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Resumo:

A quimioterapia combinada tem sido o tratamento padrio do cancro
uma vez que pode permitir aumentar a resposta antitumoral assim
como reduzir a resisténcia a farmacos. Uma combinac¢io de farmacos
pode resultar em efeitos sinergisticos, aditivos ou antagonistas de-
pendendo do racio de concentra¢do. Varios métodos para avaliaciao
quantitativa dos efeitos combinados de farmacos em linhas celula-
res tém sido usados e serao comparativamente revistos. A aplicacio
de sistemas nanotecnolégicos de libertacio controlada de farmacos,
como os lipossomas, podem melhorar o indice terapéutico de alguns
farmacos anticancerigenos ao aumentar a actividade antitumoral e/ou
ao reduzir o seu perfil de toxicidade. A importancia de desenvolver
sistemas nanotecnolégicos no sentido de modular as propriedades
de farmacos anticancerigenos sera discutida. A translacdo clinica de
racios de farmacos, previamente seleccionados in vitro, é complexa

devido a farmacocinética e biodistribuicio independentes revelada
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pelos farmacos individuais ap6s administracdo intravenosa da sua
combinaciao. A farmacocinética dissimilar resulta numa exposicao das
células tumorais a concentracoes de farmaco inferiores a concentracao
minima terapéutica ou a racios antagonistas, com concomitante perda
de actividade terapéutica. A aplicacio de lipossomas como veiculos
de combinac¢oes de fairmacos anticancerigenos tem sido descrita na
literatura apenas recentemente. Os lipossomas tém a capacidade de
sincronizar a farmacocinética e a biodistribuicao de farmacos em com-
binacido e entrega-los ao tecido tumoral num racio farmaco-fairmaco
especifico. A importancia de manter um racio 6ptimo de combina-
¢ao de farmacos in vivo mediante encapsulacio em lipossomas e a
abordagem de “dosagem raciométrica” proposta por Lawrence Mayer

e colegas sera discutida.

Palavras-Chave: Quimioterapia combinada; método de anailise do efei-
to médio; sistemas de libertacio controlada de firmacos; lipossomas,

racio farmaco:farmaco

Abstract:

Combination chemotherapy has been the standard of cancer treatment
since it is a rationale strategy to increase efficacy and tolerabil-
ity and to decrease resistance. A drug combination can result in
synergistic, antagonistic or additive interaction effects at different
concentration ratios. Several methods for the quantitative evaluation
of drug-combined effects in cell culture systems have been used and
will be comparatively reviewed. The application of nanotechnology-
-based drug delivery systems, such as liposomes, may improve overall
therapeutic index of anticancer drugs by increasing their antitumor
activity and/or by reducing their toxicity profile. The importance
of developing drug delivery systems to modulate anticancer drug
properties will be discussed. The translation of specific drug ratios,
previously selected in vitro, to the clinical setting is complex due to
the independent pharmacokinetics and biodistribution of individual

drugs intravenously administered as free drug cocktail. The referred
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uncoordinated pharmacokinetics results in exposure of tumor cells
to drug concentrations below therapeutic threshold level or to an-
tagonistic drug ratios with concomitant loss of therapeutic activity.
The application of liposomes as carriers for anticancer drug combi-
nations has been described in literature only in the last few years.
Liposomes can synchronize pharmacokinetics and biodistribution
of drug combinations and deliver them to tumor tissue at a specific
drug ratio. The importance of maintaining an optimal drug combi-
nation ratio in vivo through drug encapsulation in liposomes and
the “ratiometric dosing” approach proposed by Lawrence Mayer and

colleagues will be discussed.

Keywords: Combination chemotherapy; median effect analysis; drug

delivery systems; liposomes; drug-drug ratio.
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17.1. Introducio

O cancro € um sério problema de saude publica, sendo a segunda
causa de morte, apenas ultrapassado pelas doencas cardiovasculares
[1]. O cancro é considerado o resultado de altera¢cdes quantitativas e
estruturais em moléculas que controlam diferentes aspectos do ciclo
de vida das células [2]. As alteracdes genéticas representam provavel-
mente o principal mecanismo molecular responsavel pelo aparecimento,
desenvolvimento e progressio do cancro [3]. Nos ultimos anos tém
sido realizados esforcos significativos no sentido de identificar as
modificacoes genéticas (hereditarias ou exdégenas) mais comuns e
os genes subjacentes responsaveis. Um artigo de revisio recente [2]
classificou as 6 alteracdes na fisiologia celular caracteristicas de uma
doenca oncoloégica: alteracdes na sinalizacao proliferativa, alteracdes
nos mecanismos supressores de crescimento, ativacio da invasido e
de metastases, permissio de replicacao imortalizada, induciao de an-
giogénese, resisténcia a morte celular. Os agentes quimioterapéuticos
utilizados na pratica clinica atual tém revelado um impacto significativo
na reducao da mortalidade/morbilidade e no aumento da qualidade
de vida dos pacientes [4].

Apesar dos avancos consideraveis no diagndéstico precoce e nos
protocolos clinicos para tratamento do cancro, o desenvolvimento
de farmacos que combinam eficacia, seguranca e conveniéncia
para o paciente sao ainda um grande desafio para os investiga-
dores [5].

Alguns farmacos anticancerigenos apresentam um indice terapéuti-
co reduzido, desenvolvem resisténcia a multiplos farmacos e revelam
uma biodistribui¢ao niao especifica apds administracio intravenosa,
conduzindo a efeitos adversos inaceitaveis em tecidos saudaveis,
nomeadamente na medula 6ssea e no trato gastrointestinal. Estas li-
mitacoes das estratégias quimioterapéuticas convencionais resultam
frequentemente em dosagens sub-terapéuticas, atraso no tratamento

e reduzida aceitacio do paciente [6].
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17.2. Introducao quimioterapia combinada

17.2.1. Principios e vantagens

A quimioterapia combinada tem sido a estratégia padriao no
tratamento de cancro uma vez que se trata de uma abordagem te-
rapéutica que pode permitir aumentar a resposta antitumoral assim
como reduzir a resisténcia a farmacos. No presente, observa-se um
interesse crescente em combinar farmacos anticancerigenos ambicio-
nando um aumento de eficacia e/ou uma reducio ou minimizacao
da toxicidade sistémica mediante entrega de uma dose menor de
farmacos [6-8].

Os principios da quimioterapia combinada tém permanecido
inalterados ao longo das ultimas décadas: a) os farmacos devem
apresentar toxicidades nao sobreponiveis para que cada farmaco
possa ser usado numa dose proxima da dose maxima tolerada; b)
os farmacos devem ter mecanismos de acao distintos e que minimi-
zem a ocorréncia de resisténcia; ¢) os farmacos devem demonstrar
atividade anti-tumoral enquanto individuais; d) a administracao
deve ocorrer, preferencialmente, num estadio inicial da doenca e
em ciclos espacados no tempo de forma a permitir a recuperacao
dos tecidos mais sensiveis 2 quimioterapia [6-9].

As vantagens apresentadas pela quimioterapia combinada incluem
uma maior adesiao do doente a terapéutica devido a reduc¢iao no
numero de administracdes, a possibilidade de ocorréncia de aditi-
vidade ou sinergia dos efeitos anti-tumorais que permita a reducao
da dose de pelo menos um farmaco, com consequente reduciao
dos efeitos adversos associados [7, 10, 11]. Dada a complexidade,
heterogeneidade e resisténcia a tratamento da maioria dos can-
cros, uma combinacio de farmacos racionalmente desenvolvida é
necessaria para alcancar um progresso significativo no tratamento

desta doenca.
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17.2.2. Estudos pré-clinicos e clinicos de combinacio de farmacos

A maioria dos protocolos clinicos inclui uma combinac¢io de fairmacos
escolhida de forma algo empirica, sem dados experimentais de suporte
e baseados no estudo retrospetivo dos resultados obtidos em ensaios
clinicos anteriores [8, 12]. Estes estudos, dispendiosos e morosos, in-
vestigam a sequéncia e a posologia de administracao dos farmacos mas
nio tém em conta os efeitos interativos resultantes da combinacao dos
dois farmacos [8].

E muito dificil determinar se uma combinacio de firmacos resulta em
efeitos anti-tumorais sinergisticos, aditivos ou antagonistas. Normalmente,
¢é sim possivel determinar se um tratamento combinado promove um au-
mento estatisticamente significativo de um endpoint, como por exemplo
a reducao do tamanho de um tumor, a reducio dos efeitos secundarios
ou o aumento da esperanca de vida [0].

Os estudos pré-clinicos de interacio de farmacos anticancerigenos
permitem a prepara¢io de um protocolo clinico de quimioterapia mais
adequado e eficaz. O principio de que “quanto maijor a dose de farmacos
melhor” é um pressuposto incorreto pois pode resultar numa maior to-
xicidade e/ou menor eficicia do tratamento uma vez que a maijoria dos
efeitos resultantes da interacio entre os firmacos sio dependentes das
suas concentracoes. Indiscutivelmente, existem fatores moleculares e far-
macologicos que determinam a eficacia de uma combinacido de farmacos
anticancerigenos [7, 13]. A preparacao experimental de um estudo pré-clinico
de combinacao de fairmacos anti-tumorais realizado com linhas celulares
ou modelos animais tem de ter em conta diversos fatores, nomeadamente
a concentracio de cada firmaco, o tempo de exposicio, a posologia e o

método utilizado para quantificar a interacao entre os farmacos [8].

17.2.3. Estudos in vitro e in vivo com combinacao de farmacos

A avaliacao dos efeitos anti-tumorais resultantes de uma quimiotera-

pia combinada é normalmente realizada em cultura de linhas celulares.
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Estes estudos in vitro apresentam diversas vantagens: a) as condicoes
experimentais sao flexiveis e podem ser rigorosamente controladas; b) a
quantificacao de acidos nucleicos e de proteina é facil e ¢) a avaliacao
quantitativa da inibi¢do de crescimento e/ou de morte celular é rigorosa
[8]. No entanto, os estudos in vitro com linhas celulares tém uma uti-
lidade limitada uma vez que as condi¢Oes experimentais siao artificiais
e nao refletem a heterogeneidade e complexidade clinicas de uma doenca
cancerigena [14]. Os modelos animais com tumor representam um sistema
dinamico, onde os farmacos sofrem absorcao, distribuicao, metabolismo e
eliminacdo, conduzindo, portanto, a alteracoes na concentracao plasmatica
dos farmacos [15]. Quando comparados com os estudos in vitro, a deter-
minac¢ido de sinergismo ou antagonismo em estudos iz vivo é mais dificil,
morosa e dispendiosa. Neste sentido, geralmente a avaliacao in vitro ocorre
em primeiro lugar com diversas combinac¢des de farmacos, enquanto nos
estudos em animais sao apenas selecionadas as combinacdes de farmacos

que produziram os melhores efeitos anti-tumorais in vitro [10, 11].

17.3. Efeitos de interacdo de farmacos na quimioterapia combinada

17.3.1. Definicao e avaliacao quantitativa in vitro

Uma combinacio de firmacos pode resultar em efeitos de interacio
sinergisticos, aditivos ou antagonistas dependendo do racio de concen-
tracao dos farmacos. Sinergismo, aditividade e antagonismo sao definidos
como o resultado da interacao de dois farmacos em que o efeito com-
binado é superior, igual ou inferior, respetivamente, a soma dos efeitos
individuais [11, 15].

A ocorréncia de sinergismo num ensaio in vitro com células demonstra
uma forte dependéncia do racio farmaco: farmaco, e essa dependéncia
tém sérias implicacdes na utilizacdo clinica uma vez que a atividade da
combinacao in vivo depende da manutenciao do racio terapéutico no local

alvo, como por exemplo um tumor [6, 9, 13].
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Varios métodos tém sido usados para realizar a avaliacio quantitativa
dos efeitos de interacao resultantes da combinacio de dois farmacos [8,
15]. A revisio destes métodos nao € um objectivo do presente capitulo
mas uma breve descricao dos seus principios e limitacdes é apresentada
na Tabela 17.1. No entanto, o método de analise do efeito médio sera
descrito em maijor detalhe na préxima secao uma vez que é o método

mais utilizado e revisto na literatura.

Tabela 17.1. Métodos para avaliacao quantitativa dos efeitos de interaciao resul-
tantes da combinacio de dois farmacos.

Método Autor Principio Limitacoes
O método nao tem em conta a pos-
A soma dos efeitos de dois sivel sigmoicidade da curva dose-
Produto R s PO
. Webb (1963) |inibidores é expressa pelo pro- | -resposta (m> 1 ou m <1) e ndo é
fracional .. . . s -
duto das atividades fracionais | aplicavel a firmacos com o mesmo
mecanismo de ac¢io ou semelhante
Isobo- Linhas no grafico unem doses
lograma Loewe (1957) | de fairmaco que exercem o O método requer um nimero
classico mesmo efeito elevado de dados, nao possui um
Existéncia de um “envelope de | software computacional aplicavel,
Isobolo- Stell and aditividade”: regiao delimitada |a abordagem estatistica é incom-
grama mo- | Peckham por limites de confianca, em | pleta. Nao € aplicavel a combina-
dificado (1979 que os farmacos nio intera- ¢des com mais de 2 firmacos
gem significativamente
Método mais usado e revisto lite-
pon . s P ratura mas nao € aplicavel quan-
Analise Sistema de cinética enzimatica: P 1 ~
do efeito Chou and Ta- lei de acio das massas. equa do as curvas dose-resposta nao
1. lalay (1984) ~ € . . » €q sao sigmoidal dada a dificuldade
médio coes de Michaelis-Menten. ; U
de aplicar uma regressao linear
posteriormente

Adaptacao de diferentes referéncias bibliograficas [8, 11, 15, 16]

17.3.2. O método de Analise do efeito médio

O método mais utilizado e referido na literatura para analise quanti-
tativa dos efeitos gerados por uma combinac¢io de firmacos é o método
da Analise do Efeito Médio proposto por Chou e Talalay [10, 11, 16, 17].
As equacdes fundamentais deste método foram derivadas dos modelos de
cinética enzimatica, previamente estabelecidos para as interacoes enzima-

-substrato e, posteriormente, aplicaveis a combinac¢oes de farmacos [18].
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Independente da forma da curva dose-resposta (Figura 17.1) ou do
mecanismo de acao, a equacao do efeito médio correlaciona, para cada
farmaco, a dose e o seu efeito correspondente (ex. inibicio do cresci-

mento celular) e é descrita pela formula:

f. / fu = (D/Dy™ (Eq. 17.1)

Em que “f,” e “f,” sao as fracoes celulares afetadas e nio afetadas, res-
petivamente, por uma dose “D”. “D,,” é a dose que induz o efeito médio
e “m” é o coeficiente que traduz a forma da curva dose-efeito (m = 1, m>
1 e m <1, indicam curvas hiperbdlica, sigmoidal e sigmoidal negativa,
respectivamente). Os parimetros “m” e “D,,” sdo facilmente determinados
a partir recta do efeito médio uma vez que correspondem ao declive e
intersecao na origem [11, 19]. Uma vez determinados os parametros “m”
e D,”, a relacdo dose-efeito € completamente descrita, ou seja, para uma
determinada dose do firmaco 1 e farmaco 2 combinados é possivel calcular
o efeito correspondente (f,) e vice-versa [10, 17]. A aplica¢io da Equacao
17.1 permite a linearizaciao da das curvas hiperbdlicas (m = 1) ou sigmoi-
dais (m # 1). A aplicacdo do logaritmo a Equacao 17.1 (x = log(D) vs.y =
log(f,/fy)) origina o grafico do efeito médio (median effect plot) [10, 11] (1).

N

A. Curvas Dose-Efeito B. Plots do Efeito Médio
=< 1.0 - _
é - 2t o S
] = — ~—
= 08 - (@ b “? Jos =
° = Eixo efeito -8
% g 0 2édio g
= -11]
lg =) 12
P! — 139
= g
= =

| E /
-5 -1

Log (Dose)

Figura 17.1. Representacdes graficas originadas pelo método de anilise do efeito

médio. Trés curvas sigmoidais (a, b, ¢) (grafico a esquerda) sio transformadas na

respetiva forma linear originando as rectas do efeito médio, em que y = log(f,/
fo) vs. x = log(D). Adaptado da referéncia bibliografica [11].
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A conformidade dos dados com o Principio do Efeito Médio é facilmen-
te traduzida pelo coeficiente de correlacio linear da recta (r) que quanto
mais perto do valor 1, traduz maior conformidade [10, 11, 17]. O grafico
do efeito médio (median effect plot) apresenta rectas paralelas se os farma-
cos apresentarem mecanismos de a¢do iguais ou semelhantes e, assim, os
efeitos resultantes da combinacio denominam-se mutuamente exclusivos.
Se as rectas de cada farmaco forem paralelas mas o grafico correspondente
a combinacido n3o € uma recta mas sim uma linha céncava que intersecta a
recta do grafico mais potente significa que os fairmacos atuam independen-
temente e os seus efeitos sao considerados mutuamente niao exclusivos [106].

O Indice de Combinacio (do Inglés combination index (CI)) traduz
quantitativamente o tipo de interacio entre os firmacos e é definido

pela seguinte equacio:

CI = (D)] + (D)Z + o (D)l(D)z (Eq 17.2)
D) (D), (D)(D,),

Onde a = 0 e a = 1 para fairmacos com mecanismos de acao mutua-
mente exclusivos e ndo exclusivos, respectivamente [10, 11, 16, 17].

Os denominadores (D,); and (Dy), sao as doses de cada farmaco ne-
cessarias para originar um nivel de efeito (f,). Os numeradores (D); and
(D), sao as doses de cada farmaco que quando combinados originam o
mesmo nivel de efeito (f,). No caso de combinacoes de trés farmacos,
um terceiro termo (D)s/(Dy)s € adicionado a equacgao 17.2.

O grifico que traduz o Indice de combinacio (CI) em funcio do efeito (f,)
esta exemplificado na Figura 17.2. Valores de CI inferiores, iguais ou supe-

riores a 1 traduzem sinergismo, aditividade e antagonismo, respectivamente.

204

cI Antagonismo
154 \
10 . Aditividade
M
054 Sinergismo
00
0 02 04 08 08 1
Frag3o celular afectada (fa)

Figura 17.2. Representacdes grafica exemplificativa de uma curva CI vs f,. Valores
de CI <1, = 1,> 1, indicam sinergismo, aditividade e antagonismo, respectivamente.
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Se o tipo de mecanismo de acido dos farmacos testados nao é conheci-
do ou nio é claro, os autores do método sugerem que o valor do Indice
de Combinaciao seja calculado assumindo que os efeitos resultantes da
combinacio sao mutualmente exclusivos (ax = 0) e mutualmente nio
exclusivos (a = 1). A segunda determinacio é mais conservadora uma
vez que a adicao do terceiro resulta em valores de CI mais elevados
que a primeira abordagem [11, 16, 17].

Apesar de o indice de Combinacido poder ser calculado para qualquer
nivel de efeito (f,), a determinac¢ao mais rigorosa ocorre para f, = 0.5
uma vez que o plot do efeito médio apresenta-se pouco fidedigno nos
extremos uma vez que se trata da representacio linear de uma funciao
nao linear [20].

Em suma, a Analise do Efeito Médio é um método quantitativo sim-
ples de realizar e que tem em conta nao s6 a dose de cada farmaco (D)
mas também a forma (hiperbodlica ou sigmoidal) da curva dose-resposta
[17, 19]. Adicionalmente, este método permite avaliar os efeitos de in-
teracdo para diferentes racios de firmaco e trés farmacos podem ser
combinados e avaliados [16, 19]. E recomendado que a experiéncia in
vitro seja realizada com o racio farmaco 1: farmaco 2 equipotente (ex.
(ICs50)1/(ICsp)2) para que a contribuicao de efeito de cada farmaco na
mistura seja semelhante [10, 11, 16]. Quando se avaliam combinacdes
de farmacos anticancerigenos, a gama de doses testada deve ser sufi-
cientemente abrangente para permitir a extrapolaciao de resultados para
niveis de atividade antitumoral elevados (f, > 0.5) uma vez que valores
inferiores nao tém significado clinico [9, 10, 15].

O Indice de reducio da dose (do Inglés, Dose Reduction Index (DRI))
é um valor que traduz quantas vezes a dose de um farmaco pode ser
reduzida por ele se encontrar em combinacio para um dado nivel de
efeito anti-tumoral, comparativamente com o farmaco individual [11,
13]. O DRI é um parametro muito importante na pratica clinica uma
vez que o valor superior a significa uma reduciao da dose de 1 ou dos 2
farmacos por se encontrarem combinados, com consequente reducao da
toxicidade sistémica nos tecidos saudaveis, mantendo porém a mesma

eficacia terapéutica [10, 11, 16, 21].
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17.4. Nanoparticulas como sistema de entrega de farmacos

Perante as dificuldades e custos crescentes associados ao desenvolvi-
mento de novas entidades quimicas com atividade terapéutica, a estratégia
de algumas induastrias farmacéuticas adotada baseado na optimizacao dos
seus farmacos ja comercializados, principalmente aqueles com menor
indice terapéutico, como por exemplo os fairmacos anticancerigenos.

Em particular, a aplicacao de estratégias nanotecnolégicas como sistema
de entrega de farmacos na quimioterapia do cancro tem se revelando uma
area de investigacao muito prometedora e constitui um esforco significativo

para melhorar a especificidade e eficacia dos farmacos anticancerigenos.

17.4.1. Os diferentes tipos de nanoparticulas

Varios farmacos possuem propriedades fisicas e biologicas que limitam
a sua aplicacido clinica, nomeadamente baixa solubilidade em agua, rapido
metabolismo, instabilidade sob condi¢des fisiologicas, farmacocinética
desfavoravel e distribuicao niao especifica para tecidos saudaveis [22].
No caso particular dos farmacos anticancerigenos estas propriedades origi-
nam entrega de concentracdes sub-terapéuticas aos tecidos tumorais e/ou
efeitos secundarios inaceitaveis [23-24]. Nesse sentido, é crucial o desen-
volvimento de sistemas nanotecnologicos (de base lipidica ou polimérica)
de entrega de firmacos (lipossomas, micelas, nanoparticulas polimérica,
dendrimeros) para promover e controlar a entrega de farmaco(s) aos te-
cidos tumorais [25-27]. Nanoparticulas com aplicacio médica diferem em
termos de estrutura, tamanho e composicao, o que se traduz em diferentes
caracteristicas, nomeadamente capacidade de carga de farmaco, estabili-
dade fisica e especificidade de entrega de firmaco [28]. Nao é objetivo
do presente capitulo rever o tipo, a aplicacao e as propriedades das
diferentes nanotransportadores mas este tema encontra-se amplamente
descrito e discutido em varias referéncias bibliograficas [25-31]. O presente
capitulo ira apresentar uma revisao global dos lipossomas como sistema

de entrega de farmacos, individuais ou combinados.
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17.4.2. Lipossomas

17.4.2.1 Definicdo geral e principais propriedades

Os lipossomas, descritos pela primeira vez por Bangham et al. [32] sao
vesiculas lipidicas (Figura 17.3) com um elevado potencial para a entrega
de farmacos dadas as suas caracteristicas inerentes: biocompatibilidade,
biodegradabilidade, simplicidade de desenvolvimento, producio em escala,
toxicidade reduzida, fraca imunogenicidade e versatilidade na sua estrutura
e nas suas caracteristicas fisico-quimicas (tamanho, composiciao lipidica,
carga, conjugaciao com ligando a superficie) [24, 33, 34]. Mediante estas
propriedades tao especificas, os lipossomas tém a capacidade de controlar
o comportamento in vivo (farmacocinética e perfil de biodistribuicao) e/
ou modular a solubilidade dos farmacos e protegé-los da degradacio pre-
coce ap6s administracdo intravenosa [33, 35, 36]. De uma maneira geral,
quando um farmaco é encapsulado num transportador, com por exemplo
o lipossoma (Figura 17.3), o volume de distribuicao e a eliminacao plas-
matica diminuem, enquanto o tempo de permanéncia no plasma e a area

sob a curva concentra¢io vs. tempo aumentam [37].

Figura 17.3. Representacdo esquemadtica geral de um lipossoma enquanto veicu-
lo transportador de moléculas de farmaco encapsuladas no seu compartimento
aquoso central.

O desenvolvimento bem-sucedido de uma formulacido lipossomal
encapsulando um ou mais farmacos deve cumprir com trés requisitos fun-

damentais: a) compreensido da fisiologia e biologia da doenca a tratar; b)
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conhecimento profundo das propriedades fisico-quimicas do transportador
e do farmaco(s) e c¢) determinacao das alteracdes na farmacocinética e
biodistribuicao do farmaco induzidas pelo veiculo lipossomal [22].

Os tipos de lipossomas, as diferentes composicoes lipidicas e métodos
de preparac¢io nio serdo alvo de revisio no presente capitulo mas essa
informaciao podera ser consultada em diversas referéncias bibliograficas
publicadas pelos grupos de investigacio da Dra. Allen [22, 38, 39] e do
Dr. Lasic [40].

17.4.2.2 Aplicacoes médicas

Nas ultimas décadas o desenvolvimento de formulacoes lipossomais
de farmacos tem sofrido uma grande evolucido, o que permitiu aumentar
a sua gama de aplicagdes médicas: tratamento do cancro, de infecoes,
de doencas oftalmolégicas, terapia génica, imagiologia de diagnostico,
vacina, terapia fotodinamica, dermatologia, transportador de hemoglobina
ou de enzimas [33, 35, 41-43]. O principal objetivo de uma formulacao
lipossomal destinada ao tratamento do cancro é melhorar o indice tera-
péutico do(s) farmaco(s) encapsulados mediante aumento da atividade
antitumoral e/ou reduciao do perfil de toxicidade devido a uma entrega
e acumulacido preferencial no tumor comparativamente com os farmacos

na forma livre ap6s administracio intravenosa [36, 44].

17.4.2.3. Comportamento in vivo dos lipossomas

Idealmente, uma formulacio lipossomal de um farmaco deve possuir
um didmetro préximo de 100 nm, um racio farmaco: lipido elevado,
uma boa retencio do(s) fairmaco(s) durante a circulacao sanguinea e um
tempo de circulacio longo (desde horas até dias) [45].

De uma forma geral, um tempo de circulagcao sanguinea reduzido
e a libertacao precoce do(s) farmaco(s) a partir do lipossoma conven-

cional limita a sua aplicabilidade clinica. Os lipossomas convencionais
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sao reconhecidos e ligados por proteinas (opsoninas) e pelo sistema
complemento plasmatico e, de seguida, sio removidos da circulacio
sistémica pelas células do sistema reticulo-endotelial do figado, baco
e medula 6ssea [33, 46, 47]. As propriedades fisico-quimicas dos
lipossomas (tamanho, carga, hidrofobicidade, fluidez da bicamada) in-
fluenciam a estabilidade fisica em termos de retenciao do(s) farmaco(s)
e o tipo de proteinas e lipoproteinas plasmaticas que se ligam [33,
46]. O uso de lipidos saturados na bicamada lipossomal (que pos-
suam uma temperatura de transicio de fase elevada) conjuntamente
com colesterol, mas principalmente o acoplamento a superficie dos
lipossomas de polimeros hidrofilicos (ex. polietilenoglicol - PEG) au-
mentam significativamente (de horas para dias) o tempo de circulac¢io
plasmatica e a estabilidade das formulacdes lipossomais [33, 37, 39,
47]. Os lipossomas que apresentam ligando hidrofilicos a superficie
revelam menor adsorcao e ligacio de opsoninas e sio denominados
lipossomas estabilizados estereamente (do inglés, sterically stabilized
liposomes (SSL) or Stealth®)[23, 33, 37].

17.4.2.4. Comportamento in vivo dos lipossomas

A maioria dos tumores sélidos possui caracteristicas fisiolégicas Uni-
cas que se encontram ausentes em tecidos saudaveis, nomeadamente
angiogénese muito extensa e descontrolada, arquitetura vascular cadtica,
permeabilidade vascular aumentada e drenagem linfatica limitada [48,
49]. Este fenomeno denominado efeito da permeabilidade e da retencio
aumentados (do inglés, enhanced permeability and retention (EPR) effect)
(Figura 17.4) [36, 49] tem sido amplamente descrito em diversos tumores
experimentais e depende do tipo, volume e vascularizacao tumoral, assim
como da permeabilidade dos vasos sanguineos [48, 50]. Devido a este
efeito os lipossomas estabilizados estereamente e com um diametro na
gama dos 100-200 nm demonstram extravasacdo preferencial através da
vasculatura tumoral muito permeavel e acumulacao passiva no espaco

intersticial devido a drenagem linfatica ineficaz (Figura 17.4).
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Figura 17.4. Efeito da permeabilidade e da retencao aumentados (do inglés,

enhbanced permeability and retention (EPR) effect). Os lipossomas sio repre-

sentativos de nanoparticulas. O direcionamento para o tumor é conseguido de

forma passiva devido a extravasacao dos lipossomas da corrente sanguinea para

o espaco intersticial tumoral devido a vasculatura muito permeavel e a retenciao

e acumulacido preferenciais devido a um sistema de drenagem linfatica ineficaz.
Adaptado da referéncia bibliografica [26].

17.4.2.5. Formulacdes lipossomais de farmacos individuais apro-

vadas ou em desenvolvimento clinico

O sucesso dos lipossomas enquanto sistema de transporte e
entrega de farmaco(s) é refletido pelo nimero significativo de pro-
dutos aprovados para uso clinico pelas autoridades regulamentares
(FDA - Food and drug Administration e EMA — European Medicines
Agency) (Tabela 17.2) ou em desenvolvimento em ensaios clinicos
(Tabela 17.3).

Exemplos de formulacdes lipossomais de um farmaco individual
sio o Doxil® e o Myocet® e que estio aprovados no tratamento de
diversos cancros (Tabela 17.2). A encapsulacao da doxorrubicina
num lipossoma permitiu reduzir significativamente os efeitos téxico
associados a este farmaco, nomeadamente cardiomiopatia, efeitos
hematolégicos, alopecia e nauseas, sem alterar a sua atividade tera-

péutica [37, 51, 52].
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Tabela 17.2. Formulac¢des lipossomais de um farmaco individual aprovadas para

aplicacao clinica.

N A . . ~ | Via de admi- Indicaca
ome: Substincia ativa | Tipo de formulacao 1a. ca ~m1 n 1cAa§a.lo
comercial nistraciao terapéutica
Infecdo flngi
Abelcet® Anfotericina B Complexo lipidico | Intravenosa regao Tuagica
sistémica
. L. . Infecao fangi
Ambisome® | Anfotericina B Lipossoma Intravenosa n e,(;a(.) ungica
sistemica
Infeco flngi
Amphotec® | Anfotericina B Complexo lipidico Intravenosa n e/ga(-) ungica
sistémica
® . . Tumores hemato-
DaunoXome®™ | Daunorrubicina Lipossoma Intravenosa P
16gicos
Doxil® (USA) . . Sarcoma d/e K aposi
L. Lipossoma PEGui- Cancro ovario e da
Doxorrubicina Intravenosa
Caelyx® (EU) lado mama avanc¢ados
Mieloma multiplo
. . S de K: i
. . Lipossoma PEGui- arcoma ,e . ApOst
Lipo-dox Doxorrubicina lado Intravenosa Cancro ovario e da
mama avancados
Cancro da mama
Myocet® Doxorrubicina Lipossoma Intravenosa (combinac¢ao com
ciclofosfamida)
Degeneracdo ma-
. . 1 lacionada a
V1sudyne® Verteporfina Lipossoma Intravenosa ic;azzre aclonada a
Miopia patologica
Meningite
. . . linfomatos
DepoCyt® Citarabina Lipossoma Vertebral romatosa
Meningite
neoplasica
DepoDur® Sulfato de morfina | Lipossoma Epidural Controlo da dor
Virus Hepatite A
Epaxal® inativado (estirpe | Lipossoma Intramuscular | Hepatite A
RG-SB)
Hemaglutinina
inati i Infeca lo vi
Inflexal V %natlvada do erus Lipossoma Intramuscular | o0 PEIO VIrus
influenza (estirpes Influenza
A eB)
Exparel® Bupivacaina Lipossoma iv. Controlo da dor

Informacoes recolhidas na referéncia bibliografica [53] e nas paginas oficiais na
internet da USA Food and Drug Administration (FDA) - http://www.fda.gov (2012)
e da European Medicines Agency (EMA) - http://www.ema.europa.eu (2012).
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Tabela 17.3. Exemplos de formula¢des lipossomais de um farmaco individual
em desenvolvimento clinico para tratamento do cancro.

Nome Substiancia Via de admi- Indicacao Fase
comercial® ativa nistracao terapéutica
. Cancros do ovario, mama e
LEP-ETU Paclitaxel Intravenosa - ’ /11
pulmio
. Leucemia e cancros da mama
LEM-ETU Mitoxantrona Intravenosa A . . ’ I
estdmago, figado e ovario
. Cancros da mama e do pan-
EndoTAG-1 Paclitaxel Intravenosa p 11
creas
Arikace Amicacina Aerossol Infecao pulmonar I
Marqibo Vincristina Intravenosa Melanoma metastatico I
. Cancro hepatico nao resse-
ThermoDox Doxorrubicina Intravenosa P 111
cavel
Leucemia aguda promielo-
L citica
Atragen Tretinoina Intravenosa . L. I
Cancro da prostata refratario
a hormonas
Nyotran Nistatina Intravenosa Infecoes fungicas sistémicas 1/11

LE-SN38 Metabollto ativo do Intravenosa Cancro coloretal metastatico 1/11
irinotecano (SN-38)

Anialogo da cisplatina

Aroplatin (LNDDP) Intrapleural Cancro coloretal metastatico 11
Liprostin Prostaglandina E1 Intravenosa Doenca vascular periférica 11/111
SPI-077 Cisplatina Intravenosa Cancros da cabega / pescoco /11

e do pulmio

Cancros do pancreas, cabe-
Lipoplatin Cisplatina Intravenosa ca/ pescoco, mama, gastrico, 111
pulmao e mesotelioma

Anilogo da campto-

S-CKDG602 . Intravenosa Cancro do utero recorrente 1/11
tecina
OSI-211 Lurtotecano Intravenosa Cancfr(.)s da cabeca/pescogo 11
e ovario

INX-0125 Vinorrelbina Intravenosa Tumores sélidos avancados 1

INX-0076 Topotecano Intravenosa Tumores solidos avancados I

énamlcma Anamicina Intravenosa Leucemia linfoblastica aguda 1/11
lipossomal

?Atualmente alguns farmacos ainda ndo tém nome comercial atribuido e por isso
sao designados por cédigo. A informacido apresentada na tabela foi compilada a
partir da referéncia bibliografica [53].
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17.4.2.6. Formulacdes lipossomais de combinacoes de firmacos

anticancerigenos

17.4.2.6.1. Consideracdes gerais

O uso de combinacdes de farmacos anticancerigenos tem sido a pratica
padriao no tratamento do cancro ao longo das ultimas décadas. No entanto,
a aplicacdo de lipossomas como nanotransportadores de combinacdes de
firmacos anticancerigenos foi apenas descrita nos altimos anos [9, 13, 34].

Até ao momento nio existem formulacoes lipossomais encapsulando
uma combinac¢io de farmacos na pratica clinica (Tabela 17.4).

Como referido anteriormente na secio 17.3.1, as combinacoes de
farmacos podem originar efeitos sinergisticos, aditivos ou antagonistas
dependendo do racio em que os firmacos sio combinados [11]. Durante
uma experiéncia in vitro, o racio entre dois farmacos pode ser facilmente
controlado. No entanto a translacio do racio considerado terapéutico in
vitro para a pratica clinica é muito dificil devido a farmacocinética, bio-
distribui¢io e metabolismo distintos assumidos pelos farmacos, na forma
livre, apés administracao intravenosa [13, 55]. Sendo assim, a referida
farmacocinética nao controlada de cada firmaco resulta na exposicao das
células tumorais a concentracdes de farmaco abaixo do nivel terapéuti-
CO ou na exposicdo a um racio antagonista que resulta numa perda de
atividade terapéutica [6, 9]. A incapacidade de controlar o riacio dos dois
farmacos administrados durante a circulacio sistémica e, principalmente,
no tecido tumoral, pode explicar em parte a reduzida eficacia terapéutica
de algumas combinac¢des de firmacos em quimioterapia do cancro [6].

Os sistemas de entrega de farmacos, tais como os lipossomas, podem
controlar a libertacao dos dois farmacos encapsulados, mantendo um
racio especifico de combinacio durante a circulacio sanguinea. Varios
estudos demonstraram que este controlo rigoroso permite um aumento
significativo de eficicia terapéutica comparando com os firmacos na
forma livre administrados em combinacao ou com formulacdes de cada

farmaco individualmente [6, 9, 13, 54, 55].
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Em 20006, Mayer et al. [13] foram os primeiros a investigar a importancia
de manter o racio 6ptimo de combinacio in vivo, mediante encapsulacao
em lipossomas. Estudos adicionais [9, 54] demonstraram que os efeitos
resultantes da interacao de dois firmacos in vitro podem ser transpostos
para o cendrio in vivo uma vez que os lipossomas podem sincronizar
a farmacocinética e a biodistribuicio dos firmacos encapsulados em com-
binacao e, assim, permitir a entrega dos farmacos ao tecido tumoral no
racio pretendido (Figura 17.5, em baixo). Pelo contrario, apos a injeciao
intravenosa de dois fairmacos combinados na forma livre verifica-se que
os farmacos se distribuem rapidamente para os tecidos saudaveis além
do tumor, e o seu rdcio torna-se diferente do racio administrado (Figura
17.5, em cima) [6].

Sendo assim, é possivel concluir que a nanotecnologia, por exemplo
os lipossomas, constituem uma ferramenta valiosa para a avaliacio pré-
-clinica de uma combinacido de farmacos antes do desenvolvimento clinico.
As vantagens da aplicacio de uma combinacao de farmacos lipossomais

podem ser resumidas da seguinte forma [50]:

a) Injecao de multiplos farmacos simultaneamente;

b) Perfil farmacocinético semelhante dos farmacos refletindo o perfil
de farmacocinética do lipossoma transportador;

¢) Controlo rigoroso da concentracio dos farmacos no tecido tumoral
alvo mediante controlo do racio de combinaciao dos farmacos;

d) Métodos de preparacio e composicao lipidica das formulacdes li-
possomais podem ser modelados para controlar a libertacio dos
farmacos;

e) Maijor aceitacao por parte do paciente e aumento da qualidade de
vida pois o nimero de administracdes e de efeitos adversos sdo

reduzidos.

A empresa Celator Pharmaceuticals foi pioneira no desenvolvimento de
formulacdes lipossomais de uma combinacao de farmacos para tratamento
do cancro. No presente momento, esta empresa possui algumas formulacoes

em desenvolvimento clinico e pré-clinico, como indicado na Tabela 17.4.
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Figura 17.5. Descricao de como o sucesso da aplicacao clinica de uma combinac¢io
de farmacos depende da manutencao iz vivo e entrega tumoral dos fairmacos no
racio de combinac¢do pretendido. Em cima - ap6s administracdo intravenosa de
uma mistura de firmacos na forma livre, os farmacos distribuem-se independente-
mente e rapidamente pelos tecidos saudaveis e pelo tumor. Os firmacos alcancam
o tumor num racio de combinaciao diferente daquele que foi administrado. Em
baixo — Os lipossomas mantém na circulaciao sanguinea os farmacos encapsulados
durante um longo periodo de tempo e entregam 0s mesmos ao tumor no racio
de combinacio pretendido. Adaptado da referéncia bibliografica [6].

Tabela 17.4. Formulac¢des lipossomais de combina¢des de farmacos em desenvolvi-
mento pela empresa Celator Pharmaceuticals (http://www.celatorpharma.com (2012)).

Coédigo | Combinaciao de farmacos lipossomal Indicacdo terapéutica Fase
CPX-351 | Citarabina : daunorrubicina Leucemia mieloide aguda |II
CPX-1 |Hidroclorato de irinotecano:floxuridina Cancro coloretal 11

Cancro do pulmao de
pequenas células

CPX-8XY | Desconhecido Desconhecido Investigacao

CPX-571 | Hidroclorato de irinotecano:cisplatina Pré-clinico

17.4.2.6.2. Desenvolvimento de formulac¢des lipossomais para entrega

de uma combinacio de farmacos

O conceito de combinar firmacos, com propriedades fisico-quimicas

distintas, num uUnico nanotransportador (ex. lipossoma) que encapsula
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eficazmente esses farmacos e os liberta in vivo com a mesma taxa, re-
presenta um grande desafio cientifico e técnico.

Presentemente, a encapsulacido lipossomal de uma combinaciao de
farmacos anticancerigenos representa um novo paradigma. Apesar desta
abordagem nanotecnoldgica ser extremamente promissora, na literatura
existe um numero reduzido de artigos cientificos publicados que repor-
tam estudos bem-sucedidos de encapsulacio eficaz de dois farmacos num
anico lipossoma [9, 13, 54, 57]. Esta limitacdo resulta das dificuldades
técnicas associadas a obtencio de uma encapsulacio eficiente e estavel
dos dois farmacos, assim como a manutencio e entrega tumoral do racio
farmaco 1: fairmaco 2 apds administracio sistémica [9, 58].

Existem trés diferentes estratégias para formular uma combinacio de

dois farmacos usando lipossomas:

a) Combinac¢iao de um farmaco lipossomal com um fairmaco na forma livre
b) Encapsulacao de cada firmaco num lipossoma individualmente e,
posteriormente, combinacao das duas formulag¢oes lipossomais
¢) Combinac¢io dos dois firmacos num uUnico lipossoma mediante en-

capsulacio simultanea ou sequencial.

As vantagens e limitacoes de cada estratégia siao discutidas de seguida

mantendo a ordem descrita:

a) Uma formulagio lipossomal de um farmaco pode ser administrado
simultaneamente com um farmaco livre mas interacdes lipossoma
— farmaco livre podem ocorrer, tais como interacdes hidrofébicas
ou encapsulacio do farmaco livre se o lipossoma apresentar um
gradiente de pH [59-60]. Sendo assim, a ocorréncia de intera¢des
desfavoraveis pode induzir alteracao nos parimetros farmacociné-
ticos dos farmacos livre e/ou encapsulado, podendo resultar numa
reducio da eficacia terapéutica e/ou aumento da toxicidade [59].
b) Talvez a abordagem mais simplista para coordenar a farmacocinéti-
ca de uma combinacao de farmacos seja encapsular cada farmaco

individualmente num lipossoma e, posteriormente combinar
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numa unica suspensio, as duas formulacoes lipossomais no racio
farmaco 1: farmaco 2 pretendido. No entanto, esta estratégia de
desenvolver formulacdes lipossomais independentes e posterior-
mente administra-las em conjunto a pacientes seria extremamente
dispendiosa dados os custos elevados dos constituintes lipidicos e
do processo de producio das duas formulacdes em separado [9].
¢©) A co-encapsulacio de dois farmacos num unico lipossoma é uma
estratégia mais favoravel em relacio ao desenvolvimento de for-
mulac¢des lipossomais de fairmacos individualmente uma vez que
os custos de producao sao reduzidos, a administracio de carga
lipidica ao paciente ¢ minimizada (associada a efeitos adversos
associados a infusio) e uma possivel interferéncia de um lipossoma
na farmacocinética do outro é eliminada [9, 58]. Adicionalmente,
uma co-encapsulacio permite ultrapassar davidas quanto a bio-
distribuicao dos farmacos que depende da composicio lipidica do
lipossoma que o transporta. Combinando dois farmacos num tnico
lipossoma ja nio se ira verificar um metabolismo e eliminacio
independentes mas sim uma farmacocinética unica induzida pelas
caracteristicas do veiculo transportador (lipossoma). No entanto,
esta estratégia representa um grande desafio técnico de forma
a desenvolver uma formulacao lipossomal que demonstre uma ci-
nética de libertacao semelhante para ambos os farmacos. Para tal, é
necessario otimizar diversos parametros durante o desenvolvimento
da formulacio lipossomal (método de preparacio, composicio
lipidica do lipossoma, racio farmaco 1: lipido total, racio farmaco

2: lipido total, racio farmaco 1: farmaco 2 [9].

17.5. Conclusoes

O desenvolvimento de uma combinacio quimioterapéutica para tra-
tamento do cancro deve ser baseada numa selecdo racional de farmacos
a combinar e numa avaliacdo in vitro sistematica e quantitativa dos efei-

tos de interacio dependentes do riacio de combinac¢ao. Estudos in vitro
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que avaliam o efeito antiproliferativo de uma combinacao de farmacos
incubados com uma linha celular antitumoral mediante a utilizacao de
um método quantitativo, permite uma preparacio mais racional de um
futuro protocolo quimioterapéutico na pratica clinica.

A transposicio de racios de combinacio especificos, previamente sele-
cionados em estudos in vitro, para o cenario clinico é complexa devido a
farmacocinética independente de cada fairmaco presente na combinacio
apo6s administracio intravenosa. Esta farmacocinética nio coordenada pode
resultar na exposicdo das células tumorais a concentracoes sub-terapéuticas
ou a um racio antagonista com concomitante perda de atividade terapéutica.

A extensa informacao obtida nos estudos in vitro sobre a dependéncia
dos efeitos antiproliferativo do riacio de combinac¢io pode ser usada para
formular combinac¢des de farmacos em sistemas de entrega de farmaco
nanotecnolégicos. Os lipossomas sio um excelente exemplo deste tipo de
sistema uma vez que tém demonstrado capacidade de aumentar o indice
terapéutico dos farmacos anticancerigenos mediante aumento da ativida-
de antitumoral e/ou reducido dos efeitos toxicos nos tecidos saudaveis.

O sucesso clinico desta estratégia nanotecnolégica no tratamento do
cancro esta dependente do desenvolvimento de uma formulacao lipos-
somal, com propriedades especificas, que consiga encapsular os dois
farmacos de uma forma eficiente e estavel e, posteriormente, manter o
racio de combinaciao apo6s administracao intravenosa e expor o tumor

ao racio efetivo de combinacao.
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