livre e encapsulada (20 mg/Kg)

NLS (nanoparticula lipidica solida);

O ICsp na formulacdo liposomal de curcumina para o cancro pancreatico
apresentou um valor de 17,5 pmol, indicativo de actividade anti-tumoral (Ranjan et al.,
2013) (tabela 31). Neste ensaio in vivo, realizado em modelos xenograficos, verificou-
se que a inibi¢do do crescimento tumoral pela curcumina lipossomal (inibicdo em 42%)
estava relacionada com a sua capacidade de inibicdo da neovascularizagdo a volta do
tumor (Ranjan et al., 2013) (figura 12).

Tanto a curcumina encapsulada em nanoparticulas lipidicas sélidas como a
liposomal poderdo ser usadas na terapia oncoldgica nestes cancros (Wang et al., 2013;

Ranjan et al., 2013).

Nao tratados Curcumina lipossomal

Figura 12 - Eficacia anti-tumoral in vivo da curcumina lipossomal em modelos xenograficos de cancro

pancreatico (20 mg/Kg, 3 vezes por semana). Adapatado de Ranjan et al. (2013).
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3.2.1.4 Quercetina

A quercetina ¢ o flavonol mais comum encontrado na alimentacdo humana
encontrando-se em elevada concentragdo na cebola (Krzyzanowska et al., 2010) e tal
como a EGCG e a curcumina, a quercetina tem sido associada a nanoparticulas de
forma a estudar o seu beneficio na terapia oncoldgica uma vez que mesmo com uma
ingestdo didria de lg/dia as concentracdes plasmaticas atingidas s3o minimas
(aproximadamente 1,5 uM) para exercer um efeito anti-cancerigeno (Chang, Tan, Lim
& Chiu, 2012). Estudos in vitro ¢ in vivo (Sun et al., 2014; Tan et al., 2012) no cancro
da mama e do pulmdo demonstraram vantagem na associacdo dete fitoquimico a

nanoparticulas face a quercetina livre na corrente sanguinea (tabela 32).

Tabela 32 — Ensaios in vivo de nanoformulagdes com quercetina

Nanoparticula ~ Tamanho  Direccionamento Modelo Tumor Resultados Referéncia
TNL 30 nm Passivo In Vitro: células MCF-7 e Cancroda | Diminui¢do da viabilidade | Sunetal,
MDA-MB-231 tratadas com mama das células cancerigenas (2014)

quercetina livre ou encapsulada
Aumento da apoptose das
células cancerigenas e da
solubilidade da quercetina

Micela 16 nm Passivo In Vivo: inoculagdo em ratos de  Cancro do | Diminui¢io do volume | Changetal.,
polimérica células A549 humanas. pulmdo |tumoral e da viabilidade das (2012)
Administragdao oral da células cancerigenas
quercetina livre ou encapsulada
(30 mg/Kg) Aumento da estabilidade da

quercetina

TNL (transportador nano-estructurado lipidico)

Tal como muitos outros flavonois, a entrada da quercetina dentro das células fica
limitada devido a sua hidrofobicidade (Sun et al., 2014). No entanto, no estudo com a
quercetina encapsulada em transportadores nano-estructurados lipidicos (TNL) foi
demonstrado que a concentracdo de quercetina dentro do tumor era superior quando o
fitoquimico se encontrava encapsulado, o que levou a obtencdo de uma citotoxicidade
maior para as células do cancro da mama na quercetina-TNL comparativamente a
quercetina livre (ICso entre 14,1-15,8 wmol e >50 umol, respectivamente) (Sun et al.,
2014). A formulacao micelar de quercetina aumentou a concentragao do fitoquimico nas
células do cancro do pulmdo e aumentou a sua solubilidade aquosa (3mg/L
comparativamente a 80 uM da quercetina livre), o que se reflectiu numa inibicdo do
crescimento tumoral em 83% comparativamente aos 48% da quercetina livre (Chang et

al., 2012) (tabela 32). Foi verificado que uma concentragdo de quercetina a 3 g/Kg nao
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demonstrou efeitos toxicos para ratos, o que leva a discutir o facto da dose eficaz de 30
mg/Kg em nano-micelas aplicadas a ratos poder vir a ser ser benéfica para a terapia
oncolégica em humanos, sendo necessario por isso realizar estudos futuros tanto em

animais como em humanos (Chang et al., 2012).

3.2.1.5 Resveratrol

O resveratrol, tal como os outros fitoquimicos, apresenta pouca solubilidade
aquosa e baixa estabilidade (Jun et al., 2015). De forma a melhorar a sua
farmacocinética e actividade na carcinogénese, tem sido associado a como as
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e nanoparticulas poliméricas de PEG-PLA (Jung
etal., 2015; Jose et al., 2014) (tabela 33).

O resveratrol (RSV) no cancro do célon quando encapsulado na nanoparticula
polimérica ndo demonstrou wuma diferenca significativa na citotoxicidade
comparativamente ao RSV livre em circulagdo (ICsp 16 uM e 17 uM, respectivamente),
o que significa que preservou a actividade anti-tumoral do fitoquimico livre. A poténcia
e a capacidade de reduzir o numero de células de cancro do colon CT26 foi superior
para o resveratrol encapsulado na nanoparticula polimérica de PEG-PLA (Jung et al.,

2015) (tabela 33).

Tabela 33 — Ensaios in vitro ¢ in vivo de nanoformulagdes com resveratrol

Nanoparticula ~ Tamanho  Direccionamento Modelo Tumor Resultados Referéncia
Nanoparticula 12 - 260 nm Passivo In Vitro: células CT26 de ratos Cancro do | Diminui¢édo do volume | Jungetal,
polimérica tratadas com resveratrol livre ou colon tumoral (2015)

PEG-PLA encapsulado

Aumento da apoptose das
In Vivo: inoculagao em ratos de células cancerigenas

células CT26. Administragao
I.V. de resveratrol livre ou
encapsulado (100 mg/Kg)

NLS 250 nm Passivo In Vive: inoculagdo em ratos de Cancro Aumento da concentragdo do | Jose etal.,
células de tumor cerebral. cerebral | fitoquimico no tumor (2014)
Administragdao i.p. do
resveratrol livre ou encapsulado
(5 mg/Kg)

NLS (nanoparticula lipidica sélida); i.p. (intra-peritoneal)

No ensaio do cancro do colon ndo foi possivel fazer uma comparagdo in vivo da
actividade anti-tumoral com o RSV livre porque era necessario solubilizad-lo com uma

solugdo a 30% de DMSO (dimetilsulfoxido), a qual estad relacionada com uma
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toxicidade in vivo significativa (Jung et al., 2015). Relativamente ao resveratrol
encapsulado em nanoparticulas lipidicas soélidas, verificou-se que havia uma maior
acumulcdo nas células cancerigenas cerebrais comparativamente ao resveratrol livre
(17, 28 ng/g e 3,45 ug/g, respectivamente) (Jose et al., 2014) (tabela 33).

Estudos anteriores com o resveratrol ligado a albumina (tecnologia “nab”) no
cancro do ovario, verificaram que a reducdo do volume tumoral foi superior quando

comparada com o resveratrol livre (66,9% e 61,7%, respectivamente).

3.2.1.6 Genisteina

Devido a grande hidrofobicidade da genisteina e a sua tendéncia natural de se
incorporar nas membranas lipidicas, foi realizado um estudo in vitro e multifactorial
(Phan et al., 2013) com o intuito de optimizar e demonstrar a eficacia da genisteina em
lipossomas nos cancros da préstata, da mama e do ovario (tabela 34).

As células cancerigenas da mama revelaram-se mais sensiveis a genisteina
lipossomal seguida das células do cancro do ovario e da prostata, no entanto, em todas
elas a citotoxicidade da genisteina encapsulada foi mais alta que a da genisteina livre
(ICsp entre 22.7-34.1 uM e 144.3-169.5 uM, respectivamente) (Phan et al., 2013)
(tabela 34).

Tabela 34 — Ensaio in vitro de nanoformulag¢do com genisteina

Nanoparticula ~ Tamanho  Direccionamento Modelo Tumor Resultados Referéncia

Lipossoma 161 nm Passivo In Vitro: células PC-3 e Cancroda | Aumento da citotoxicidade e | Phanetal.,
OVCAR-3 humanas e células prostata |da apoptose de células (2013)
4T1 de ratos tratadas com cancerigenas

L Cancro do
genisteina livre ou encapsulada

ovario
Cancro da
mama

A genisteina em lipossomas causou um maior dano a nivel mitocondrial,
explicando o aumento da apoptose das células cancerigenas relativamente a genisteina
livre. O prototipo liposomal, utilizado neste estudo, aumentou bastante o efeito anti-

cancerigeno da genisteina comparativamente a genisteina livre (Phan et al., 2013).

3.2.2 Ensaios clinicos

De acordo com as bases de dados Cochrane Library, ClinicalTrials.gov e

PubMed.gov, apenas a curcumina se encontra em ensaios clinicos através da
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nanotecnologia. A curcumina estd a ser avaliada em ensaios clinicos encapsulada em

nanoparticulas lipidicas para o cancro da mama (Cochrane Library, 2016).

3.3 Avaliacao da utilizacao das nanoparticulas

Os nano-transportadores revelaram diferentes eficicias de encapsulagdo
(capacidade de incorporagdo do fitoquimico) e direcionamento do fitoquimico sendo
abaixo analisadas algumas caracteristicas das nanoparticulas usadas nos ensaios acima

descritos.

3.3.1 Comparacdo entre sistemas de veiculacdo

O transportador nano-estructurado lipidico (TNL) onde foi encapsulado o
etopdsido através da técnica de injeccdo de solvente, revelou uma boa eficacia de
encapsulacdo (capacidade de incorporar a quantidade de farmaco introduzida na
nanoparticula) (82.92% - 83.86%) e uma libertagdo controlada do fitoquimico (mais de
24 h), que por estar rodeada de folato para um direccionamento activo reteve mais
tempo o fitoquimico que o transportador nano-estruturado lipidico sem o folato (o
receptor de folato estd sub-expresso em células de linhagem cancerigena do pulmao, de
cancro colorectal e glioblastoma) (Zhang et al., 2016).

Na preparagdo da nanoparticula lipidica solida (NLS) para encapsulagao do
etoposido, verificou-se que maiores concentragdes do fitoquimico levaram a menores
percentagens de eficiéncia de encapsulacdo (Wang et al., 2014a). Nesta nanoparticula
lipidica sélida do etopdsido (NLS), a eficiéncia de encapsulacdo do etoposido foi um
pouco mais elevada que no transportador nano-estructurado lipidico (TNL) (82.92% e
75.42%, respectivamente) (Wang et al., 2014). Esta diferenga podera estar associada ao
tipo de transportador nano-estructurado utilizado (imperfeito, amorfo ou multiplo), pois
segundo Jaiswal et al. (2014) consoante a estruturagdo da matriz lipidica e a sua
natureza podera haver capacidades de encapsulacdo mais eficazes que outras. A
libertacdo do farmaco pela nanoparticula lipidica sélida (NLS) também foi mais
controlada (mais de 60 horas) devido a libertacdo bifasica do fitoquimico e ao seu
estado amorfo dentro da NLS, proporcionando uma melhor penetracio do mesmo no
tumor (Wang et al., 2014) e beneficio para os compostos que possam causar irritacao a

elevadas concentragdes (Wang et al., 2014). A NLS do etoposido foi caraterizada como
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tendo uma Optima estabilidade a longo-prazo que é conseguida pela estrutura cristalina
desorganizada ou estrutura amorfa que o etopdsido apresenta dentro da NLS (Wang et
al., 2014).

A adicdo de quitosano na nanoformulacdo lipossomal da EGCG permitiu
aumentar a estabilidade da nanoparticula e o seu tamanho (100 nm) aumentando o seu
tempo de circulagcdo (de Pace et al., 2013). De acordo com Borel e Sabliov (2014),
particulas com menos de 10 nm sdo facilmente excretadas na urina e menores que 100
nm sdo facilmente distribuidas.

Na EGCG o lipossoma revestido por quitosano usado para a sua encapsulagdo,
foi formado através de colesterol e fosfotidilcolina onde a EGCG foi encapsulada no
“core” interno hidrofilico do lipossoma (de Pace ef al., 2013).

De acordo com Nogueira et al. (2015), o colesterol pode ser adicionado a
preparacdo dos lipossomas de forma a modular a sua rigidez e estabilidade de
membrana para que ndo haja tanta perda de composto activo encapsulado, o que se
verificou nesta forma de veiculacdo aplicada a EGCG, apresentando uma eficacia de
encapsulacdo de 90% e uma libertagdo controlada do fitoquimico caracterizada por uma
libertacao bifasica (de Pace et al., 2013).

Nos estudos in vivo da quercetina a micela polimérica utilizada resultou de uma
solubilizacdo indirecta com recurso a co-solventes com posterior evaporagdo da fase
organica, que segundo Sosnik e Raskin (2015) ¢ um dos métodos utilizados na
preparacao de micelas. Os copolimeros usados foram o polietilenoglicol (PEG) que por
norma faz parte da zona hidrofilica (Grattoni et al., 2010) e fosfatidilcolina, um
fosfoflipido (Tan et al., 2012). Estas nanomicelas de PEG-lipidos ja& anteriormente
estudas para administragdo intravenosa, foram aqui aplicadas com o intuito de estudar
este sistema de veiculagdo como parte integrante de uma formulagdo oral, o qual
revelou uma eficicia de encapsulagdo do fitoquimico acima de 88.9% (Chang et al.,
2012). Neste ensaio pode-se concluir que a eficacia de encapsulagdo da micela
polimérica depende da quantidade de quercetina encapsulada, sendo que a medida que a
quantidade aumenta a eficiéncia diminui (Chang et al., 2012). Tratando-se de uma
administracdo oral, fizeram-se testes de estabilidade mimetizando o ambiente gastrico e
intestinal onde se verificou auséncia de precipitacdo da quercetina, manutengdo do
tamanho da micela e uma retencdo de farmaco em 70-75% (Chang et al., 2012).

Comparativamente a micela polimérica da quercetina, o transportador nano-

estructurado lipidico (TNL) revelou-se mais eficaz na encapsulagdo da quercetina,
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apresentado uma eficacia de encapsulagdo de 95% (Sun et al., 2014). Esta nano-
estructura foi obtida através da técnica da micro-emulsdo por um processo de
homogeneizagao a frio, o que segundo Jaiswal et al. (2014) podera trazer vantagens uma
vez que o composto ndo fica por longos periodos de tempo exposto a altas temperaturas.
Para além do método de preparagdo, a elevada eficiéncia de encapsulagdo, remete-se ao
facto de se ter utilizado uma mistura de vitamina E e triglicéridos com cadeias de
diferentes tamanhos de acidos gordos, que segundo Letchford e Burt (2007) podera
alterar as caracteristicas de uma nanoparticula. Neste caso, a associagdo com cadeias de
diferentes tamanhos levou a que se formasse uma matriz com estrutura cristalina menos
perfeita acomodando em maior quantidade e mais eficazmente o fitoquimico (Sun et al.,
2014).

Comparando com a nanoparticula lipidica s6lida (NLS) do resveratrol, onde foi
usada uma menor percentagem de surfactante face a percentagem de lipidos obteve-se
uma nanoparticula de maiores dimensdes e de menor eficiéncia de encapsulagdo
(33.93%) (Jose et al., 2014). Adicionalmente, ao contrario da TNL da quercetina, A
NLS do resveratrol foi produzida através de uma homogeneizagao a alta pressao (Jose et
al., 2014) que origina imperfei¢des na matriz cristalina lipidica, podendo originar uma
expulsdo precoce do fitoquimico (Igbal et al., 2012) tal como uma baixa capacidade de

incorpora¢do do composto (Naseri et al., 2015).

3.3.2 Eficécia e seguranca

A eficicia e seguranga das nanoformulacdes comercializadas, como o

Abraxane®, Marqibo® e Genexol-PM® sdo superiores as suas formas formulacdes

comerciais que ndo estdo associadas a nanoparticulas como o Taxol® e Oncovin® (sulfato

de vincristina).

A formulacdo lipossomal da vincristina (Marqibo) apresenta na sua composicao
esfingomielina e colesterol o que torna o lipossoma mais rigido que os lipossomas
convencionais, fazendo com que haja uma libertacio da vincristina mais lenta e
prolongada, promovendo um aumento do tempo de circulagdo do fitoquimico (Douer,
2016). O volume de distribui¢do da vincristina lipossomal também ¢ muito menor que o
da vincristina convencial, sendo de apenas de 2,0 ml face aos 145 ml da vincristina. O
elevado volume de distribuicdo da vincristina convencional pode limitar a sua

concentragdo maxima e a sua exposicao nos tecidos e tumores, o que explica o facto da

78



Fitoquimicos aplicados por nanotecnologia na terapia oncolégica

vincristina lipossomal aumentar também a concentragdo do fitoquimico no tumor
(Krishna et al., 2001). A vincristina lipossomal diminui a toxicidade e estd associada a
uma menor percentagem de efeitos adversos que a vincristina convencional,
nomeadamente na neutropenia, obstipac¢do, nduseas e pirexia apesar das doses mais
elevadas (Douer, 2016), o que pode ser explicado pela elevada eficacia de encapsulacao
do fitoquimico (superior a 98%) (Krishna et al., 2001).

A formulacdo do nab-paclitaxel (Abraxane®) diminuiu as reac¢des de

hipersensibilidade e neurotoxicidade aguda do paclitaxel dissolvido em cremophor-EL
(Taxol), revelando ser mais seguro (Blair & Deeks, 2015). As propriedades naturais da
albumina sem a adi¢do de nenhum solvente ou surfactante para dissolugdo do paclitaxel,

proporcionou uma acumulacdo mais selectiva e activa do fitoquimico nos tumores,
tornando por isso a nanoformulagdo menos toxica que o Taxol® para as células

saudaveis (Denise, 2008).

Comparativamente a formulacdo de solubilizacdo cremophor-EL e paclitaxel
(Taxol®), estudos in vitro demonstraram que o nab-paclitaxel aumenta 9,9 € 4,2 vezes a

ligagdo do paclitaxel as células endoteliais e a sua transcitose, uma vez que o cremofor

EL promove uma inibicdo dose-dependente da glicoproteina 60 (gp60) a albumina,
sendo assim o Abraxane® mais eficaz que o Taxol® (Desai et al., 2006). A presenca da

gp60 e o conhecimento de que em tumores em progressdo a albumina ¢ acumulada e
usada como a maior fonte de energia e azoto na sintese de novas proteinas (Desai,
2008), veio facilitar a acumulagdo da nanoparticula nab-paclitaxel dentro do tumor,
sendo este um exemplo de como se pode formular uma nanoparticula eficaz num

dieccionamento activo de um fitoquimico a um tumor (Denise, 2008).
O Lipusu® (lipossoma com paclitaxel) demonstrou in vivo um melhor perfil de

seguranc¢a podendo trazer beneficio aos doentes uma vez que ndo revela tanta toxicidade
conseguindo manter na mesma uma actividade anti-proliferativa semelhante a do

paclitaxel solubilizado em cremophor-EL (Wang et al., 2013). Para uma mesma

dosagem de Taxol® (30 mg/Kg) apresentou reacgdes de hipersensibilidade muito ténues,

assim como apresentou uma dose letal superior a do Taxol® (69.82 mg/Kg e 33 mg/Kg,
respectivamente).

O Genexol-PM* (micela polimérica com paclitaxel) apresenta vantagens face ao

Taxol® como uma maior dose tolerada (50 mg/Kg e 26 mg/Kg, respectivamente), um
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maior limite de toxicidade (205,4 mg/Kg e 8,3 mg/Kg, respectivamente) e uma eficacia
anti-tumoral bastante semelhante a do Taxol® o que faz com que a nanoformulacio

micelar de paclitaxel seja também uma boa alternativa de terapéutica (Kim et al., 2001).
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4. Conclusao

A utilizacdo de fitoquimicos, aplicados através da nanotecnologia, na terapia
oncologica tem vindo a demonstrar um crescente interesse no beneficio clinico dos
doentes, principalmente quando aliados a regimes quimioterapéuticos ja existentes que
sdo aplicados em protocolos hospitalares, aumentando a poténcia do fitoquimico, a
eficacia dos regimes e a sobrevida dos pacientes. Outros fitoquimicos com aplicagdo em
nanotecnologia, maioritariamente em fase de avaliagdo pré-clinica, apresentaram todos
resultados positivos encontrando-se em progresso o estudo das suas futuras aplicagdes
clinicas.

Virios fitoquimicos, quando associados a nanoparticulas, evidenciam
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas mais vantajosas face ao seu uso na
forma convencional, o que se reflecte no beneficio clinico observado em ensaios
clinicos.

Os principais problemas associados aos fitoquimicos actualmente em uso sdo a
sua toxicidade, a sua baixa solubilidade aquosa e rapida eliminagdo pelo organismo. A
utilizacdo de nanoparticulas podera ultrapassar a limitacdo de utilizagdo destes farmacos
em doses sub-Optimas, que ndo exibem qualquer beneficio na vida dos pacientes, ou em
doses excessivas que acarretam efeitos adversos graves, como a mielosupressdo e
neurotoxicidade (Silverman & Deitcher, 2013). As nanoformulagdes biodegradaveis e
biocompativeis, a base de lipidos, tém sido as mais usadas (Riechemann et al., 2012),
aumentando o tempo de permanéncia do fitoquimico no organismo e a sua concentragao
no tumor. Por outro lado o estudo de novos fitoquimicos anti-tumorais menos toxicos e
com encapsulacdo pode ultrapassar questdes de eficicia e seguranca.

O direcionamento passivo da formulagdo de vincristina lipossomal comprovou
ter eficacia em células de linhagem cancerigena resistentes a quimioterapia, um dos
maiores problemas dos agentes quimioterapéuticos sintéticos (Leonetti et al., 2004). No
entanto, o direcionamento activo aos tumores dos fitoquimicos anticancerigenos, origina
melhores resultados do que o direcionamento passivo, porque ¢ possivel tornar a
quimioterapia mais selectiva tendo em conta a afinidade de certas moléculas, como o
folato ou albumina, para determinado receptor expresso nas células cancerigenas. O
nab-paclitaxel ¢ um exemplo de sucesso do uso da nanotecnologia nos fitoquimicos

através de um direccionamento activo.
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O estudo do aumento da eficacia dos fitoquimicos, pode contribuir para novas
linhas de orientacdo de protocolos quimioteraputicos mais eficazes de forma a
aumentar ndo s6 a qualidade de vida dos doentes, mas também a sua sobrevida como
estd a ser evidenciado pela nanoformulagdo lipossomal de irinotecano no cancro do

pancreas (Ko, 2016).
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