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DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE LIPOSSOMAS ENCAPSULADOS COM
CITOTOXICOS DE ELEVADA POTENCIA PARA IMUNOTERAPIA

RESUMO
O cancro é uma doenga comum a Medicina Veterinaria e Humana e é uma das principais
causas de morte. Apesar das varias abordagens terapéuticas oncoldgicas existentes, a sua
cura permanece como um desafio. No caso da quimioterapia, alguns dos motivos de
insucesso prendem-se com: a toxicidade, a baixa eficacia e o desenvolvimento de resisténcias
aos farmacos, apelando a investigagdo de novas abordagens terapéuticas que os superem.
Os lipossomas, no ambito da hanomedicina, tém sido investigados como transportadores de
farmacos permitindo uma modulacéo da sua farmacocinética, do direcionamento para tecidos
neoplasicos e reducdo dos efeitos secundarios, apresentando, neste contexto, enorme
potencial para a terapia oncoldgica. Deste modo, o presente estudo teve como objetivo o
desenvolvimento e otimizacao de lipossomas para encapsulacao de um farmaco citotoxico de
elevada poténcia para imunoterapia. Para tal, foram avaliados os efeitos citotoxicos de sete
iIHADC — CI-994, panobinostat, SAHA, SBHA, scriptaid, trichostatin A e tubacina — tendo sido
selecionado o panobinostat, com maior efeito citotdéxico, para posterior encapsulacdo em
lipossomas. Os efeitos citotéxicos do panobinostat lipossomal foram avaliados em linhas
celulares de linfoma canino — CLBL-1 e 17-71 — e de glioblastoma humano — U87 — e
comparados com os efeitos da doxorrubicina lipossomal. Foram ainda avaliados lipossomas
associados a folatos como forma de direcionamento especifico.
Foram realizados trés ensaios independentes para cada farmaco e em replicado para cada
concentracao. A viabilidade das células tratadas foi avaliada através do reagente alamarBlue®
e os valores de ICs calculados através de uma equacao logaritmica no programa GraphPad
Prism 6. Para andlise estatistica foi realizada uma ANOVA e teste de Tukey, através do
programa R. Os resultados demonstraram atividade citotoxica dos iIHDAC em CLBL-1 e 17-
71, sendo capazes de induzir a acetilacdo de H3. Observou-se um maior efeito de
citotoxicidade do panobinostat (IC5=20nM) que o da doxorrubicina (ICs=1050nM) com um
valor de p<0,001. Os efeitos do panobinostat encapsulado (ICsp=15nM) revelaram-se ser
semelhantes ao do farmaco livre com um valor de p>0,05. Em U87, o panobinostat revelou
ter também maior efeito citotoxico que a doxorrubicina.
Os resultados obtidos sugerem que o panobinostat tem um grande efeito citotoxico em
glioblastoma humano e linfoma canino. In vitro, o seu efeito citotéxico quando encapsulado
em lipossomas sugeriu ser semelhante a formulagéo livre. Serdo necessarios estudos clinicos
e translacionais para determinar a utilidade clinica e seguranca do panobinostat lipossomal.
No futuro, poderao ser acoplados anticorpos aos lipossomas para desenvolver um sistema de
transporte de farmacos com grande potencial para Oncologia.

Palavras-chave: lipossoma, iHDAC, panobinostat, nanomedicina, oncologia






DEVELOPMENT AND OPTIMIZATION OF LIPOSOMES ENCAPSULATED WITH HIGH
POWER CYTOTOXICS FOR IMMUNOTHERAPY

ABSTRACT
Cancer is a disease that occurs in both Veterinary and Human Medicine, and is one of the
leading causes of death. Despite all the existing oncological therapeutic approaches, treatment
remains challenging. Some reasons for chemotherapy failure rely on: drug toxicity, low
therapeutic efficacy and chemotherapeutic resistance, appealing to the search of new
therapeutic approaches to overcome them. In the field of nanomedicine, liposomes have been
investigated as nanocarriers of cytotoxic drugs allowing modulation of their pharmacokinetics,
target to neoplastic tissues and reduction of side effects. In this context, this drug delivery
system has great potential to be applied in oncological therapy.
Therefore, the aim of this study is the development and optimization of liposomes encapsulated
with high power cytotoxics for immunotherapy. For this purpose, the cytotoxic effects of seven
HDACI were evaluated — CI-994, panobinostat, SAHA, SBHA, scriptaid, trichostatin A and
tubacin. Panobinostat, having shown the greatest cytotoxic effect, was selected to be further
encapsulated in liposomes. Its cytotoxic effects were assessed in two canine lymphoma cell-
lines — CLBL-1 and 17-71 — and a human glioblastoma cell-line — U87 — and compared to
liposomal doxorubicin effect. The cytotoxic activity of liposomal panobinostat targeted to folate
receptors was also assessed.
Three independent experiments were carried out in different days to each drug and two
replicate wells were used for each drug concentration. Viability of treated cells was measured
using the alamarBlue® reagent. Best-fit ICso values were calculated using the log (inhibitor) vs
response (variable slope) function on GraphPad Prism 6. The data was statically analyzed
using ANOVA and Tukey test in R version 3.5.0. (2018). Results demonstrated the cytotoxic
effects of HDACI in CLBL-1 and 17-71, inducing H3 acetilation. Panobinostat (IC5=20nM)
demonstrated greater cytotoxic effect comparing to doxorubicin (IC5=1050nM) with p<0,001.
Liposomal panobinostat (ICs,=15nM) has demonstrated similar cytotoxic effects to the free
drug’s effects p>0,05. In U87 cell-line, panobinostat also showed greater cytotoxic effect than
doxorubicin.
The obtained results suggest panobinostat as a potent cytotoxic drug in human glioblastoma
and canine lymphoma. In vitro, liposomal panobinostat cytotoxic effect revealed to be similar
to the free drug’s effect. Translational and clinical studies will determine the clinical utility and
safety of liposomal panobinostat. In the future, we hope to couple these novel nanoparticules

to antibodies for the development of a potent drug delivery system to oncology.

Keywords: liposome, HDACI, panobinostat, nanomedicine, oncology
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CAPITULO | - DESCRICAO DAS ATIVIDADES DE ESTAGIO

O estagio curricular para obtencdo do grau de Mestre em Medicina Veterinaria foi realizado
no Hospital Escolar Veterinario (HEV) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
de Lisboa (FMV-UL), entre 11 de setembro de 2017 a 9 de marco de 2018, na &rea da clinica
de animais de companhia, com uma carga horéria total de 1108 horas. O periodo de estagio
foi dividido segundo um horario de rotatividade semanal ou mensal entre 0s varios servicos
existentes como: medicina interna de animais de companhia e exdéticos, internamento,
internamento da Unidade de Isolamento de Doencas Infetocontagiosas (UIDI) da FMV,
Cirurgia, Imagiologia, consultas de primeira opinido, referéncia e acompanhamento nas
especialidades de Dermatologia, Neurologia, Ortopedia, Oncologia e Oftalmologia.

No periodo de tempo compreendido entre 11 de setembro de 2017 a 10 de novembro de 2017
(de carga horaria total de 384 horas) o estagio decorreu na UIDI onde a aluna desenvolveu
competéncias em cuidados intensivos e intermédios ao abrigo de protocolos de isolamento, a
animais com suspeita ou diagnéstico confirmado de doenca infetocontagiosa. Neste servigco
foram prestados cuidados de internamento como monitorizagdes, colheitas de amostras
biolégicas para exames complementares, higienizacdo, preparacdo e administracdo de
medicamentos prescritos pelo Médico Veterinario responsavel, alimentacdo, limpeza e
desinfecdo das jaulas/camas sob aplicacdo de medidas basicas de precaucdo (como
higienizacdo e desinfecdo, utilizagdo de material de protecdo como: luvas, batas, mascaras
descartaveis, protecdes para os pes, desinfecdo das solas dos sapatos hospitalares em tapete
desinfetante e viseira de prote¢cao) em ambiente de ventilacdo e pressdo negativa, de acordo
com cada tipo de doenca infeciosa, respetivo tipo de transmissdo (contacto, via aérea,
goticulas) e risco. Sob orientagdo da Professora Doutora Solange Gil, teve oportunidade de
assistir a consultas de acompanhamento na UIDI. No ambito da area de Doencas
Infetocontagiosas elaborou, em grupo, duas apresentacdes de casos clinicos sobre as
doencas Parvovirose e Esgana onde abordou diagndsticos diferenciais, plano de diagnéstico,
andlise e interpretacdo de exames complementares e tratamento.

No HEV, durante o periodo de estagio compreendido de 13 de novembro a 9 de marco, a
aluna assistiu e participou em diversas consultas de primeira e segunda opinido, tendo a
possibilidade de executar ou auxiliar, sob supervisdo do médico veterinario responsavel ou
enfermeiro veterindario, procedimentos como: colheita de sangue, interpretacdo das analises
clinicas no contexto clinico de cada paciente (hemograma completo, bioquimicas e
ionograma, urina tipo Il, urocultura), realizagéo de microhematdcrito, utilizagao do refratbmetro
para determinacdo das proteinas totais séricas e de densidade urinaria, venopuncdo para
colocacdo de catéter, medicdo da glicémia, medicdo de lactato no sangue, realizacdo de
testes rapidos no Chem8, eco-fast, drenagem de liquido de derrames cavitarios, algaliacéo,
colheita de urina por cistocentese, realizacdo de enemas, realizacdo de puncdes aspirativas

por agulha fina e colheita de medula Ossea, limpeza de feridas, administracdo de
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medicamentos (via oral, endovenosa, intramuscular e subcutanea), vacinacéo, medicao da
pressdo arterial, teste de fluoresceina, teste de Schirmer, medicdo de tensdo ocular,
biomicroscopia e exame de fundo do olho, preparacdo e administracdo de quimioterapicos,
preparacdo e coloragdo de laminas de citologia, esfregacos sanguineos e observacao das
mesmas ao microscépio oéptico, realizacdo de testes rapidos para diagnostico de doencas
infeciosas e hemoparasitas, remocao de pontos simples, realizacdo de pensos simples e
pensos gordos, entre outros. Teve também oportunidade de acompanhar e auxiliar exames
de diagnéstico complementares como endoscopias, colonoscopias, broncoscopias e
rinoscopias. Participou também na apresentacéo e discussdo semanal de casos clinicos sob
a organizacao da Dra. Carla Monteiro, na qual elaborou uma apresentagao “Intoxicagao pela
Lagarta do Pinheiro”.

No servico de Imagiologia a aluna teve a oportunidade de, sob supervisdo do médico
veterinario responsavel, participar no diagndstico imagiolégico recorrendo a ecografia
abdominal, ecocardiografia, raio-X e tomografia computorizada. Desenvolveu competéncias
guanto a contencdo e posicionamento dos animais, monitorizacdo de anestesia quando
necessaria e a realizacao, bem como a interpretacéo, dos exames.

Durante o periodo de estagio no servico de cirurgia a aluna teve oportunidade de visualizar
e/ou auxiliar em cirurgias de tecidos moles, extirpacao de nédulos e bidpsias de pele, cirurgia
oftalmoldgica, ortopédica, neurolégica, dentistria (com recurso a raio-X intraoral, quando
necessario). No bloco cirdrgico acompanhou os animais antes, durante e apds as cirurgias,
realizando a avaliacdo de analises pré-cirlrgicas, admissdo e preparacdo do doente
(colocacao de catéter, entubacéo endotraqueal, tricotomia, limpeza e assépsia da zona sujeita
a intervencédo), administrando a pré-medicac¢éo e a indugdo anestésica, preparando o material
cirargico e os aparelhos de monitorizacao anestésica, monitorizando a anestesia, auxiliando
durante a cirurgia e, no recobro desta, efetuando as avaliacGes e os cuidados pds-cirirgicos.
Durante as cirurgias, teve a oportunidade de desempenhar as funcdes de anestesista,
ajudante de cirurgido e circulante.

No internamento, os turnos realizados foram de 12 horas, sendo no horario de dia ou noite.
Aqui teve oportunidade de assistir a passagem de casos no inicio de cada turno e, consoante
as necessidades individuais de cada paciente, realizou monitorizacao clinica, administracéo
de medicamentos prescritos pelo Médico Veterinario responséavel, cuidados de higiene e
alimentacé&o para cada paciente, limpeza e desinfecdo do ambiente.

No segundo semestre, no periodo de 12 de marco a 8 de junho de 2018, desenvolveu
atividade no grupo de investigacdo do Doutor Frederico Aires da Silva, sob sua orientacdo, no
ambito do Projeto Linfoma Canino, o qual reporta aos doutoramentos de Dra. Joana Dias e
Dra. Ana André. Foi durante este periodo que a aluna executou os trabalhos préaticos em
Laboratério para a elaboracao desta dissertagdo de mestrado. Durante este periodo, adquiriu

conhecimentos praticos em manipulacdo e cultura de células de mamiferos, mais
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especificamente em linhas de células em suspenséo de Linfoma Canino (17-71 e CLBL-1) e
de células aderentes de glioblastoma humano (U87). Teve oportunidade de executar ensaios
de citotoxicidade in vitro e outras técnicas de laboratério como SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) e Western Blot. Elaborou também uma
comunicacdo em painel, em conjunto com os restantes elementos da equipa de investigagcédo
deste projeto, para apresentacdo no Congresso CIISA 2018 - “Exploring the boundaries of
animal, veterinary and biomedical sciences” realizado em novembro de 2018 (abstract

disponivel para consulta no ANEXO I).



CAPITULO Il - INTRODUGAO TEORICA

1. Introdugéo — O cancro em Medicina Veterinaria

Tal como no Homem, o cancro € uma das principais causas de morte em caes (Biller et al.,
2016; Miranda et al., 2016). Apesar de nao haver evidéncias suficientes que comprovem que
a prevaléncia de cancro em cdes tem vindo a aumentar, a evolucdo da Medicina Veterinaria
e maior acesso a cuidados médicos tem proporcionado um aumento na esperanga media de
vida dos animais e consequentemente, um aumento do risco do aparecimento de neoplasias
(Bonnett, Egenvall, Hedhammar, & Olson, 2005; Pang & Argyle, 2016).

A incidéncia real de neoplasias em cdes domeésticos, uma vez que ndo existem estudos
demograficos completos a partir dos quais se possam obter resultados confidveis, como
ocorre em Medicina Humana, ainda ndo é conhecida (Pang & Argyle, 2016). Os estudos
existentes ndo sdo recentes e baseiam-se em registos de hospitais escolares ou de
companhias de seguro (Brgnden, Flagstad, & Kristensen, 2007).

Porém, um estudo realizado na populacdo de caes domésticos da Dinamarca entre 2005 a
2008, observou que os tipos mais comuns de neoplasias malignas foram adenocarcinoma
(21%), mastocitoma (18,4%) e linfoma (15,8%) (Brgnden, Nielsen, Toft, & Kristensen, 2010).
Em adicéo, a partir de dados recolhidos de uma companhia de seguros no Reino Unido, entre
1997-1998, foi realizado um estudo que demonstrou que os trés tipos de tumores mais
frequentes em cdes domésticos foram: sarcoma de tecidos moles, seguido de mastocitoma e
linfoma (Dobson, Samuel, Milstein, Rogers, & Wood, 2002). Estes resultados estdo em
concordancia com um outro estudo realizado anteriormente na Escola de Medicina Veterinaria

de Pennsylvania (Cohen, Reif, Brodey, & Keiser, 1974).

2. Abordagens terapéuticas convencionais

As trés principais abordagens terapéuticas para o tratamento de neoplasias atualmente
aplicados em Medicina Veterinaria sdo: a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia (Farese &
Withrow, 2013; Morris & Dobson, 2001b). As opc¢des terapéuticas devem ser adaptadas para
cada caso em particular com vista a uma cura completa, no entanto esta dificiimente é
conseguida (Morris & Dobson, 2001b).

2.1. Cirurgia

O objetivo principal do tratamento cirdrgico de neoplasias soélidas, benignas ou malignas, é a
remocao fisica de todas as células neoplasicas. A cirurgia como abordagem curativa para
tumores priméarios poderé ter resultados bastante satisfatorios, sobretudo em tumores de
baixo grau com limites bem demarcados em relacdo aos tecidos adjacentes, nos quais a
extirpacao do tumor e obtencdo de margens limpas sdo mais facilmente conseguidas (Morris

& Dobson, 2001). Em comparagdo com outras modalidades de tratamento, a cirurgia de



tumores localizados ndo tem efeitos carcinogénicos nem imunossupressores, nao tem efeitos
téxicos locais e podera ser curativa (Jermyn & Lascelles, 2010).

Para determinacao de um plano terapéutico no qual a cirurgia podera ser, ou ndo, uma opcao
viavel € necesséria uma avaliacdo bem fundamentada consoante o tipo e grau histolégico da
neoplasia, estadio, localizacao e relacdo com os tecidos envolventes e efeitos sistémicos da
doenca (Farese & Withrow, 2013).

Pode ser aplicada com varias intencbes como: excisdo definitiva de neoplasias soélidas,
citorredugdo da massa tumoral, profilaxia, diagnéstico e estadiamento da doenga oncoldgica,
terapia paliativa, cirurgia de suporte e tratamento de doenca metastatica (Jermyn & Lascelles,
2010).

2.1.1. Desvantagens

A cirurgia podera ndo ser tdo eficaz em tumores de alto grau, tumores com margens mal
definidas, tumores recorrentes ou em casos cujo historial sugere ter ocorrido um rapido
crescimento da neoplasia e consequentemente uma rapida evolucao da doenca (Bacon,
Dernell, Ehrhart, Powers, & Withrow, 2007). A localizacao do tumor e o seu tamanho poderao
também ser fatores limitantes de um ponto de vista funcional, o que torna a cirurgia uma opcao
menos relevante em relacdo a outras abordagens terapéuticas (Farese & Withrow, 2013).

O insucesso do tratamento cirdrgico podera ter como causas: a ressecao incompleta da
massa tumoral — que poderd levar ao reaparecimento do tumor no mesmo local
intervencionado ou num local adjacente; contaminacdo de tecidos sdos com células
neoplasicas no momento da cirurgia devido a hemorragia, instrumentos cirlirgicos ou por
drenos cirlirgicos; e existéncia de metastases previamente a cirurgia (Bacon et al., 2007;
Farese, 2008; Morris & Dobson, 2001).

Existem alguns casos de dor crénica pés-cirirgica, como € 0 caso das mastectomias em
mulheres, que embora ndo esteja ainda esclarecido, se pensa ser devida a um complexo
conjunto de fatores incluindo a lesdo de nervos periféricos em cirurgia (Carpenter et al., 1999;
Tasmuth, von Smitten, & Kalso, 1996). Algumas cirurgias oncoldgicas estdo associadas a
altos graus de dor no periodo pds-operatério, como por exemplo, a mandibulectomia e a

maxilectomia aplicados para o tratamento de neoplasias orais, em caes (Martins et al., 2010).

2.2. Radioterapia

A radioterapia é uma das modalidades aplicadas no tratamento de neoplasias que consiste
na emisséo de radiacdo ionizante com capacidade de provocar danos celulares aos tecidos
por ela incididos (Green, 2008; LaRue & Gordon, 2013). A radiagdo provoca uma ionizagéo
dos &tomos que consequentemente podera causar danos no 4cido desoxirribonucleico (ADN)
tanto por forma direta como por forma indireta através da formacao de radicais livres (LaRue

& Gordon, 2013; Ward, 1988). As células que se encontram na fase mitética (fase M) do ciclo
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celular sdo mais radiossensiveis do que as células que se encontram na fase de replicacéo
(fase S) do ciclo celular e em GO, que s&o relativamente mais radiorresistentes (Morris &
Dobson, 2001b).

Antes de ser realizada a radioterapia € necessario determinar um protocolo adequado
consoante o tipo de tumor, grau, estadio e localizagéo (Green, 2008; LaRue & Gordon, 2013).
Esta modalidade surge como terapia definitiva quando - por razdes estéticas, funcionais e de
gualidade de vida - a cirurgia se revela uma abordagem menos eficaz, ou como complemento
a outras modalidades terapéuticas (LaRue & Gordon, 2013). A radioterapia podera ser
indicada como terapia definitiva, com a instituicdo de um protocolo de controlo tumoral mais
prolongado com a aplicacéo de fragdes diarias de radiacao durante 4-6 semanas.

Pode também ser realizada como terapia paliativa tendo como objetivo principal 0 maneio da
dor e reducao de sinais clinicos sendo, em alguns casos, responsavel por prolongar o tempo
de sobrevivéncia (Tollett, Duda, Brown, & Krick, 2015). O protocolo de radioterapia paliativa
consiste na aplicacdo de uma maior dose de radiagdo em sessfes semanais durante
aproximadamente 3 a 4 semanas (Green, 2008; Tollett et al., 2015). Na tabela 1 encontram-

se alguns exemplos neoplasias para as gquais esta indicada a radioterapia.

Tabela 1 — Neoplasias mais comummente indicadas para Radioterapia.

Tipo de tratamento Indicacdes Fonte
Neoplasias ) ) (Bley, Sumova, Roos, &
brai Terapia Unica Neoplasias inoperaveis Kaser-Hotz, 2005;
cerebrais Evans et al., 1993)
N lasi Terapia Unica (Mellanby, Stevenson,
eoplasias . . i 4 i
p_ Terapia adjuvante Carcinomas de células Herrtage, Whlte,' &
nasais . . escamosas Dobson, 2002;
Terapia paliativa Adams et al., 2005)
Terapia adjuvante F|b(ossarcoma, melanoma (Freeman, Hahn, Harris,
Terapia paliativa maligno, carcinoma oral de & King, 2003;
) plap células escamosas Green, 2008)
Neoplasias
Orais Neoplasias inoperaveis (Green, 2008;
Terapia definitiva Aumgn}o (_10 tempo}d_e Margaret C. McEntee,
sobrevivéncia em epulides Page, Théon, Erb, &
acantomatosas Thrall, 2004)
Util como terapia adjuvante; i ]
Mastocitomas | Terapia adjuvante Torna-se impraticavel em (Chaffin & Thrall, 2002;
. e Green, 2008)
casos de nddulos multiplos
Podera ser aplicada neste
Outros? Terapia adjuvante tipo de neoplasias, embora  (LaRue & Gordon, 2013)
menos frequentemente

1 — Osteossarcoma, linfoma, adenocarcinoma dos sacos anais, adenocarcinoma perianal, neoplasias na
cavidade toracica e abdominal.



2.2.1. Desvantagens

A radioterapia é das abordagens de menor acessibilidade econémica e como tal, sédo
escassos 0s estabelecimentos veterindrios que possuem 0s equipamentos necessarios
(Green, 2008).

A radiacao ionizante podera também ter efeito carcinogénico nas células incididas resultando
no aparecimento de neoplasias histologicamente diferentes do tumor original, no local onde
foi realizada a radioterapia (Hall & Wuu, 2003). O risco de aparecimento destas neoplasias
secundarias € influenciado pela idade do animal, pelo tipo de tecido submetido a radiacéo e
também pelo tipo de radioterapia realizada (Hall & Wuu, 2003; LaRue & Gordon, 2013).

Este tipo de tratamento n&o discrimina as células neoplasicas das células normais causando
0 aparecimento de efeitos secundarios a curto prazo e a longo prazo (Green, 2008).

Os efeitos a curto prazo ocorrem durante, ou logo apés, a radioterapia e atingem tecidos de
rapida proliferacdo celular como a mucosa oral e epitélio intestinal, da pele e olhos. O efeito
da radiacao nestes tecidos podera traduzir-se em efeitos secundarios — como mucosite com
espessamento da saliva, perda do paladar e apetite, epistaxis, espirros, rinorreia, eritema e
descamacédo da pele, conjuntivite, blefarite, blefarospasmo — que poderdo ser reversiveis,
retornando ao normal em 2-3 semanas, ou tornar-se cronicos por inducdo de lesdes
permanentes (LaRue & Gordon, 2013; Stewart & Dorr, 2009).

Os efeitos a longo prazo resultam da interacdo da radiacdo ionizante com tecidos de
proliferacdo celular mais lenta — tecido 6sseo, pulmonar, cardiaco, renal e nervoso — e limitam
a escolha da dose de radiacao a aplicar. Os efeitos secundarios a longo prazo poderao incluir
fiborose nos tecidos, estenose do intestino, cataratas, mielopatia desmielinizante,

ostiorradionecrose, queratoconjuntivite seca (Green, 2008; Stewart & Dorr, 2009).

2.3. Quimioterapia

A guimioterapia € uma modalidade terapéutica que permite uma atuacao a nivel sistémico e
como tal, é a principal escolha para o tratamento de neoplasias sistémicas e metastases. O
seu principio é o de interferir com processos intervenientes na progressao do ciclo celular,
tendo como alvo as células em divisao (Moore & Frimberger, 2008). Antes de ser iniciado o
protocolo de quimioterapia deve ser estabelecido um diagndstico definitivo, o estadiamento
clinico e deve ser avaliada a presenca de outras doencas. A escolha do protocolo
guimioterapico deve ter em conta ndo s6 a evolugdo da doenga oncoldgica, como também a
presenca de outras doengas (como por exemplo: doencgas cardiacas, hepéticas ou renais) que
possam comprometer o objetivo do tratamento citotéxico e a sua eficacia (Moore &
Frimberger, 2008).

A quimioterapia pode ser realizada como terapia adjuvante, sendo realizada apds outros
tratamentos, como a cirurgia e radioterapia, com o objetivo de atuar em micrometastases

ocultas. Pode ser realizada como terapia priméria, tendo como objetivo a sensibilizacdo dos
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tecidos neoplasicos para posterior radioterapia ou para reducdo do tamanho da massa
neoplasica previamente a cirurgia e prevengao do aparecimento de metastases (Gustafson &
Page, 2013). No tratamento de neoplasias hematoldgicas, a quimioterapia é frequentemente
utilizada como abordagem unica (Moore & Frimberger, 2008). Pode também ser aplicada
como tratamento paliativo, com o objetivo de diminuir os sinais clinicos e assim contribuir para
0 maneio da dor em casos incuraveis (Moore & Frimberger, 2008).

A maioria dos farmacos citotéxicos atua na fase de replicacéo do ciclo celular (Fase S) —como
por exemplo os compostos alquilantes, os inibidores da topoisomerase e o0s anti-metabolitos
(Gatto & Liu, 1998; Gustafson & Page, 2013; Lawley & Brookes, 1965; Longley, Harkin, &
Johnston, 2003). Outros farmacos, inibidores da transducéo de sinal, impedem a entrada da
célula no ciclo celular em G1 impedindo a progressdo da proliferacao celular. Existe ainda
outro grupo de farmacos com capacidade de interferir na fase de divisdo celular (fase M) e
despoletar mecanismos de apoptose levando a morte celular (Gustafson & Page, 2013). Na
tabela 2 apresentam-se alguns farmacos quimioterapicos utilizados em Oncologia Veterinaria

e Humana.

Tabela 2 — Farmacos quimioterapicos aplicados em Oncologia Veterinaria e Humana.

Farmacos Mecanismo de acao e Indicacbes Fonte

Compostos alquilantes

Mecloretamina
Melfalan

Ciclofosfamida Ligagdo covalente de grupos alquilo as

Ifosfamida macromoléculas de ADN. LigacOes (Gustafson & Page, 2013)
Clorambucil cruzadas na mesma cadeia ou entre :
Lomustina cadeias de ADN

Streptozocina
Dacarbazina
Procarbazina

Antibioticos tumorais _
Atuam por intercalagdo do ADN.

Doxorrubicina Utilizados frequentemente no tratamento (GIL\‘ASS?;OE l‘i‘r::r‘;"geer’ 213;

l\D/lgunorrubwma de neoplasias hematoldgicas — farmaco Soos o
itoxantrona Gnico ou em protocolos de combinacéo de ‘

Actinomicina-D FAIMAcOS Berman et al., 1991)




Anti-metabolitos

Citosina arabinésido
Metotrexato
Gemcitabina
5-Fluorouracil

Anélogos aos metabolitos existentes no
organismo — impedem o uso de
metabolitos celulares imprescindiveis para
o crescimento e diviséo celular;
Poderéo fazer parte de protocolos
combinados de quimioterapia para
neoplasias hematologicas em animais de
companhia;

Gemcitabina — agente com propriedades
radiosensibilizadoras

(Gustafson & Page, 2013;
Lawrence, Chang, Hahn,
Hertel, & Shewach, 1996)

Compostos de Platina

Carboplatina
Cisplatina

LigagBes cruzadas com o ADN.
Aplicacdo no tratamento de
osteossarcoma canino. Carboplatina
apresenta menos efeitos secundarios
(menor efeito de nefrotoxicidade, vémitos
e nauseas)

(Gustafson & Page, 2013;
Roberts & Thomson,
1979)

Anti-microtUbulos

Paclitaxel
Docetaxel

Vincristina
Vinblastina

Interferem com a polimerizacdo ou
despolimerizacao dos microtibulos sendo
responsaveis pela inducéo de apoptose

Acéo inibitdria sobre o fuso mitético

(Gustafson & Page, 2013)

(Moore & Frimberger,
2008)

Hidroxiureia

Inibicdo da redutase ribonucleica
resultando numa inibicdo da sintese de
ADN e apoptose da célula

(Bianchi, Pontis, &
Reichard, 1986)

L-asparaginase

Deplecéo de L-asparagina, indispensavel
a sintese proteica nas células tumorais

(Story, Voehringer,
Stephens, & Meyn, 1993).

Prednisona/

prednisolona

Os mecanismos de acdo exatos ndo
estdo ainda definidos. Pensa-se que a
sua acéo anti-tumoral resulta da
ocupacdao dos recetores de
glucocorticoides.

Ha evidéncias de que induz apoptose em
neoplasias hematoldgicas.

(Gustafson & Page, 2013;

Frankfurt & Rosen, 2004;

Greenstein, Ghias, Krett,
& Rosen, 2002)

2.3.1. Desvantagens da quimioterapia

2.3.1.1. Efeitos adversos

Os farmacos quimioterapicos nédo séo seletivos para células cancerigenas e, portanto, a sua

acao sobre tecidos normais conduz, por norma, a ocorréncia de efeitos adversos (Morris &

Dobson, 2001b).

Para a maioria dos compostos citotoxicos a dose escolhida para administracdo é baseada no

valor da dose méxima tolerada (DMT) e ajustada de acordo com os efeitos secundarios
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verificados em cada caso (Gustafson & Page, 2013; Morris & Dobson, 2001). A DMT é um
valor obtido empiricamente e que representa a dose maxima administrada para a qual os
efeitos observados sao aceitaveis e reversiveis (Gustafson & Page, 2013).

Os tecidos com maior taxa de proliferacdo celular sdo os mais suscetiveis a acédo destes
farmacos citotoxicos, e por este motivo, os efeitos adversos mais comuns sédo depresséo da
medula dssea e 0s problemas gastrointestinais, que poderdo ser atenuados ou reversiveis
com a reducéo da dose ou suspensao do tratamento (Cunha, 2014; Gustafson & Page, 2013).
Alguns farmacos especificos poderdao também ser responsaveis por cardiotoxicidade
(doxorrubicina) (Mauldin et al., 1992), nefrotoxicidade (cisplatina) (Lebwohl & Canetta, 1998),
cistite hemorragica (ciclofosfamida) (Charney, Bergman, Hohenhaus, & McKnight, 2003),
reacdes de hipersensibilidade e anafilaxia (Weiss, 1981), flebite e necrose dos tecidos
perivasculares quando extravasao do farmaco do vaso sanguineo (Gustafson & Page, 2013;
Morris & Dobson, 2001b).

2.3.1.2. Mecanismos de resisténcia

A resisténcia das células tumorais a um farmaco citotoxico pode ocorrer em diversos eventos
criticos como por exemplo: ao nivel da entrada do farmaco na célula, da metabolizagcdo ou
ativacdo do farmaco, do alvo do farmaco, da via de reparac¢do dos danos causados no ADN,
bem como do reconhecimento dos danos existentes e a resposta a estes (figura 1) (Gustafson
& Page, 2013).

Figura 1 — Mecanismos de resisténcia das células neoplasicas aos quimioterapicos (adaptado
de Chai, To, & Lin, 2010).
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A diminuicao dos niveis de farmaco presente dentro das células pode ser devida tanto a uma
modificagdo nos transportadores celulares, impedindo a entrada do farmaco, como a um
aumento do efluxo do farmaco para o meio extracelular (Eckford & Sharom, 2009);

Esta descrito o aumento do nivel de algumas enzimas responsaveis pela metabolizacao do
farmaco citotéxico (Wang & Tew, 1985) ou até diminuicdo de enzimas responsaveis pela
ativacdo metabdlica do farmaco, como é o caso da gemcitabina (Ohhashi et al., 2008).

Uma mutacdo numa proteina pode ser suficiente para haver modificacdo do alvo, resultando
numa alteragdo da afinidade do farmaco citotdxico para a célula neoplésica (Gustafson &
Page, 2013). Estas modificag6es poderao consistir em: diminuicdo dos niveis de expressao
de um alvo (Long et al., 1991), aumento dos niveis do alvo (por forma a superar a capacidade
inibidora do farmaco) (Alt, Kellems, Bertino, & Schimke, 1977) ou mesmo por muta¢éo do alvo
com consequente perda de afinidade do farmaco (Andoh et al., 1987; Giannakakou et al.,
1997).

Ha também evidéncias de haver uma alteracdo nas vias de reparacao, vigilancia e pés-
replicagdo do ADN que tornam a célula resistente a lesdes induzidas pelo farmaco citotoxico
(Parker, Eastman, Bostick-Bruton, & Reed, 1991).

Em alguns casos, as células neoplasicas manifestam uma resisténcia a multiplos farmacos
(multidrug resistance - MDR) (Gustafson & Page, 2013). Este tipo de resisténcia resulta da
expressao de bombas de efluxo dependentes de ATP - os transportadores adenosine
triphosphate-binding cassette (transportadores ABC) - responsaveis pelo efluxo de diferentes
farmacos, como a vincristina, vimblastina, doxorrubicina, daunorrubicina, actinomicina-D e
paclitaxel reduzindo a sua concentragéo intracelular (Eckford & Sharom, 2009). No caso dos
caes esta descrita a expressdo de ABCB1 no linfoma canino (Lee, Hughes, Fine, & Page,
1996), tumores mamarios (Honscha et al.,, 2009) e em carcinomas pulmonares (Hifumi,
Miyoshi, Kawaguchi, Nomura, & Yasuda, 2010).

Como exemplo, existem casos de resisténcia a terapia ao protocolo quimioterapico CHOP
(Ciclofosfamida, Hidroxildaunorrubicina, Vincristina/Oncovin®, e Prednisona) aplicado tanto
no tratamento de linfoma ndo-Hodgkin humano como em linfoma canino (Jiang et al., 2016;

Suenaga et al., 2017).

3. Outras abordagens terapéuticas

Como referido anteriormente, existem algumas desvantagens e dificuldades nas abordagens
terapéuticas convencionais, tanto em Oncologia Veterinaria como em Oncologia Humana, que
contribuem para 0 seu insucesso. Surge entdo a necessidade da investigacdo de novas
abordagens — como exemplo, a hanomedicina — que explorem terapias mais especificas e
dirigidas para os tecidos neoplasicos que consigam superar estes aspetos (De Jong & Borm,
2008; Kawasaki & Player, 2005).
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3.1. Nanomedicina

A nanomedicina é um ramo da medicina que traz novas vantagens quanto a detecao,
prevencdo e tratamento, na &area da oncologia. Numa perspetiva biotecnolégica, a
nanomedicina proporciona diferentes ferramentas moleculares a escala dos nanémetros que
poderdo trazer vantagens a terapia oncolégica (Wagner, Dullaart, Bock, & Zweck, 2006).
Estas ferramentas — nanoparticulas — possibilitam a incorporacdo de moléculas ou
substancias como mdltiplos farmacos, agentes de detecdo para diagnostico imagioldgico e
moléculas de direcionamento (targeting) para aplicacdo no diagnostico e tratamento de
doencas oncoldgicas. Podera trazer vantagens sobre a medicina convencional pois (a)
permite direcionar a entrega de um ou mais farmacos num local pretendido ou mesmo nas
células tumorais, (b) permite o0 aumento do tempo de circulacdo das substancias e a sua
libertacdo controlada (Jain & Stylianopoulos, 2010) e (c) podera ter potencial para superar
mecanismos de resisténcia das células neoplésicas ao tratamento convencional (Hu & Zhang,
2009).

No ambito do tratamento de neoplasias, tem como objetivo um tratamento mais especifico,
com maior eficacia e reducdo dos efeitos secundarios que os mesmos farmacos teriam se
fossem administrados na sua forma livre, através de um sistema de drug delivery (Kim et al.,
2004; O’Brien, 2004; Tran, DeGiovanni, Piel, & Rai, 2017). As nanoparticulas, utilizadas como
transportadoras de farmacos citotoxicos convencionais, podem permitir o controlo da sua

biodistribuicdo e farmacocinética (Liu, Mori, & Huang, 1992; Papahadjopoulos et al., 1991).

3.1.1. Nanoparticulas - Lipossomas

Varios tipos de nanoparticulas tém sido desenvolvidas e otimizadas — lipidicas, poliméricas,
inorganicas, virais — com tamanhos variaveis na ordem dos nanémetros (nm) e que poderao
ser Uteis tanto no tratamento (Kim et al., 2004; Kirn & Thorne, 2009; O’Brien, 2004; Tran et
al., 2017) como no diagndstico de neoplasias (Jain, Lee, El-Sayed, & El-Sayed, 2006).

Os lipossomas sdo estruturas vesiculares esféricas biocompativeis e biodegradaveis,
constituidas por uma ou mais bicamadas de lipidos anfifilicos naturais ou sintéticos
(Papahadjopoulos et al., 1991; Tran et al.,, 2017). Permitem encapsular tanto substancias
hidrofilicas como hidrofébicas, proporcionando-lhes protecao e estabilidade face as condicdes
exteriores e tém capacidade para transportar mais do que um farmaco (Hu & Zhang, 2012).
As nanoparticulas podem ter diferentes propriedades fisico-quimicas e biolégicas que
permitem a modulacdo da solubilidade, degradacado, e da eliminacdo das moléculas que
desejamos encapsular (Papahadjopoulos et al., 1991; Wicki, Witzigmann, Balasubramanian,
& Huwyler, 2015). A sua eficacia podera estar dependente do seu tamanho (Mayer et al.,
1989), carga elétrica (Campbell et al., 2002), potencial de hidrogénio (pH) do meio envolvente

(Simbes, Moreira, Fonseca, Dizgunes, & Pedroso de Lima, 2004), composicdo lipidica
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(Maruyama, Kennel, & Huang, 1990) ou percentagem de colesterol na sua composicao (Patel,
Tuzel, & Ryman, 1983).

Estas estruturas sao facilmente sintetizadas e manipulaveis e, por isso, é também possivel
adicionar outras moléculas a sua composicao (Zhang & Granick, 2006). Assim, pode ser-lhe
associado um polimero inerte e biocompativel, por exemplo, o polietilenoglicol (PEG) (figura
2) que o torna mais soluvel e estavel (Papahadjopoulos et al., 1991; Zhang & Granick, 2006),
gue previne a opsonizacao, o reconhecimento e a fagocitose do lipossoma pelo sistema
mononuclear fagocitario (SMF) e consequente remocao da circulacdo sanguinea (Scherphof,
Dijkstra, Spanjer, Derksen, & Roerdink, 1985). Deste modo € possivel obter um aumento do
tempo de circulagéo do lipossoma no sangue por alteracao da sua biodisponibilidade (Gref et
al., 1994).

Figura 2 — Lipossoma como transportador de farmacos citotdxicos (original da autora).

g O@ﬁg f%_/
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hidrofébico
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doget

A) Lipossoma Convencional constituido por fosfolipidos;
B) Lipossoma coberto com polimeros de polietilenoglicol.

Através de estratégias passivas e ativas, os lipossomas podem promover o aumento da
concentracao intracelular do farmaco citotoxico nas células neoplasicas e evitar toxicidade
nas células normais (Rahman, Fumagalli, Barbieri, Schein, & Casazza, 1986; Scomparin et
al., 2015). A neovascularizacdo e permeabilidade vascular caracteristicas dos tecidos
tumorais favorecem acumulacdo das nanoparticulas nestes tecidos pelo chamado efeito de
“‘aumento de permeabilidade e retengdo” (EPR — “enhanced permeability and retention”).
Deste modo, as nhanoparticulas com moléculas de farmaco no seu interior acumulam-se de
forma passiva nos tecidos tumorais, diminuindo a sua toxicidade sobre os tecidos saos
(Gustafson & Page, 2013; Matsumura & Maeda, 1986; Muggia, 1999; Senger et al., 1983).

Como estratégias ativas poderao também ser conjugados anticorpos ou ligandos aos
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lipossomas, que permitam um reconhecimento e direcionamento do farmaco quimioterapico
para as células tumorais.

O sucesso da nanomedicina esta documentado em alguns casos de neoplasias resistentes,
nos quais esta tecnologia demonstra ser mais eficaz do que as terapias convencionais (Zhang
etal., 2012; Zhao et al., 2013).

3.1.2. Direcionamento ativo

Para uma maior eficacia das nanoparticulas é possivel modular a sua especificidade face ao
tipo de células que pretendemos tratar — targeting — através da conjugacédo de um ligando a
sua superficie, para que seja reconhecido pelo tecido-alvo e para melhorar a internalizacao
celular do farmaco (Byrne, Betancourt, & Brannon-Peppas, 2008).

Para este efeito poderao ser preconizados tanto alvos intracelulares, como extracelulares, que
se encontram sobrexpressos em células cancerigenas — como exemplos: o epidermal growth
factor receptor (EGFR), fibroblasts growth factor receptor (FGFR), recetores de folatos (RF),
recetores de transferrina (RTf), mitocondrias, lisossomas e cicloxigenase-2 (COX-2) (Maya et
al., 2013; Riaz et al., 2018; Shmeeda et al., 2006; Singh, 1999; Szlachcic et al., 2012).

A funcionalizacao das nanoparticulas podera ser realizada pela conjugacéo de ligandos como
anticorpos ou fragmentos de anticorpos, proteinas, péptidos, acidos nucleicos e outras
moléculas como os folatos e a transferrina (Park et al., 2002; Saha, Vasanthakumar, Bende,
& Snehalatha, 2010; Shmeeda et al., 2006; Singh, 1999).

3.1.2.1. Exemplos de direcionamento ativo

Os folatos séo ligandos frequentemente explorados como forma de direcionamento no ambito
da terapia oncolégica (Lee & Low, 1995; Pan et al., 2002; Sudimack & Lee, 2000; Zhao & Lee,
2004). Estes poderdo encontrar-se sobrexpressados em tecidos neoplasicos e estdo
relacionados com a progressdao da doenca (Byrne et al.,, 2008). A distribuicdo das
nanoparticulas pelos tecidos neoplasicos € heterogénea com uma maior acumulagéo destas
na zona perivascular, o que dificulta o tratamento de tumores sélidos (Yuan et al., 1994). A
conjugacdo de folatos a lipossomas demonstrou uma maior eficacia na distribuicdo das
nanoparticulas, uma vez que os recetores de folatos se encontram sobrexpressos em alguns
tecidos neoplasicos (Pan, Wang, & Lee, 2003). Estes ligandos apresentam outras vantagens
como a sua baixa imunogenicidade, facilidade de conjugacdo com a nanoparticula mantendo
grande afinidade de ligacdo e a sua acessibilidade monetaria (Low & Antony, 2004). Os
recetores de folatos encontram-se sobrexpressos em tecido pulmonar e renal no Cao, embora
num menor nivel relativamente ao que se verifica no Homem (Parker et al., 2005). Encontram-
se sobrexpressos em varios tipos de neoplasias humanas — ovaricas, endometriais,
mamarias, renais, pulmonares e mesoteliomas (Bueno, Appasani, Mercer, Lester, &

Sugarbaker, 2001; Franklin et al., 1994; Holm, Hanses, Holer-Madsen, Sondergaard, &
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Bzorek, 1994; Holm, Hansen, Hgier-Madsen, Helkjeer, & Nichols, 1997). Estes recetores
poderdo também estar sobrexpressos no caso de linfoma e de neoplasias cerebrais, embora
a um nivel inferior relativamente aos anteriormente apresentados (Parker et al., 2005).
Recetores de folatos do tipo B estdo sobrexpressos no caso da leucemia mieloide aguda e na
cronica (Pan et al., 2002). Para além disso, esta abordagem podera também representar uma
mais-valia no tratamento de neoplasias resistentes as terapias convencionais — multi-drug
resistance (Ratnam et al., 2003; Shmeeda et al., 2006; Wu, Liu, & Lee, 2006).

Os imunolipossomas constituem outro tipo de direcionamento ativo. Estes lipossomas séo
obtidos pela ligacdo de anticorpos monoclonais ou fragmentos de anticorpos — fragment
antigen-binding (Fab) ou single-chain variable fragment (scFv) — por forma a promover um
uptake celular mais seletivo e eficaz, uma vez que sdo capazes de reconhecer e de se ligarem
a antigénios expostos pelas células. O anticorpo, ou o seu fragmento, podera ser ligado a
parte distal de uma cadeia de PEG presente a superficie do lipossoma (Zalipsky, Hansen,
Lopes de Menezes, & Allen, 1996). Estes também poderdo ser associados a moléculas de
folatos para um direcionamento especifico ao alvo e uma internalizagcdo mais eficaz dos
farmacos citotéxicos nas células (Pan & Lee, 2007).

Num estudo em carcinoma mamario humano, foram testados imunolipossomas resultantes
da ligacao de um anticorpo monoclonal dirigido para o antigénio HER2 — recetor sobrexpresso
em carcinomas mamarios humanos e no Gato (Soares, Correia, Carvalho, & Ferreira, 2012)
e em tumores gastricos, de célon e ovaricos no Homem (Nellis et al., 2005);— a lipossomas
PEG com doxorrubicina (Park et al., 2002). A aplicacdo de anticorpos a lipossomas PEG
podera também ser vantajosa no tratamento de neoplasias do cérebro por forma a permitir a
passagem dos farmacos pretendidos através da barreira hematoencefalica (BHE) (Huwyler,
Wu, & Pardridge, 1996).

3.2. AplicagBes dos lipossomas — Oncologia Humana e Veterinaria

Existem algumas formulagfes de farmacos encapsulados em lipossomas aprovadas pela
Food and Drug Administration (FDA) e pela European Medicines Agency (EMA) — algumas
das quais apresentadas nas tabelas 3 e 4 — e outras ainda em fase de ensaios clinicos para
posterior aprovacao.

Doxil®, uma das formulacdes de doxorrubicina em lipossomas aprovadas pela FDA, foi
testada em cées e gatos, tendo sido observada uma diminuicdo de efeitos secundarios como
a depressdo da medula 6ssea e a cardiotoxicidade. Esta observagdo demarca uma vantagem
no uso deste farmaco em animais com doenga cardiaca pré-existente ou causada pela prévia
administracdo de doses toxicas do farmaco livre. No entanto, foi atribuido um efeito de
toxicidade cutanea a este farmaco, tendo sido observados sinais clinicos variaveis, desde um
eritema ligeiro e alopécia a grave descamacdo e ulceragdo — Palmar-plantar
erythrodysesthesia syndrome — (Vail, Kravis, Cooley, Chun, & MacEwen, 1997).

15


http://journals.sagepub.com/doi/abs/10.1177/030089168807400315
http://journals.sagepub.com/doi/abs/10.1177/030089168807400315

Os lipossomas também poderdo ser utilizados como transportadores de multiplos farmacos
permitindo uma libertagdo simultdnea de farmacos que poderdo ter acdo sinérgica. Como
exemplo, os lipossomas com PEG multifuncionais sédo capazes de transportar o paclitaxel e o
tariquidar — um inibidor da glicoproteina-P — tendo como objetivo ultrapassar os mecanismos
de MDR (Patel, Rathi, Mongayt, & Torchilin, 2011).

As nanoparticulas poderdao também ser utilizadas para transportar compostos terapéuticos e
compostos de contraste por forma a proporcionar em simultdneo o diagndstico imagioldgico e
a terapia — nanotheranostics (Mura & Couvreur, 2012). Estes nanotheranostics s&o
formulados com o objetivo de facilitar a biodistribuicdo do farmaco, a sua acumulagcédo no
tecido-alvo e a quantificacdo do farmaco libertado no local através de uma visualizagdo por
imagiologia, ndo invasiva. Deste modo, podera ser possivel prever a eficacia e obter com
maior precisdo um perfil de seguranca no tratamento que se pretende aplicar (Karathanasis
et al., 2009).

Outra aplicagdo possivel para os lipossomas € o tratamento de tumores metastaticos
intracranianos. Observou-se que em metastases cerebrais num modelo murino, que
respondem a quimioterapia para o tratamento do tumor primario sistémico, o uso dos
lipossomas podera ser vantajoso na medida em que permite um aumento do tempo de
circulagdo do farmaco e um consequente aumento da sua eficacia no tecido neoplasico

mestastatico intracraniano (Siegal, Horowitz, & Gabizon, 1995), dado que nestes tecidos

existe uma disrupcgédo da barreira hematoencefalica (Vick, Khandekar, & Bigner, 1977).

Tabela 3 — Formulacgdes lipossomais aprovadas pela FDA (adaptado de Wicki et al., 2015).

Nome comercial Substéancia Indicagléo Referéncia
ativa (Ano-)

DaunoXome® ici i

Dagnorrubmma Sarcoma de Kaposi (Gill et al., 1996)
[Galen] (lipossoma) (1996)
DepoCyt® Citosina Meningite neoplasica (Phuphanich, Maria,
Paci Arabindsido 1999 Braeckman, &
[Pacira] (lipossoma) ( ) Chamberlain, 2007)

Doxil®/Caelyx®
[Johnson & Johnson]

Doxorrubicina
(lipossoma PEG)

Sarcoma de Kaposi
(1995)
Cancro ovarico (1999)
Cancro de mama (2003)
Mieloma multiplo (2007-Europa)

(O’Brien, 2004)

) (Khemapech,

Lipo-Dox® - Sarcoma de KapOSI Oranratanaphan,

P . . Do_xorrub|cma Cancro ovérico Termrungruanglert,
[Taiwan Liposome] (lipossoma) (1998 - Tailandia) Lertkhachonsuk, &

Vasurattana, 2013)

Margibo® incristi i [inféi
[Tal(c)]n] Eﬁlpnoillitr:]:; Leuce(r;(l)algrlf(lnzlgifguda (Rodriguez et al., 2009)
Mepact® Mifamurtide Osteossarcoma (Venkatakrishnan et al.,
[Takeda] (lipossoma) (2009 - Unido Europeia) 2014)
Myocet® ici

y DO.XONUb'C'na Cancro de mama (2000 - Europa) (Batist et al., 2001)
[Cephalon] (lipossoma)

1 — Ano de aprovagao pela FDA
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Tabela 4 — Formulac¢@es lipossomais aprovadas pela EMA

Nome comercial Substancia N Referéncia
ativa (Ano")

DaunoXome® Daunorrubicina sarcoma de Kaposi

. Aprovacao em alguns paises da (EMA, 2016)
[Galen] (lipossoma) Unido Europeia?
DepoCyt® Cit';psin% Meningite linfomatosa (EMA, 2011)
[Pacira] Arabinosido (2001) '

(lipossoma)
Sarcoma de Kaposi

Caelyx® Doxorrubicina Mieloma Multiplo (EMA, 2010; Tzogani et

[Johnson & Johnson]

(lipossoma PEG)

Neoplasias ovaricas
Neoplasias mamarias

al., 2018)

(1996)
Mepact® . . Osteossarcoma ndo metastatico de (EMA, 2013; Kager,
p Mifamurtide alto grau Potschger, & Bielack,
[Takeda] (lipossoma) (2009) 2010)
Myocet® Doxorrubicina Tumores mamarios metastaticos (EMA, 2012)
[Cephalon] (lipossoma) (2000) :

1 — Ano de aprovagéo pela EMA
2 — Finlandia, Noruega, Italia, Austria, Dinamarca, Portugal, Alemanha, Irlanda, Holanda, Reino Unido e Franga

3.3. Moléculas com atividade citotéxica em tumores — iHDAC

Este grupo de farmacos atua como inibidor das diacetilases das histonas (HDAC) — enzimas
gue desempenham um importante papel na regulagdo genética e tem assim atividade
citotoxica em tumores (Buchwald, Kramer, & Heinzel, 2009) sendo, por isso, considerados
como uma nova classe de compostos modificantes da cromatina com atividade anti-tumoral
adequada para a terapia epigenética do cancro (Lakshmaiah, Jacob, Aparna, Lokanatha, &
Saldanha, 2014).

Até a data, existem alguns farmacos deste grupo aprovados pela United States Food and Drug
Administration (FDA) como o suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA), Belinostat — para o
tratamento de linfoma de células T cutdneo e periférico, respetivamente (Lee et al., 2015;
Mann, Johnson, Cohen, Justice, & Pazdur, 2007) — e o Panobinostat — aprovado pela FDA e
pela EMA para o tratamento de mieloma multiplo (Raedler, 2016).

As HDAC promovem a diacetilagdo reversivel das histonas, sendo responsaveis pela
condensacdo da cromatina e consequentemente pela repressdo da expressdo dos genes
(Bannister & Kouzarides, 2011) e sdo também responsaveis pela regulacdo do estado de
acetilacdo de outras proteinas também envolvidas na regulacéo genética (Chun, 2015; Khan
& Thangue, 2012).

Estas enzimas poderdo ter um papel importante na repressdo de genes supressores de
tumores ou na expressdo de oncogenes. Ha evidéncias de que existe uma alteracdo da

expressao de HDAC e um recrutamento aberrante destas em diversas neoplasias humanas
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(Marks, 2010; Marquard et al., 2009) e caninas (Vinothini, Balachandran, & Nagini, 2009) e
que também se correlacionam com a agressividade, invasédo e capacidade de migracdo da
neoplasia (Hayashi et al., 2010; Mller et al., 2013; Park et al., 2011; Song et al., 2005; Wang
etal., 2011).

Os inibidores das HDAC (iHDAC), provocam hiperacetilacdo das histonas com consequente
alteracdo do estado de condensacao da cromatina, sendo também responséaveis pela inducao
de danos no ADN e inibicdo da sua reparagcédo (Bakkenist & Kastan, 2003; Bolden, Peart, &
Johnstone, 2006). Ha evidéncias de que estes farmacos afetam a angiogénese nos tumores
e que poderdo ser responsaveis por modulacdo da resposta imunitaria (Eckschlager, Plch,
Stiborova, & Hrabeta, 2017). Para além disso, parece existir uma maior resisténcia aos iHDAC
por parte das células normais em comparacdo com as células neoplasicas (Ungerstedt et al.,
2005).

De salientar ainda que existe um efeito sinérgico entre alguns iIHDAC e outros farmacos
convencionais de guimioterapia como a doxorrubicina, dexametasona, docetaxel, paclitaxel e
gemcitabina (Catley et al., 2003; Fuino et al., 2003; Kim et al., 2003) e radiac&o ionizante

(Groselj, Sharma, Hamdy, Kerr, & Kiltie, 2013), potenciando assim a acdo destes farmacos.

3.3.1. Panobinostat

O panobinostat, de nome comercial Farydak®, é responsavel pela inibicdo de varias
deacetilases (Atadja, 2009). Foi aprovado pela FDA e EMA em 2015 para o tratamento de
mieloma mdaltiplo humano em associacdo com bortezomib e dexametasona (Garnock-Jones,
2015; Tzogani et al.,, 2018). Esta associagdo de farmacos proporciona um atraso da
progressao do mieloma mudltiplo recidivante ou em casos refratarios ao tratamento
convencional (San-Miguel et al., 2014; Wolf et al., 2012).

Em pacientes humanos, com doenca oncoldgica avancada, o panobinostat foi rapidamente
absorvido por via oral, atingindo o pico de concentracdo por volta das 2 horas e apresentou
uma biodisponibilidade de 21%. Apresentou ainda uma ligacdo as proteinas plasmaticas de
cerca de 90%. O composto é metabolizado por reducéo, hidrélise, oxidacdo e glucoronidacéo
sendo o metabolismo CYP3A responsavel por aproximadamente 40% da sua eliminacdo a
nivel hepatico. O tempo de semi-vida de eliminagdo é de aproximadamente 37 horas, sendo
cerca de 29-51% da dose administrada excretada na urina e cerca de 44-77% nas fezes
(Garnock-Jones, 2015).

A sua administracdo foi associada a presenca de lesdes hepaticas - ligeiras a moderadas -
sendo recomendada uma monitorizacao de pacientes com lesdes hepaticas e se necessario
um ajuste da dose administrada (Slingerland et al., 2014). Por sua vez, a presenca de lesdes
renais em doentes oncoldgicos néo afeta o perfil de seguranca do farmaco (Sharma et al.,
2015).
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Os efeitos adversos associados a este farmaco poderao incluir: diarreia, fadiga, nauseas,
edema periférico, inapeténcia, vOmitos, piréxia, arritmias, perda de peso e sinais
hematolégicos como, trombocitopénia, neutropénia, linfopénia e anemia (San-Miguel et al.,
2014).

3.3.2. Cl-994

O CI-994, também conhecido por N-acetil-dinalina, € um iIHDAC que demonstrou ter grande
atividade anti-tumoral in vitro em varias linhas celulares tumorais, com maior efeito em
tumores sélidos, nomeadamente em modelos tumorais de Murganho como o carcinoma do
ducto pancreético quimio-resistente, o carcinoma prostatico humano — com células LNCaP
(lymph node carcinoma of the prostate) (LoRusso et al., 1996) — leucemia mielocitica aguda
humana (modelo BNML) (El-Beltagi, Martens, Lelieveld, Haroun, & Hagenbeek, 1993).
Observou-se também atividade anti-tumoral significativa num modelo de Murganho de
leucemia (rat Brown Norway Leukemia model) (Hagenbeek, Weiershausen, & Martens, 1988).
O seu exato mecanismo de acgéo é ainda desconhecido, no entanto parece ser responsavel
pela modulacdo na expressdo de algumas histonas (Rummel, Kraker, Steinkampf, Hook, &
Klohs, 1995).

3.3.3. Acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA)/vorinostat

O SAHA (acido hidroxamico suberoilanilida) ou vorinostat, de nome comercial Zolinza®, € um
inibidor de varios tipos de HDAC e tem uma grande atividade citotéxica em diversas linhas
celulares e causa a interrupgdo do ciclo celular em fase G1 e G2 e consequente indugéo a
morte de células tumorais (Marks, 2007; Vrana et al., 1999). Este composto demonstrou
atividade anti-tumoral com respostas completas ou parciais em pacientes com neoplasias
sélidas e hematol6gicas refratarias ao tratamento (Kelly et al., 2005).

E um iHDAC aprovado pela FDA em 2006 para o tratamento de linfoma células T cutaneo em
pacientes humanos com doenca progressiva, persistente ou recorrente (Mann et al., 2007).
Foi observada uma resposta positiva ao tratamento de 30% com uma duracdo média da
resposta de 168 dias numa amostra de pacientes com linfoma de células T cutdneo avangado
anteriormente submetidos a quimioterapia convencional. Os efeitos secundéarios dose-
limitantes observados foram a toxicidade gastrointestinal — nauseas, vomitos e diarreia —
anorexia, desidratacdo, fadiga e mielosupressdo — com trombocitopénia, neutropénia ou
leucopénia (Mann et al., 2007). Este composto foi também aprovado pela EMA em 2004, tendo
sido posteriormente retirado do mercado na Unido Europeia em 2009 (EMA, 2009).

O SAHA demonstrou também uma boa atividade anti-tumoral em leucemias agudas e
sindromes mielodisplasicas (Garcia-Manero et al., 2007), demonstrou também um efeito de
supressao do crescimento de células neoplasicas prostéticas in vitro e in vivo (Butler et al.,
2000).
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3.3.4. Acido bis-hidroxamico suberoil (SBHA)

O &acido bis-hidroxamico suberoil, também conhecido por SBHA, demonstrou ter um efeito de
inducéo de apoptose em diversas linhas celulares de melanoma humano, por interferir com
HDAC’s associadas a fatores transcripcionais envolvidos na regulacdo da apoptose (Zhang,
Gillespie, Borrow, & Hersey, 2004). Este composto demonstrou também atividade anti-tumoral
ao induzir apoptose numa linha celular de cancro da mama humano (MCF-7) (Zhuang, Fei,
Chen, & Jin, 2008). O seu efeito de supressao na progressao tumoral foi também observado
num modelo animal de carcinoma medular da tiroide humano (Ning et al., 2008).

Num estudo realizado em linhas celulares de cancro colo-retal, foi observada uma interacao
sinérgica entre os farmacos oxaliplatina e SBHA, responséveis por uma maior inibicdo do
crescimento celular in vitro por comparacao com os efeitos provocados por cada um dos
compostos isoladamente. Este efeito sinérgico podera estar associado a um aumento do sinal
apoptotico, por vias intrinsecas e extrinsecas, por formacgéo de radicais livres de oxigénio
(Flis, Gnyszka, & Sptawinski, 2009).

3.3.5. Scriptaid

Este composto esta descrito como sendo relativamente menos téxico que os outros iIHDAC
investigados (Su, Sohn, Ryu, & Kern, 2000). Os efeitos biol6gicos e terapéuticos do scriptaid
foram observados em linhas celulares de cancro ovarico e endometrial humanas, tendo sido
registado um aumento da acetilacdo das histonas 3 e 4 e efeito de inibicdo do crescimento
tumoral in vitro. Foi também observada a ativagdo da via do fator de transducéo transforming
growth factor beta (TGF-) bem como aumento da transcrigdo de genes de supressao tumoral
humanos como o0 SMAD4 (Takai, Ueda, Nishida, Nasu, & Narahara, 2006).

Em linhas celulares de cancro da mama humano, que nao expressam recetores de estrogénio
— caracteristica associada a uma fraca resposta ao tratamento —, foi observada acao sinérgica
do Scriptaid com 5-aza 2'-deoxycytidine que promove a re-expressdo de recetores de
estrogénios funcionais (Keen et al., 2003).

O Scriptaid demonstrou também atividade anti-tumoral in vitro por indugcdo de apoptose em

células tumorais de glioma humano (Sharma et al., 2010).

3.3.6. Trichostatin A

O trichostatin A foi anteriormente descrito como um antifingico natural (Tsuji, Kobayashi,
Nagashima, Wakisaka, & Koizumi, 1976). Contudo, mais tarde foi observada a associagao
entre a supressdo do crescimento de células tumorais e a inibicdo das enzimas HDAC
provocadas por este composto (Yoshida, Kijima, Akita, & Beppu, 1990).

Este composto é um potente inibidor reversivel das HDAC que induz paragem do ciclo celular

em G1 e G2/M e que podera ser responséavel pela inducéo de apoptose (Yoshida et al., 1990).
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Demonstrou ser eficaz em células de leucemia linfocitica crénica intervindo na deacetilacao

das histonas e em outras proteinas nao relacionadas com as histonas (Peiffer et al., 2014).

3.3.7. Tubacina

A tubacina é um composto que tem um efeito de inibicdo da HDAC6 e consequente inducao
da acetilacdo da tubulina — um composto principal dos microtdbulos. Num estudo realizado
em células de leucemia linfoblastica aguda humana foi observado um maior efeito de inibicéo
da proliferacao celular em relagdo ao observado para células T normais e células precursoras
de medula 6ssea (Aldana-Masangkay et al., 2011).

H& também evidéncias de que este composto poderd sensibilizar células transformadas
(LNCaP e MCF-7) para quimioterapicos convencionais como o etoposido, doxorrubicina e
ainda outro farmaco iIHDAC — o SAHA (Namdar, Perez, Ngo, & Marks, 2010) e do seu efeito
citotoxico sinérgico com bortezomib em linhas celulares de mieloma multiplo (Hideshima et
al., 2005).

4. Oncologia comparada

O uso de modelos animais experimentais tem sido importante para a evolucdo da oncologia
sendo um dos modelos animais mais frequentemente utilizados o Murganho. Trés principais
tipos de modelos de Murganho poderao ser utilizados para o estudo de neoplasias, a saber:
modelos de xenotransplante, modelos transgénicos ou geneticamente modificados e modelos
humanizados (Budhu, Wolchok, & Merghoub, 2014).

Os modelos de xenotransplante sdo obtidos por implantacdo de células de uma linha celular
tumoral humana em murganhos imunodeficientes (O’Brien, Pollett, Gallinger, & Dick, 2007).
Os modelos transgénicos ou geneticamente modificados permitem a expressao de oncogenes
e/ou inativacdo de genes supressores num determinado tipo de tecido (Mallika Singh et al.,
2010). Os modelos de Murganho humanizados consistem numa tentativa de reconstituicdo do
sistema imunitario de modelos de xenotransplante de Murganho imunodeficientes com células
do sistema imunitario humano (Morton, Bird, Refaeli, & Jimeno, 2016).

Contudo, os modelos anteriormente referidos apresentam algumas limitagcdes, como por
exemplo, o facto de néo ser possivel reproduzir o desenvolvimento espontaneo da neoplasia
a semelhanca do que ocorre no Homem — cuja etiologia poderd ter na sua origem uma
complexa influéncia poligenética em conjunto com outros fatores ambientais e imunitarios
(Sundberg & Schofield, 2009; Withrow, Vail, & Page, 2013). Apesar do uso de modelos
animais para o estudo de doencas humanas, os conhecimentos de anatomia, fisiologia e
farmacologia comparada sdo imprescindiveis para colmatar as diferengcas entre espécies
(Sundberg & Schofield, 2009).

O conceito de One Health, promove o laco entre Medicina Humana e Medicina Veterinaria

baseando-se nas relagcfes inerentes a coexisténcia de pessoas e animais no mesmo ambiente
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onde uma abordagem multidisciplinar com vista a um estudo comparado entre espécies
animais diferentes podera ser uma mais-valia, ndo sé para o controlo e preven¢ao de doencas
zoonoticas, mas também para o estudo de doencas de patofisiologia semelhante entre

espécies (King et al., 2008).

4.1. O Cédo como modelo animal

Os animais de companhia, como o Céo, revelam-se um modelo Gtil para o estudo de doencas
- degenerativas, autoimunes, alérgicas e neoplasicas - que ocorrem de forma espontanea
num animal imunocompetente, em contraste com os modelos experimentais animais referidos
anteriormente (Withrow et al., 2013).

Apresentam ainda outras vantagens como: (a) a semelhanca a nivel histolégico de algumas
neoplasias homdlogas entre o Cao e o Homem, bem como respostas semelhantes ao
tratamento (Vail et al., 2009); (b) serem espécies que coabitam no mesmo ambiente,
encontrando-se sujeitos a fatores ambientais comuns (Withrow et al., 2013); (c) a identificacdo
de mutacbes gendmicas que possam estar associadas a doencas de patofisiologia
semelhante entre os seres humanos e os caes que facilita a comparacéo entre duas espécies
sobretudo em cées de raca, uma vez que apresentam uma menor heterogeneidade genética
resultante da sua sele¢do artificial e consequente apuramento genético (Aguirre-Hernandez
etal., 2009; Lindblad-Toh et al., 2005); (d) aceleracdo na investigacdo de doencgas de evolugéo
lenta ou de aparecimento caracteristico em idades mais avancadas, uma vez que o periodo
de vida e de envelhecimento do C&o é mais curto em relacédo ao do Homem; (e) ainda assim,
o0 seu periodo de vida podera ser longo o suficiente para proporcionar o estudo de fatores que
possam ter influéncia no desenvolvimento de doencas a longo prazo ou de efeitos secundérios
a terapia com aparecimento tardio (Withrow et al., 2013).

O uso de modelos animais permite a avaliacdo preliminar da farmacocinética, eficacia e
toxicidade em estudos pré-clinicos de farmacos terapéuticos (Arap, Pasqualini, & Ruoslahti,
1998; Attardi & Jacks, 1999; Dykes et al., 1992; Rehemtulla et al., 2000) uma vez que o0s
resultados de estudos in vitro poderdo ser diferentes dos resultados de estudos in vivo
(Teicher et al., 1990). A introducéo de animais de companhia, com neoplasias espontaneas,
em ensaios clinicos podera permitir resultados diferentes em relacéo aos obtidos em testes
com outros modelos animais e permite-lhes também beneficiar de tratamentos de alta
qualidade e proporcionar, de forma ética, um avanco nas conclusdes retiradas por translagéo
para os ensaios clinicos posteriores em pessoas (Khanna et al., 2006; Sundberg & Schofield,
2009).

No ambito da oncologia existem alguns exemplos de neoplasias com semelhancas a nivel
histolégico, genético, da sua evolucao e resposta ao tratamento, entre o Homem e o Céo
como: as neoplasias hematolégicas (Breen & Modiano, 2008), o osteossarcoma (Paoloni et

al.,, 2009), o melanoma (Simpson et al., 2014), o carcinoma prostatico (LeRoy & Northrup,
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2009), o cancro da cabeca e pescoco (Liu et al., 2015), o adenocarcinoma mamario (Martin,
Cotard, Mialot, André, & Raynaud, 1984) o sarcoma de tecidos moles (Aguirre-Hernandez et
al., 2009) e o glioblastoma (Candolfi et al., 2007) (figura 3).

Figura 3 — O Cao como modelo de estudo em oncologia (adaptado de Schiffman & Breen,
2015).

One Health

?/—/// cérebro

melanoma oral

leucemia
linfoma

melanoma
cutdneo

mama

Legenda: Neoplasias com patogenias semelhantes entre 0 Homem e o Céo: neoplasias cerebrais,
melanoma oral, leucemia, linfoma, melanoma cutaneo, neoplasias da mama, bexiga, prostata e
osteossarcoma.

4.1.1. Linfoma Canino

O linfoma maligno € um grupo diverso de neoplasias com origem nas células linforreticulares
gue surge mais frequentemente em tecidos linfoides como os linfonodos, baco e medula
Ossea, mas também podera surgir em qualquer outro tipo de tecido. No Cao é uma das
neoplasias mais diagnosticadas (Vail, Pinkerton, & Young, 2013).

A sua classificacdo pode ser feita de acordo com caracteristicas histologicas,
imunofenotipicas e anatémicas. Do ponto de vista anatomico as formas mais comuns no Cao
sdo: a multicéntrica, a gastrointestinal, a mediastinal e a forma cutanea, sendo que 84% dos
cées com linfoma desenvolvem a forma multicéntrica (Vail et al., 2013).

O linfoma canino apresenta muitas semelhancas, na sua patofisiologia, com o linfoma néo-
Hodgkin humano e como tal, tém sido adaptados da Medicina Humana varios sistemas para
a classificacao do linfoma canino como, por exemplo, o sistema da World Health Organization
(WHO) baseado no revised European American Lymphoma (REAL), a Working Formulation
(WF) e a classificacéo Kiel atualizada (Vail et al., 2013). O sistema de classificagéo publicado
pela WHO define as caracteristicas histologicas de tumores hematopoiéticos e linfoides e

incorpora critérios anatémicos, histoldgicos e imunofenotipicos para que seja feito um
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diagndstico preciso e reproduzivel em relacdo a diferentes tipos de linfoma. A sua aplicacéo
aos animais domésticos tem sido alvo de estudo, com sucesso (Vail et al., 2013; Valli et al.,
2011). A WF foi desenvolvida com o objetivo de facilitar a comparacdo entre o linfoma néo-
Hodgkin e o linfoma canino em ensaios clinicos. Este sistema classifica os linfomas de acordo
com o padréao — folicular ou difuso — e o tipo de células, no entanto, nao inclui o imunofendtipo
do tumor (Rosenberg, 1982; Vail et al., 2013).

Tal como no Homem, o grupo de linfomas difusos de células tipo B (DLBCL — diffuse large B-
cell lymphomas) esta documentado como sendo um subtipo de neoplasias linfoides mais
comuns no Céo (Ponce et al., 2010). No entanto, existe uma grande variacédo na prevaléncia
do imunofendtipo entre racas (Ponce et al.,, 2010). Um estudo realizado em trés tipos de
neoplasias hematoldgicas morfologicamente semelhantes as humanas — linfoma Burkitt
esporadico, leucemia mieloide crénica e leucemia linfocitica cronica — demonstrou haver

semelhancgas a nivel citogenético associado entre o Cado e o Homem (Breen & Modiano, 2008).

4.1.1.1. Tratamento

A gquimioterapia é a abordagem mais eficaz para o tratamento do linfoma canino, uma vez que
se trata de uma neoplasia sistémica (Vail, 2010).

Os compostos quimioterapicos mais eficazes e disponiveis, em Medicina Veterinaria para o
tratamento de linfoma canino sédo a doxorrubicina (Keller, MacEwen, Rosenthal, Helfand, &
Fox, 1993), a L-asparaginase (MacEwen, Rosenthal, Fox, Loar, & Kurzman, 1992), a
vincristina, a ciclofosfamida e a prednisona (Boyce & Kitchell, 2000) que frequentemente estdo
presentes em protocolos de primeira-linha de associagdo de multiplos farmacos (Vail et al.,
2013). Como farmacos de segunda linha surgem exemplos como a lomustina (Moore et al.,
1999), a actinomicina-D (Siedlecki et al., 2006), a vimblastina, a mitoxantrona, o clorambucil,
0 metotrexato e a dacarbazina (Chun, Garrett, & Vail, 2000).

Dos varios protocolos de quimioterapia existentes, muitos resultam de modificagcdes de um
protocolo inicialmente desenhado para medicina humana com a combinagédo dos seguintes
farmacos: ciclofosfamida, hidroxildaunorrubicina (ou doxorrubicina), vincristina (Oncovin®), e
prednisona — (protocolo CHOP) (Fisher et al., 1993; Vail et al., 2013).

A taxa de remisséo do linfoma, em cées, encontra-se entre os 80-90% com grandes melhorias
na qualidade de vida durante o tratamento. No entanto, na maioria dos casos a remissao é
seguida de recidiva devido a resisténcias adquiridas aos quimioterapicos (Vail, 2010). A
quimioterapia apresenta uma maior taxa de resposta em tumores de células B e de grau
intermédio a alto (Vail et al., 2013), e menor taxa de resposta em linfomas de baixo grau, no
entanto, o tempo de sobrevivéncia sem tratamento é maior. No linfoma nao-Hodgkin humano
(LNHh) observou-se que uma parte do insucesso dos protocolos convencionais se deve
também a resisténcias adquiridas aos farmacos (Lwin et al., 2010). O envolvimento da

gliproteina-P como mecanismo de resisténcia ao tratamento do linfoma estad documentado
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tanto no LNHh como no linfoma canino (Lee et al., 1996; Rodriguez, Commes, Robert, &
Rossi, 1993; Zandvliet, Teske, & Schrickx, 2014).

4.1.2 Gliomas

Os gliomas sdo um grupo de tumores que incluem os astrocitomas, oligodendromas e
glioblastomas multiformes. Estes tumores séo considerados malignos devido ao caracteristico
crescimento expansivo e infiltrativo, em relacdo a tecidos vizinhos (Scherer, 1940) e a
resisténcia a todas as formas de tratamento (McEntee & Dewey, 2013).

As neoplasias cerebrais primarias ocorrem sobretudo em cédes idosos e as ragas mais
predispostas sdo o Boxer e Golden Retriever (Snyder, Shofer, Winkle, & Massicotte, 2006).
Os gliomas sao os segundos tipos de tumores cerebrais que ocorrem mais frequentemente
em cdaes, a seguir aos meningiomas (McEntee & Dewey, 2013). Tém maior tendéncia a
desenvolverem-se no diencéfalo e cerebelo sendo que em muitos casos ocupam mais do que
uma area anatoémica do cérebro (Snyder et al., 2006).

O sistema de classificacdo da WHO, para os gliomas humanos, agrupa-os em 4 graus
histoldgicos segundo graus de indiferenciacdo, anaplasia e agressividade. Assim, os gliomas
de grau Il, como astrocitomas difusos, oligodendrogliomas e oligoastrocitomas, séo
neoplasias cujas células apresentam maior diferenciacao; classificados como grau lll surgem
0s astricitos anaplasicos, oligodendroglioma e oligoastrocitoma; ja o glioblastoma surge
classificado como neoplasia de grau IV. Um pior progndéstico esta associado a tumores de
grau mais elevado (Louis et al., 2007).

No Homem, o glioblastoma é um dos tipos de tumores cerebrais primarios mais frequente em
adultos. Este tipo de neoplasia cerebral é agressiva sendo o seu periodo de sobrevivéncia de
6-12 meses apoés o diagnostico (Surawicz, Davis, Freels, Laws, & Menck, 1998). Trata-se de
neoplasias altamente proliferativas, invasivas, imunosupressoras e muito vascularizadas
(Platten, Wick, & Weller, 2001).

A existéncia de semelhancas neuropatologicas entre o glioblastoma canino e o humano
(Lipsitz et al., 2003) torna-o um bom modelo para a avaliacdo de novas terapias (Candolfi et
al., 2007).

4.1.2.1. Tratamento

O tratamento de gliomas humanos passa pela ressec¢éo cirdrgica sempre que possivel, com
0 objetivo de citorreducéo, alivio do efeito de massa — para alivio da pressao intracraniana —
e para caracterizacao histoldégica e molecular da neoplasia, sendo também recomendada em
casos de suspeita de glioma de baixo grau (Jakola et al., 2012). Em tumores inoperaveis, é
recomendada a bidpsia estereotaxica para diagnéstico histologico (Omuro & DeAngelis,
2013). A quimioterapia em associa¢do com a radioterapia esta também aconselhada. Um dos

z

farmacos quimioterapicos de primeira linha utilizado é a temozolomida, um composto
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alquilante (Hegi et al., 2005). A associacdo de temozolomida com radioterapia demonstrou
um aumento do tempo de sobrevivéncia e uma toxicidade adicional minima estatisticamente
significativos (Stupp et al., 2005). Para casos de recidiva, 0os quimioterdpicos a incluir no
tratamento poderdo ser o bevacizumab (anticorpo monoclocal com alvo na angiogénese)
(Chamberlain, 2008), a temozolomida, a lomustina e a carboplatina (Batchelor et al., 2013;
Omuro & DeAngelis, 2013).

Para o tratamento de gliomas em caes, a cirurgia raramente é uma opc¢ao terapéutica devido
ao caracter infiltrativo destas neoplasias (McEntee & Dewey, 2013). A radioterapia podera ser
aplicada como terapia priméaria (McEntee & Dewey, 2013; Spugnini et al., 2000). Como
farmacos quimioterapicos tém sido utilizados: a lomustina, a carmustina e a hidroxiureia, no
entanto, ha ainda pouca evidéncia da eficacia dos mesmos (M. C. McEntee & Dewey, 2013).
Apesar das estratégias terapéuticas acima descritas, o glioblastoma humano apresenta uma
mediana de sobrevivéncia de 14,6 meses, sendo que menos de 5% dos pacientes humanos
tratados sobrevive para além dos 5 anos ap6s o diagnostico (Hou, Veeravagu, Hsu, & Tse,
2006). O insucesso terapéutico deve-se principalmente a resecao incompleta da massa, uma
vez que sdo tumores de natureza infiltrativa e agressiva; a limitagcdo da chegada do farmaco
ao local através da BHE e a recorréncia da doenca devido a resisténcia a terapia (van
Tellingen et al., 2015). Neste caso, a hanomedicina podera oferecer vantagem relativamente
a terapias convencionais uma vez que podera possibilitar a passagem do farmaco através da
BHE, mediada por recetor permitindo a acumulacdo de uma maior concentracdo de farmaco

no local (Gulyaev et al., 1999; Koukourakis et al., 2000).
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CAPITULO Il — DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE LIPOSSOMAS
ENCAPSULADOS COM CITOTOXICOS DE ELEVADA POTENCIA PARA IMUNOTERAPIA

OBJETIVOS

Os lipossomas — sendo nanoparticulas capazes de transportar moléculas no seu interior —
podem ser utilizados para o transporte de farmacos com grande atividade citotoxica em
células neoplasicas, permitindo aumentar a sua eficacia e reduzir os efeitos secundarios.
Assim, esta dissertacdo de mestrado teve como objetivo principal o desenvolvimento e
otimizacdo de lipossomas para encapsulacdo de farmacos citotdxicos de elevada atividade,
como os iIHDAC, e avaliacao dos seus efeitos citotoxicos in vitro.

O desenho experimental dividiu-se em trés fases, cada uma das quais com um objetivo
especifico: (1°) selecdo de um farmaco IHDAC de elevada atividade citotoxica; (2°)
desenvolvimento de lipossomas com o farmaco selecionado; (3°) avaliacdo dos efeitos
citotoxicos do farmaco encapsulado nas linhas celulares de linfoma canino e de glioblastoma

humano (figura 4).

Figura 4 — Esquema representativo do desenho experimental.
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DESENHO EXPERIMENTAL

Inicialmente, foram avaliados os efeitos citotoxicos de sete farmacos iIHDAC em duas linhas
celulares de linfoma canino (CLBL-1 e 17-71) para identificacdo e sele¢do do farmaco mais
citotoxico do painel testado. O trabalho laboratorial nesta fase consistiu na realizacdo de
ensaios de citotoxicidade na linha celular 17-71 e comparacdo com os resultados
anteriormente obtidos em CLBL-1, pelo grupo de investigacdo (Dias et al., 2018), para
validacédo dos efeitos do painel de IHDAC em linfoma canino. O efeito de acetilacdo da histona
3 (H3) induzido pelos sete iIHDAC foi também avaliado na linha celular 17-71, através de
western blot.

Numa segunda fase, foram desenvolvidos lipossomas para encapsulacédo do farmaco iHDAC
mais eficaz e de um farmaco quimioterdpico convencional — a doxorrubicina. Para um
direcionamento mais especifico destas nanoparticulas, foram posteriormente desenvolvidos
lipossomas com folatos associados.

Por ultimo, a atividade citotoxica dos lipossomas com o iIHDAC selecionado e a doxorrubicina
foi avaliada em linhas celulares de linfoma canino e de glioblastoma humano. A influéncia da
da associacao de folatos aos lipossomas, como forma de direcionamento especifico para as

células neoplésicas, foi também avaliada a diferentes tempos de exposi¢ao.
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MATERIAIS E METODOS

1. Linhas celulares

As duas linhas celulares de linfoma canino de células B utilizadas foram: CLBL-1 gentilmente
cedida pela Doutora Barbara Ritgen (Ritgen et al., 2010, 2012), e pelo Dr. Steven Suter a
17-71 (Steplewski, Jeglum, Rosales, & Weintraub, 1987) (College of Veterinary Medicine, NC
State, Raleigh, North Carolina, USA). As células foram mantidas em cultura com meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI — 1640, da Gibco) suplementado com 10% de soro fetal de
bovino previamente inativado por calor (fetal bovine serum — FBS) (Gibco), penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (0,1 mg/mL) (Gibco) em frascos de cultura T75 (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austria).

A linha celular aderente de gliobastoma humano (U87) (U-87 MG ATCC® HTB-14™) (Villa &
Mischel, 2015) também utilizada, foi mantida em cultura em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Lonza) suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(0,1mg/mL), com 10% de FBS. As linhas celulares de linfoma canino e glioblastoma humano
foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C em ambiente humedecido com 5% de
dioxido de carbono (CO,).

2. Farmacos

2.1. Farmacos citotoxicos

Os farmacos utilizados nos ensaios de citotoxicidade foram o painel de iIHDAC - CI-994,
SAHA, SBHA, scriptaid, trichostatin A, tubacina e panobinostat - obtidos de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, Cat # EPI009) e a doxorrubicina (Sigma-Aldrich). Para uma melhor conservacéo
dos farmacos iIHDAC, foram preparadas solucdes de armazenamento a uma concentracao de
5mg/mL para o panabinostat, SAHA, scriptaid e trichostatin A, de 10mg/mL para CI-994, de
50mg/mL para SBHA e de 250ug/mL de tubacina usando como solvente o dimetilsulfoxido

(DMSO). Estas solu¢Bes foram posteriormente criopreservadas a -20°C.

2.2. Encapsulacéo dos farmacos citotéxicos em lipossomas

Os farmacos encapsulados em lipossomas — iHDAC selecionado em lipossoma PEG, em
lipossoma com folatos associados ao PEG, doxorrubicina encapsulada em lipossoma com
PEG, doxorrubicina em lipossoma com folatos associados ao PEG e respetivos lipossomas
vazios foram desenvolvidos pela Doutora Maria Manuela Gaspar — investigadora auxiliar no
Departamento de Tecnologia Farmacéutica e Farmacia Galénica, Faculdade de Farmacia da
Universidade de Lisboa — em colaboragdo com o presente projeto. Foram testados dois lotes
sintetizados em dias diferentes. As informacdes relativas a composicdo lipidica dos

lipossomas encontram-se representadas na tabela 5.
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Tabela 5 — Composicao lipidica dos lipossomas.

Composicao lipidica Réacio Molar
Lipossoma
DPPC3:Chol*:DSPE-PEG® 1.85:1.0.15
PEG!
Lipossoma
DPPC:Chol:DSPE-PEG:DSPE-PEG-Folato 1.85:1.0.12:0.03

PEG+Folato?

1 — Lipossoma com polietilenoglicol

2— Lipossoma com polietilenoglicol e folatos

3 — Dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC)

4— Colesterol (Chol)

5— polietilenoglicol ligado covalentemente a diestearoil fosfatidil etanolamina (DSPE-PEG)

3. Ensaios de citotoxicidade

3.1. Avaliacédo da citotoxicidade em células em suspenséo

3.1.1. Painel de iHDAC

Este ensaio de citotoxicidade, realizado na linha celular 17-71, teve como objetivo a
comparacdo com resultados anteriormente obtidos pelo grupo de investigacdo noutra linha
celular de linfoma canino, CLBL-1 (Dias et al., 2018) para validac&o dos efeitos do painel de
iHDAC em linfoma canino. O protocolo aplicado para este ensaio (figura 5) foi previamente

otimizado por Dias et al. (2018).

Figura 5 — Representacdo esquematica dos procedimentos dos ensaios citotoxicos
realizados em células de suspensao, (original da autora).
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Legenda:

- Frasco T75 para cultura de células em suspenséo @ - Periodo de incubagéo

- Tratamento das células com os fArmacos citotoxicos / - Introducdo do reagente AlamarBlue®
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Numa placa de 96 pocos, foram semeadas cerca de 6x10* células de 17-71 por pogco com
100uL de meio RPMI suplementado com 10% de FBS. A viabilidade celular, foi avaliada
usando o corante azul tripano, realizando-se a contagem das células vivas ndo coradas no
hemocitometro (cAmara de Neubauer) e das células mortas coradas.

De seguida, as suspensdes celulares foram tratadas com os farmacos iIHDAC — segundo um
gradiente de concentracfes crescente entre 195 nanomolar (nM) e 20000nM com uma
diluicdo de 1:2 entre cada — e incubadas por 24 horas a uma temperatura de 37°C e ambiente
com 5% de CO2, humedecido. As células controlo foram tratadas com uma solug&o de meio
RPMI.

Para avaliar os efeitos dos farmacos na proliferacéo celular na linha 17-71, foram realizados
ensaios de viabilidade celular com o reagente alamarBlue® Cell Viability Reagent (Roche)
24h apo6s a exposicdo ao farmaco. O alamarBlue® é um reagente que deteta as células
metabolicamente ativas e permite a quantificacdo da proliferacdo celular de acordo com o
ambiente mais, ou menos, redutor do citosol das células vivas e mortas respetivamente. Este
reagente tem como substrato a resazurina que ndo é toxica para as células e tem a
capacidade de penetrar na célula. A resazurina tem uma cor azul, ndo fluorescente, e ao
penetrar nas células vivas é reduzida a resorufina que tem a cor vermelha e emite
fluorescéncia. Deste modo, quanto maior o numero de células vivas, maior serd a quantidade
de resazurina reduzida a resorufina provocando uma alteragdo da cor azul inicial do
alamarBlue® para vermelho. Para posterior calculo da viabilidade celular, foram lidos os
valores de absorvéncia de cada poco no espetrofotbmetro de varrimento (SpectraMAX
340pc). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 570nm e 600nm, apés 24
horas de incubagcdo com o reagente, para maior sensibilidade do mesmo, de acordo com as
intrucdes do fabricante. O calculo da percentagem de células viaveis foi realizado de acordo

com as instru¢des do fabricante (equacéo 1).

Equacédo 1 — Formula para o célculo da % de viabilidade celular; consiste na percentagem da
diferenca entre células tratadas e as células de controlo ndo tratadas para ensaios de
citotoxicidade.

(e0x)A2A4; — (e0x)A1AA;

x 100
o o
(0x)A1A°4; — (g0x) 1244
Legenda:
Cox = Concentragdo de alamarBlue® na forma oxidada
€ox = Coeficiente de extingdo molar de alamarBlue® na forma oxidada A1 =570nm
A = Absorvéncia dos pogos do teste A2 =600nm

A° = Absorvéncia dos pocgos de controlo positivo de crescimento celular.
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Para célculo da concentracdo inibitoria 50 (ICso) de cada farmaco, os valores da viabilidade
celular calculados em percentagem (%) em cada pogo, foram representados graficamente
versus a concentracdo de farmacos testados. O valor de ICs foi calculado utilizando uma

equacao logaritmica com o auxilio do programa GraphPad Prism 6, verséo 6.01 (2012).

3.1.2. Avaliacédo da citotoxicidade do iHDAC selecionado e da doxorrubicina — forma
livre e encapsulados em lipossomas

Para estes ensaios, foi selecionada a linha celular de linfoma canino CLBL-1. O protocolo
inicial decorreu conforme descrito no ponto anterior.

Foram semeadas cerca de 6x10* células, a uma viabilidade de 90%, por po¢o numa placa de
96 pogos, em 100uL de meio RPMI suplementado com 10% de FBS. Os farmacos citotoxicos
foram introduzidos em cada poco segundo um gradiente de concentracdes crescente entre
1,6nM e 1680nM para o iIHDAC selecionado em forma livre e encapsulado em lipossomas, e
entre 78nM e 50000nM para a doxorrubicina em forma livre e encapsulada em lipossomas.
As diferentes concentracdes, foram obtidas por uma diluicdo de 1:2 entre cada. A avaliacdo

dos efeitos citotdxicos foi realizada de acordo com o mencionado no ponto anterior.

3.1.2.1. Avaliagao da citotoxicidade em func&o do tempo de exposigao

Este ensaio foi realizado com o propdésito de avaliar os efeitos citotdxicos dos farmacos
encapsulados em lipossomas com folatos associados, em diferentes momentos temporais de
exposicao.

O protocolo para este ensaio é idéntico aos anteriores, no entanto, os farmacos utilizados
foram o iIHDAC em formulacéo livre, em lipossoma com PEG e em lipossoma com folatos
associados ao PEG (PLFo) e ainda dois controlos negativos com lipossomas com PEG vazios
e lipossomas com folatos associados ao PEG igualmente vazios. Foram realizados trés
tempos de exposicao — 3 horas, 6 horas e 24 horas — com os farmacos. Ao final de cada
tempo de exposicdo, cada placa foi centrifugada a 400g durante 10 minutos para posterior
remocdo da solugdo com os farmacos. De seguida introduziu-se o mesmo volume,
anteriomente removido, de reagente AlamarBlue® diluido a 10% em RPMI (20uL de
AlamarBlue em 190uL de meio). Os restantes passos para determinacao da viabilidade celular

foram realizados de acordo com o protocolo descrito no ponto 3.1.1.
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3.2. Ensaio de citotoxicidade em células aderentes — otimizacdo do protocolo
experimental

Uma vez que ainda nédo tinham sido realizados ensaios de citotoxicidade na linha celular U87
foi necesséario otimizar algumas condi¢gdes do procedimento experimental tais como o0 nimero
de células a semear por poco e o tempo de incubacdo dos farmacos citotéxicos.

Para otimizacao do numero de células foram realizados trés ensaios com diferentes nimeros
de células por pocgo: 2x103, 5x10° e 6x10% em placas de 96 pocos. As células foram semeadas
em 200uL de meio DMEM por poc¢o e posteriormente incubadas em estufa de CO, durante
24h. De seguida substituiu-se o meio de cultura das células por meio DMEM com as diferentes
concentragdes dos diferentes farmacos — doxorrubicina, IHDAC em forma livre, encapsulado
em lipossomas com PEG e PLFo. Foram aplicadas concentracdes crescentes entre 0,1uM e
100uM para a doxorrubicina e entre 0,1uM e 25uM para o IHDAC livre e respetivas
formulacdes lipossomais, com uma diluicdo de 1:2 entre cada. Apos 72h de tratamento,
removeu-se 0 meio com as diferentes concentra¢des dos farmacos e adicionou-se 200uL de
meio DMEM com 10% de AlamarBlue® e procedeu-se a incubacdo das células durante 24h.
Os passos seguintes foram executados conforme anteriormente descrito para os ensaios de
citotoxicidade em células de suspensao.

De modo a otimizar a duragéo do tratamento, os ensaios foram iniciados conforme descrito
no paragrafo anterior, com 5x102 células semeadas por poco. Os dois periodos de tratamento
das células avaliados foram de 24 horas e 72 horas. Os passos seguintes para determinacao
da viabilidade celular decorreram também conforme descrito anteriormente nos ensaios de

citotoxicidade de células em suspensao.

4. Avaliacdo da inducao de acetilacdo da Histona 3 pelos iHDAC

4.1. Preparacao das amostras

Neste ensaio, as células da linha 17-71 foram colocadas numa placa de 96 pocos e tratadas,
segundo o protocolo anteriormente descrito no ponto 3.1.1. com os farmacos iHDAC — CI-994,
panobinostat, SAHA, SBHA, scriptaid, trichostatin A e tubacina — a uma concentracdo de
20uM e, para o controlo negativo, com meio RPMI. Apés o tratamento, as células foram
colhidas para microtubos de centrifugacado, centrifugadas a 400g durante 10 minutos e

lavadas com PBS (1mL cada microtubo); repetindo duas vezes este processo de lavagem.

4.2. Extracéo de proteina

Apos a lavagem, as células foram lisadas com 50uL de radio imunoprecipitation assay buffer
(RIPA buffer) (25mM TrisHCL pH 7.6, 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodiumdeoxycholate,
0.1% SDS) suplementado com cocktail de protease inibidora (Roche), para extracdo da
proteina total, e incubadas, em gelo, a cerca de 4°C por 30 minutos. Apds centrifugacédo a

13000g durante 15 minutos a 4°C, recolheu-se o sobrenadante que foi criopreservado a -20°C.
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4.3. Quantificacéo de proteina

A quantificacdo da proteina extraida foi realizada através do método de Bradford adaptado
(Walker & Kruger, 2002). Resumidamente, foram adicionados 2uL de amostra ao reagente
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, USA)
previamente diluido a 1:4 (em PBS) e incubou-se por 5 minutos ao abrigo da luz. A leitura da
fluorescéncia foi feita no espetrofotometro FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH) a uma
excitacdo de 600nm e emissado de 620nm. Foram obtidas as concentracfes de cada amostra

pelo método de Bradford.

4.4. SDS-PAGE

Para a separacéo do extrato de proteina total foi realizado um SDS-PAGE 15%. As amostras
foram preparadas atendendo a concentracéo obtida pelo método de Bradford adaptado, para
cada amostra, de modo a obter 15ug de proteina por pog¢o do gel, numa solugdo de amostra
e PBS até perfazer um volume de 15uL. A cada amostra, juntou-se 5uL de loading buffer antes
de serem aquecidos a 100°C durante 5 minutos. Os 9 pocos do gel foram carregados com
cerca de 20uL da amostra anteriormente preparada e 6uL de marcador para corrida com a

duracéo de cerca de uma hora, a 180volts.

4.5. Western blot

A transferéncia para membrana de nitrocelulose, foi feita a 250 miliamperes (mA) a cerca de
4°C, durante 60 minutos. Apoés transferéncia, as membranas foram blogueadas com leite a
5% (em PBS1x/Tween 20 0,20%) durante a noite. No dia seguinte, prosseguiu-se a lavagem
das membranas 3 vezes com PBS para posterior incubagcdo das mesmas com os seguintes
anticorpos primarios: anti-acetil-histona H3 (Lys9, Lys14) (anticorpo policlonal de coelho, a
uma diluicdo de 1:2500 em leite a 1%, ThermoScientific) numa das membranas e anti-histona
H3 (anticorpo policlonal de coelho, a diluicdo de 1:2000 em leite a 1%, ThermoScientific)
noutra, durante uma hora a temperatura ambiente. Por ultimo, apos a lavagem para remocao
dos anticorpos anteriormente referidos, incubaram-se as membranas com o0 anticorpo
secundério 1gG anti-coelho Peroxidase-AffiniPure (anticorpo policlonal de cabra, Jackson
ImmunoResearch, a uma diluicdo de 1:10000 em leite a 1%) em ambas as membranas,
durante uma hora a temperatura ambiente. Efectuou-se a revelacdo das proteinas por
quimioluminescéncia com Luminata Forte Western HRP (da Merck Milipore), apés a lavagem
das membranas com PBS1x/Tween 20 (0,20%) e, posteriormente, a sua detecdo através do

ChemiDoc XRS + sistema de imagem (Bio-rad).
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5. Anélise estatistica

Para cada farmaco realizaram-se pelo menos 3 ensaios independentes em pogos duplicados.
A analise estatistica dos ensaios de citotoxicidade foi efetuada através do software R versao
3.5.0. (2018) e da interface grafica Rcmdr (Rcommander). A distribuicdo normal das variaveis
foi confirmada pelo teste Shapiro-Wilk. Foram realizados testes de estatistica descritiva para
as variaveis em estudo que eram quantitativas continuas. Apés transformacao dos dados para
a escala logaritmica, foi aplicado um teste paramétrico para analise da variancia (ANOVA —
analysis of variance), uma vez que se tratam de varidveis quantitativas independentes e que
era pretendido a andlise entre mais do que duas variaveis. Por Gltimo, como complemento a
ANOVA, foi realizado o teste de Tukey para identificacdo das médias que diferem
significativamente entre si, tomadas duas a duas. O intervalo de confianca para os testes

estatisticos foi de 95%, tendo sido considerado significativo um valor de p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliacdo do efeito citotoxico dos iHDAC na linha celular 17-71

Para avaliacdo do potencial efeito citotoxico dos iIHDAC numa linha celular de Linfoma Canino
— 17-71 - foi testada uma biblioteca composta por sete farmacos: CI-994, SAHA, SBHA,
scriptaid, panobinostat, trichostatin A e tubacina. A linha celular 17-71 de Linfoma Canino foi
selecionada para a comparacéao e validacao de resultados anteriormente obtidos e publicados
pelo grupo de investigacao noutra linha celular de Linfoma Canino bem caracterizada, a CLBL-
1 (Dias et al., 2018). Para a tubacina, ndo foi possivel obter uma concentracéo suficientemente
alta para poder ser realizado o ensaio de citotoxicidade na linha 17-71 tendo sido apenas
possivel realizar a andlise western blot. Por este motivo, ndo estdo representados 0s
resultados dos ensaios de citotoxicidade relativos a este farmaco nas duas linhas celulares.
De acordo com os resultados obtidos (figuras 6 e 7), todos os compostos apresentados
demonstraram uma inibicdo dose-dependente sobre a proliferacdo celular das 17-71, em
contraste com os valores obtidos nas células de controlo negativo — tratadas apenas com meio

de cultura — nas quais ndo foram observados efeitos da inibicdo da proliferacéo celular.

Figura 6 — Representagéo gréfica: efeito citotoxico de CI-994, SAHA e SBHA.
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Legenda: (A) CI-991, (B) SAHA e (C): SBHA,; Para SAHA e SBHA, néo possivel obter uma tendéncia
logaritmica o que impossibilitou, por sua vez, o calculo dos respetivos ICso.

Figura 7 — Representacao grafica: efeito citotoxico de scriptaid, trichostatin A e panobinostat.
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Legenda: (A) scriptaid, (B) trichostatin A e (C) panobinostat.
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A resposta das células aos iIHDAC foi semelhante nas duas linhas celulares (tabela 6). Os
farmacos com maior efeito citotdxico observado foram, em ambas as linhas celulares: o
panobinostat, trichostatin A e o scriptaid. Pela tabela 6, pode constatar-se que o panobinostat
€ o farmaco que apresenta um menor ICsp 0 que corresponde a um maior efeito de
citotoxicidade em ambas as linhas celulares comparativamente aos restantes farmacos

avaliados.

Tabela 6 — Valores dos ICso (em nM) obtidos nas duas linhas celulares de linfoma canino (17-
71 e CLBL-1).
Linhas Celulares de Linfoma Canino

ICs0 (NM)
iHDAC 17-71 CLBL-1
Cl-994 114291,5 + 6320,8 2434,0 + 36,1
SAHA N.C.t 1780,0 £19,1
SBHA N.C.t 1049,0 £ 43,8
Scriptaid 1654,5 + 149,2 218,0+8,4
Panobinostat 22,4 +3,4 54+0,5
Trichostatin A 312,4 +£61,9 67,0+7,5

1 - N.C.: valor nao calculavel

Quanto aos trés farmacos com maior efeito citotdxico observado, os valores de ICso obtidos
na linha 17-71, revelam-se mais altos que os valores de ICso obtidos em CLBL-1 — ou se€ja,
7,6 vezes para o scriptaid, 4 vezes para o panobinostat e de 5 vezes para trichostatin A (tabela
6 e figura 7). Estas varia¢des nos resultados poderao dever-se a presenca de subpopulacdes
celulares, diferentes das células de linfoma canino, que poderao ter diferentes sensibilidades
aos farmacos aplicados nos ensaios realizados. Um estudo anterior detetou uma
subpopulacédo de células estaminais — de cerca de 4,07% — na linha celular de linfoma canino
17-71, que sobrexpressam um transportador ABC responsavel por resisténcia a multiplos
farmacos. No entanto, devido a aspetos metodoldgicos néo foi confirmada tal suposi¢éo (Kim,
D’Costa, Suter, & Kim, 2013).

O efeito citotoxico dos iIHDAC foi avaliado e observado em diversas linhas celulares tumorais,
incluindo linhas celulares de tumores hematopoiéticos (Chun, 2015). Posto isto, rapidamente
se seguiram investigagdes in vitro e in vivo tendo em vista a aprovacdo destes compostos
como farmacos terapéuticos oncolégicos. Alguns iHDAC foram ja aprovados pela FDA, como
exemplos: SAHA/orinostat para o tratamento de linfoma cutadneo de células T (Lee et al.,
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2015) e panobinostat/Farydak® para mieloma multiplo (Raedler, 2016), também aprovado
pela EMA em 2015 (Tzogani et al., 2018).

De acordo com o conhecimento da autora, até data, o presente estudo e os estudos realizados
pelo grupo de investigagéo (Dias et al., 2018) foram os primeiros a avaliar os efeitos dos
iIHDAC em células de linfoma canino. Os resultados observados nestes ensaios
demonstraram efeitos de inibicdo da proliferacdo celular dos iIHDAC em linfoma canino.
Contudo, para a linha celular 17-71 sera necessario a realizacao de ensaios de citotoxicidade
com concentragdes iniciais mais altas para os farmacos SAHA e SBHA. O panobinostat, com
um ICso na ordem dezenas de nM obtido em 17-71 e na ordem das unidades de nM obtido em
CLBL-1, revelou ser o fArmaco mais citotoxico do painel de iIHDAC avaliado, em ambas as
linhas celulares.

1.1. Avaliacdo dainducéao de acetilacdo da Histona 3 pelos iHDAC

Para confirmacdo de um dos mecanismos de acdo priméario dos iIHDAC foi realizado um
western blot para pesquisa da presenca de histona 3 (H3) acetilada nas células tratadas e
comparacgdo com a presenca de H3. Os resultados da analise western blot (figura 8) indicam
que ocorre acetilagdo das células 17-71 tratadas com CI-994, panobinostat, SAHA, SBHA,
scriptaid, trichostatin A e tubacina em relacéo ao controlo negativo de células tratadas apenas
com meio RPMI. E observada uma acetilacdo da H3 mais acentuada para os farmacos
panobinostat, scriptaid e trichostatin A, tal como observado também nos ensaios de

citotoxicidade. A tubacina apresentou um nivel inferior de acetilagdo da H3.

Figura 8 — Acetilagéo da histona H3 induzida pelos iHDAC, western blot.
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Legenda: Linha celular 17-71 tratada com farmacos iHDAC — CI-994, panobinostat, SAHA, SBHA,
scriptaid, trichostatin A e tubacina — para controlo negativo foi utilizado meio RPMI.
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As HDAC tém sido investigadas como alvo de terapia oncoldgica uma vez que ha evidéncias
da sua influéncia em estados de aberragéo epigenética associadas ao desenvolvimento das

neoplasias (Bolden et al., 2006).

Os resultados observados sugerem que € induzido um efeito de acetilagdo da H3 pelos
farmacos inibidores das HDAC. Observou-se um maior estado de acetilagcdo da H3 induzido
pelos farmacos: panobinostat, trichostatin A e scriptaid, que anteriormente demonstraram
maior efeito citotdxico nos ensaios de citotoxicidade. Assim, o estado de acetilacdo da
proteina H3 causado pelos diferentes farmacos é concordante com os seus efeitos
observados in vitro. As diferencas observadas poderdo estar dependentes da especificidade

dos compostos para os diferentes tipos de enzimas HDAC e suas fun¢gbes (Chun, 2015).

2. Desenvolvimento de lipossomas — encapsulagdo de farmacos

Tendo sido identificado o farmaco mais potente dos IHDAC testados — panobinostat — o passo
seguinte consistiu no desenvolvimento de lipossomas para encapsulacdo deste farmaco. As
caracteristicas fisico-quimicas, incluindo a eficiéncia de encapsulagdo dos farmacos nos
lipossomas, encontram-se apresentadas na tabela 7. Os lipossomas de panobinostat
apresentam eficiéncias de encapsulagéo relativamente menores que os observados para 0s

lipossomas de doxorrubicina.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas desenvolvidos.

[farmacoflip] it [farmaco/lip] f2 E.E3  Tamanho médio ZetaPot’

(ng/pmol (umol/ml) (%) (bm) (P1) (mv)
5
DARPEG 47 28 60 0,11 (<0,100) 5:1
ote
29Lote 27 22 81 0,13 (<0,150) 241
PAN-PEG®
LoLote 23 14 61 0,11 (<0,100) -4+1
2°Lote 27 9 32 0,13 (<0,060) -3+1
PAN-PEG-Fol’ 42 19 43 0,12 (<0,050) -2+1
_ 8
LIP PEl?Lote n.a. n.a. n.a. 0,11 (<0,100) -4+1
2°L ote n.a. n.a. n.a. 0,12 (<0,100) -3+1
PEG-Fol®° n.a. n.a. n.a. 0,13 (<0,100) -3%1

1— Concentragéo de farmaco por lipossoma, inicial
2 — Concentragédo de farmaco por lipossoma, final
3 — Eficiéncia de encapsulacao

4 — Potencial Zeta

5 — Doxorrubicina em lipossoma PEG

6 — Panobinostat em lipossoma PEG

7— Panobinostat em lipossoma com PEG e folatos
8 — Lipossoma vazio PEG

9 — Lipossoma vazio com PEG e folatos
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3. Avaliacdo da atividade citotéxica dos farmacos encapsulados em lipossomas

3.1. Linfoma Canino - linha celular CLBL-1

Por terem sido obtidos resultados mais constantes em ensaios citotoxicos na linha celular
CLBL-1, foi escolhida esta linha para avaliagdo da atividade citotoxica dos farmacos
encapsulados em lipossomas.

Neste ensaio pretendeu-se avaliar se a atividade citotoxica dos farmacos se mantém ou se é
alterada pela sua encapsulacdo em lipossomas. Para comparacdo dos resultados para o
panobinostat — em forma livre e encapsulada — foram realizados ensaios de citotoxicidade
com doxorrubicina, também encapsulada em lipossomas e em forma livre, uma vez que é um
farmaco convencionalmente utilizado na quimioterapia oncoldgica e, para além disso, a sua
formulacdo em lipossomas foi aprovada pela FDA e pela EMA, encontrando-se
comercialmente disponivel (O’Brien, 2004; Tzogani et al., 2018).

Na figura 9 sdo apresentados graficos representativos dos trés ensaios realizados com cada
um dos farmacos, na tabela 8 os respetivos valores da média e desvio padrdo do ICs €

respetiva andlise estatistica apresentada nas tabelas 9 e 10, figura 10 e no ANEXO II.

Figura 9 — Representacdo gréfica do efeito citotoxico de panobinostat e doxorrubicina, na
linha CLBL-1.
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Legenda: efeitos de doxorrubicina e panobinostat na sua forma livre (A e C, respetivamente) ou
encapsulados em lipossomas (B e D, respetivamente).
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Tabela 8 — Valores dos ICso (em nM) obtidos para cada formulagéo testada na linha CLBL-1.

ICso0 (NM)

Doxorrubicina 1050,0 £ 999,4

Lipossoma doxorrubicina 6752,3 + 4081,3

Panobinostat 20,1+3,8

Lipossoma panobinostat 150+£4,9

Figura 10 — Diagrama caixa-de-bigodes para representacdo da distribuicdo dos valores ICs
relativos aos diferentes farmacos.
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Uma vez que os valores de ICsq obtidos para cada farmaco demonstraram uma distribuicéo
normal — p=0,157 para o panobinostat livre; p=0,055 para lipossoma com panobinostat;
p=0,347 para a doxorrubicina livre; p=0,359 para lipossoma com doxorrubicina (ANEXO II) —
foi aplicado um teste ANOVA para andlise da variancia dos resultados. Com este teste
estatistico, observou-se que existe pelo menos uma diferenca entre os grupos de farmacos
analisados, com um valor de p<0,001 (tabela 9). Para identificar as médias que diferem entre

si, foi aplicado um teste de Tukey como complemento a ANOVA (tabela 10).
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Tabela 9 — Analise da variancia do ICso dos farmacos avaliados no ensaio de citotoxicidade —
doxorrubicina livre, doxorrubicina encapsulada em lipossomas, panobinostat livre e
panobinostat encapsulado em lipossomas.

Graus de Soma dos Médiados Valor de Nivel de

Liberdade quadrados quadrados F significancia
Farmacos 3 14,476 4,825 70,42 0,0000043***
Residuos 8 0,548 0,069 - -

Cédigos de significancia:
0-*=; 0,001-* 0,01-* 0,05-.

Tabela 10 — Teste de Tukey para identificacdo das médias que diferem entre si

Erro

Estimativa Padrio Valor t Pr (>|t])
Doxorrubicina — Lipossoma Doxo. -0,8988 0,2137 -4,206 0,0127*
Lipossoma Panob. — Lipossoma Doxo. -2,6181 0,2137 -12,250 <0,001***
Panobinostat - Lipossoma Doxo -2,4817 0,2137 -11,612 <0,001***
Lipossoma Panob. — doxorrubicina -1,7192 0,2137 -8,044 <0,001***
Panobinostat — doxorrubicina -1,5829 0,2137 -7,406 <0,001***
Panobinostat — Lipossoma Panob. 0,1363 0,2137 0,638 0,917

Cddigos de significancia:
0-*= (0,001-*; 0,01-* 0,05-.

O valor de ICspda doxorrubicina encapsulada em lipossomas observa-se ser maior que o valor
de ICso da doxorrubicina livre (tabela 8) com uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0,0127) (tabela 10). Esta observacdo sugere um menor efeito de citotoxicidade da
doxorrubicina encapsulada em lipossomas face a doxorrubicina livre. Estes resultados estdo
de acordo com os reportados em estudos anteriores (Menezes, Pilarski, & Allen, 1998).
Pelos gréaficos representados na figura 9, observou-se que o valor médio de ICsy do
panobinostat em lipossomas foi ligeiramente inferior em comparagcédo com a formulacéo do
farmaco livre. No entanto, a diferenca observada ndo foi estatisticamente significativa
(p=0,917) (tabela 10).

Os valores de ICsp de panobinostat (tabela 8), foram cerca de 36,5 vezes inferiores que os
valores de doxorrubicina, tendo sido observado com o teste Tukey de que existe uma
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diferenca estatisticamente significativa (p<0,001) entre estes dois farmacos (tabela 10). Estes
resultados sugerem que in vitro, na linha celular CLBL-1, o panobinostat apresenta um maior
efeito citotoxico do que a doxorrubicina.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a eficacia do panobinostat como
composto citotoxico em linhas celulares de linfoma canino, mesmo sendo encapsulado em
lipossomas. Além disso, de acordo com os resultados apresentados nas tabelas 8, 9 e 10,
este apresenta um menor ICsp, na ordem dos nM, face ao ICso da doxorrubicina, na ordem dos
WM. Estes resultados sugerem que o panobinostat revela ser um farmaco mais citotéxico que
a doxorrubicina — um dos farmacos convencionalmente aplicados em protocolos
guimioterapicos para o tratamento de linfoma canino. Um estudo realizado em células de
anemia mieloide aguda humana, no qual se observou um efeito de inibicdo sinérgica da
proliferacdo celular com os farmacos panobinostat e doxorrubicina, sugere a utilidade da
associacao destes farmacos para um efeito anti-tumoral mais eficaz (Maiso et al., 2009).
Quanto ao panobinostat encapsulado em lipossomas, os resultados in vitro sugerem nédo
haver diferencas no efeito de citotoxicidade em comparacdo com a sua forma livre. Em
ensaios clinicos realizados no Homem, a administracdo de panobinostat originou efeitos
secundarios como diarreia, fadiga, nauseas, edema periférico, inapeténcia, vémitos, piréxia,
arritmias, perda de peso e sinais hematoldégicos como trombocitopénia, neutropénia,
linfopénia e anemia (San-Miguel et al., 2014). Assim, a encapsulacdo do panobinostat em
lipossomas podera trazer vantagens como o aumento da eficacia e redugdo de efeitos
secundarios, tal como foi observado em caes tratados com doxorrubicina encapsulada em
lipossomas (Vail et al., 1997). No entanto, serdo necessarios mais ensaios para avaliagdo do
efeito anti-tumoral do panobinostat encapsulado em lipossomas in vivo e das suas vantagens
em relacdo ao farmaco na forma livre.

Uma vez que foi conseguida uma encapsulacao eficiente dos lipossomas com panobinostat e
gue foram observados efeitos de citotoxicidade semelhantes aos do farmaco na sua forma
livre, prosseguiu-se para a avaliacdo da influéncia da associagéo de folatos aos lipossomas

como forma de direcionamento especifico dos lipossomas para as células neoplésicas.
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3.1.1. Avaliacéo da citotoxicidade do panobinostat encapsulado em lipossomas com
folatos

Com o objetivo de desenvolver um lipossoma que permita um direcionamento especifico para
as células neoplasicas foram realizados ensaios de citotoxicidade na linha celular CLBL-1
para avaliar os efeitos do panobinostat encapsulado em lipossomas com folatos (PLFo0).
Para tal, foram realizados 3 ensaios independentes, dos quais foi escolhido um gréafico
representativo dos resultados obtidos (figura 11). O valor da média e desvio padrdo do ICso
obtido para cada farmaco encontram-se representados na tabela 11 e figura 13. Foram
aplicados os mesmos testes estatisticos anteriormente referidos (tabelas 12 e 13, figura 13 e
ANEXO 1lI).

Os valores de ICs obtidos para os trés farmacos demonstram um efeito citotoxico semelhante
entre os trés farmacos. No entanto, a diferenca entre os valores de ICsp obtidos para o PLFo
e 0 panobinostat livre — cerca de 2 vezes menor — revelou-se ser estatisticamente significativa

com um valor de p=0,018 (figura 12 e tabelas 11, 12 e 13).

Figura 11 — Representacdo grafica do efeito citotéxico de panobinostat para estudo do
direcionamento aos recetores de folatos.
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Legenda: (A) panobinostat livre, (B) panobinostat encapsulado em lipossomas e (C) panobinostat em
lipossomas.

Tabela 11 — Valores dos ICso (em nM) obtidos para cada formulacdo testada em CLBL-1.

ICs0 (NM)

Panobinostat livre 20,1+38

Panobinostat encapsulado em lipossomas 15,0+£4.,9

Panobinostat encapsulado em lipossomas 10,6 +1,2
com folatos
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Figura 12 — Imagem representativa do ensaio de citotoxicidade na linha celular de linfoma
canino CLBL-1.

Legenda: linha 1 — células tratadas com panobinostat livre; linha 2 — células tratadas com panobinostat
em lipossoma com PEG; linha 3 — células tratadas com panobinostat em lipossoma com PEG e folatos;
linha 4 — controlo negativo de células tratadas com lipossomas com PEG e folatos sem farmaco; linha
N — controlo negativo de células tratadas com meio RPMI.

Figura 13 — Diagrama caixa-de-bigodes para representacdo da distribuicdo dos valores de
ICso relativos aos ensaios de citotoxicidade na linha CLBL-1.
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Tabela 12 — Andlise da variancia do efeito citotéxico do panobinostat e dos lipossomas de
panobinostat, com e sem folatos, avaliados na linha CLBL-1

Graus de Soma dos Média dos Nivel de

Liberdade quadrados  quadrados Valor de F  significancia

Farmacos 2 0,137 0,068 7,776 0,0216*

Residuos 6 0,053 0,009 - -

Cddigos de significancia:
0 -** 0,001-*; 0,01-* 0,05-.

Tabela 13 — Teste de Tukey para identificacdo das médias que diferem entre si

. . Erro
Estimativa Padrio Valor t Pr (>[t])
Lipossoma panobinostat — folatos 0,165 0,077 2,158 0,158
Panobinostat — folatos 0,302 0,077 3,937 0,018*
Panobinostat — Lipossoma 0,136 0,077 1,780 0,254

panobinostat

Cddigos de significancia:
0-*=; 0,001-*; 0,01-* 0,05-.

Os folatos sdo moléculas amplamente investigadas no ambito da terapia oncoldgica.
Permitem a internalizagdo de farmacos quimioterapicos em células neoplasicas por intermédio
dos recetores de folatos. Para além disso, sdo moléculas pouco imunogénicas e faceis de
manipular para conjugacao com outras estruturas, como os lipossomas (Reddy et al., 2007;
Shmeeda et al., 2006).

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que apesar dos valores de ICso para 0s
lipossomas PEG com e sem folatos ndo serem significativamente diferentes, parece haver
vantagem na aplicacdo de folatos como meio de direcionamento em comparagdo com o
farmaco na forma livre. Estes resultados sdo concordantes com os obtidos num estudo de
citotoxicidade in vitro realizado em células de carcinoma cervical humano (células KB), no
gual os valores de ICsy se revelaram semelhantes entre ambas as formulagdes de
doxorrubicina em lipossomas com e sem folatos (Scomparin et al., 2015). Contudo, apesar de
uma diferenca entre os ICsg ndo estatisticamente significativa, Scomparin (2015) observou
gue a internalizacdo dos lipossomas com folatos ocorre mais rapidamente que a
internalizacdo dos lipossomas sem folatos.

Segundo Parker et al (2005), o linfoma de células B humano, como tumor primario, néo
apresenta uma grande sobrexpresséo de recetores de folatos. Como tal, serdo necessarios

mais estudos para confirmar tanto a sobrexpressao de recetores de folatos nas células de
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linfoma canino, como a internalizacdo dos folatos e se estes serdo responsaveis por uma
maior rapidez no processo de uptake celular para posteriormente serem estudados 0s seus

efeitos e vantagens in vivo.

3.1.2. Avaliacdo da citotoxicidade em funcdo do tempo de exposicdo — diferentes
formulacdes de panobinostat

Com o objetivo de avaliar as diferencas no efeito de citotoxicidade — de panobinostat,
lipossomas de panobinostat e PLFo, em funcdo do tempo de exposi¢do — foram realizados
ensaios de citotoxicidade com as trés formulacbes em diferentes tempos de exposicdo — 3
horas (figura 14), 6 horas (figura 15) e 24 horas (anteriomente apresentado — figura 11).
Comparando os resultados obtidos nos diferentes tempos de incubacao (figura 14 e 15)
observa-se uma diminuicdo dos valores de ICso das trés formulacdes de farmacos ao longo
dos trés tempos de incubacao (tabela 14).

Para um tempo de exposi¢cdo de 3 horas (figura 14) foi observado um valor de ICso de PLFoO
cerca de 2 vezes menor em relacdo ao valor de panobinostat livre e cerca de 2,1 vezes menor
gue o valor de panobinostat em lipossomas sem folatos. Para controlo negativo, foi também
testada uma formulacéo de lipossomas com PEG associados a moléculas de folatos sem
farmaco (lipossomas vazios). Como esperado, os lipossomas sem farmaco nao apresentaram
efeito citotoxico sobre a linha celular. No entanto, foi observada alguma variagao nos valores
de viabilidade celular que podera ser atribuida as diferentes concentracées de meio RPMI em
cada poco. O tempo de tratamento testado neste ensaio ndo foi suficiente para reduzir a
viabilidade celular a menos de 50% em todos os farmacos utilizados.

Para um tempo de exposi¢céo de 6 horas (figura 15), as diferencas entre os ICsp das diferentes
formulacdes de panobinostat foram semelhantes as obtidas para um periodo de exposi¢céo de
3 horas. Neste ensaio, foi possivel obter uma reducéo da viabilidade celular até 41% para
cada farmaco.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem haver um aumento do efeito citotdxico ao
longo do tempo, uma vez que apds um periodo de exposicdo precoce de 3h ja é verificado o
efeito de inibicdo da proliferacdo celular pelo panobinostat. Nos trés tempos de incubacao é
obtido um valor de ICso mais baixo para o PLFo do que para o farmaco em lipossomas sem
folatos, mas semelhante aos valores obtidos para o farmaco livre.

Varios estudos tém sido feitos acerca da internalizagéo de farmacos e de nanotransportadores
mediada por recetores de folatos (Gabizon et al., 1999). Num estudo realizado em células de
carcinoma do colo do utero humano, foi observado e confirmado que ocorre uma
internalizacdo celular mais seletiva e rapida de lipossomas com doxorrubicina direcionados
para os recetores de folatos comparativamente com lipossomas néo direcionados (Scomparin
et al., 2015). Assim, os resultados observados neste estudo sugerem que podera haver uma

vantagem na aplicagdo de folatos como forma de direcionamento, no entanto, serao
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necessarios mais estudos para uma fundamentacao estatistica. Serdo também necessarios
mais estudos para apurar vantagens como a eficicia e a rapidez da internalizacdo dos

lipossomas direcionados aos recetores de folatos.

Figura 14 — Ensaio de citotoxicidade de panobinostat encapsulado em lipossomas para um
tempo de exposi¢do de 3h, na linha CLBL-1.
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Legenda: (A) panobinostat livre, (B) panobinostat encapsulado em lipossomas com PEG, (C)
panobinostat encapsulado em lipossomas com folatos associados ao PEG e (D) formulacdo de
lipossomas vazios.
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Figura 15 — Ensaio de citotoxicidade de panobinostat encapsulado em lipossomas para um
tempo de exposicao de 6 horas, na linha CLBL-1.
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Legenda: (A) panobinostat livre, (B) panobinostat encapsulado em lipossomas com PEG, (C)
panobinostat encapsulado em lipossomas com folatos associados ao PEG;

Tabela 14 — Valores de ICso (média e desvio padrdo, em nM) obtidos para cada formulacao
testada na linha CLBL-1 a diferentes tempos de exposi¢ao: 3h, 6h e 24h.

Panobinostat livre Lipossoma panobinostat PLFo!
3h 7358,5 + 2479,8 5919,0 + 3879,2 4160,0 + 1904,9
6h 695,6 + 1724 265,8 £ 35,0 175,5+44,1
24h 20,1+3,8 15,0+4,9 106+1,2

1. PLFo — Panobinostat em lipossomas PEG com folatos
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3.2. Glioblastoma humano - linha celular U87

O glioblastoma é uma das neoplasias cerebrais com grande insucesso terapéutico (Hou et al.,
2006). Uma das principais dificuldades da terapia convencional neste tipo de neoplasias
prende-se com o acesso ao local onde se encontram as células tumorais. Como exemplo,
guanto a quimioterapia, a barreira hematoencefalica pode ser um dos entraves a acumulacéo
de uma concentracdo efetiva de farmaco no local da neoplasia. Outro exemplo é o da
resisténcia a quimioterapia, para a qual surge a necessidade da investigacdo de tratamentos
mais potentes e eficazes que a possam superar (van Tellingen et al., 2015). Para tal, os
lipossomas como um sistema de entrega de farmacos com grande atividade citotéxica — por
exemplo, o panobinostat — poderédo ser uma ferramenta vantajosa para o tratamento deste
tipo de neoplasias cerebrais.

Para além das linhas celulares de linfoma, incluidas no projecto de Linfoma Canino, séo
também exploradas pelo grupo de investigacédo outras linhas celulares tumorais que incluem
tumores cerebrais no Homem. Para tal, considerando o potencial do farmaco panobinostat
nas linhas celulares de linfoma canino, foi avaliado o seu efeito numa linha celular de
glioblastoma humano, U87 — na sua forma livre e encapsulado em lipossomas.

Num primeiro ensaio de citotoxicidade avaliaram-se os efeitos citotdxicos do panobinostat e
doxorrubicina na sua forma livre, na linha celular U87 (figura 16). Neste ensaio observou-se

um maior efeito citotoxico do panobinostat em relacéo a doxorrubicina.

Figura 16 — Ensaio de citotoxicidade com panobinostat e doxorrubicina na forma livre, na
linha U87.
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Contudo, surgiu a necessidade de otimizar algumas condi¢des do protocolo experimental para
poder testar o efeito do panobinostat encapsulado em lipossomas, uma vez que se trata de
uma linha celular diferente das linhas de células em suspenséo avaliadas nos ensaios de

citotoxicidade anteriores.
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3.2.1. Otimizac¢&o do protocolo experimental — nimero de células semeadas por pogo

Ap0s observacdo da eficacia do panobinostat nesta linha celular, realizaram-se ensaios de

citotoxicidade para otimizacdo do protocolo experimental quanto ao nimero de células, com

0 panobinostat em forma livre.

Com base em estudos realizados em células U87 (Polyak et al., 2011), foram utilizadas trés

concentracdes diferentes de células — 2x10%, 5x10° e 6x10* — por poco (figura 17).

Para os trés diferentes numeros de células por poco testados, observou-se que a

concentracao celular aplicada no ensaio que melhor permitiu averiguar os efeitos do farmaco

foi de 5x10° células/poco (figura 17). Quanto aos ICso obtidos, foi também obtido um menor

valor de média e desvio padréo para as 5x10° células/poco (tabela 15).

Figura 17 — Otimizacdo do nimero de células semeadas por poco, para o ensaio de
citotoxicidade com panobinostat na forma livre.
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Neste ensaio foram testados os efeitos citotéxicos de panobinostat em U87 com diferentes nimeros
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Tabela 15 — Valores de ICso obtidos para o panobinostat avaliado nos diferentes nimeros de
células semeadas por poco

Numero de células por pogo

ICs0 (NM)

2x10° 12142,5 +£1002,0
5x10° 1686,0 + 8,5
6x10* 21498,0 = 5275,0
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3.2.2. Otimizacé&o do protocolo experimental —tempos de exposi¢ao

Apéds otimizagdo do numero de células prosseguiu-se para ensaios de citotoxicidade com
panobinostat em forma livre e encapsulado em lipossomas, com e sem folatos com 5x10°
células semeadas por poco. Tendo em conta as condi¢cdes da experiéncia realizada por
Polyak (2011), foram realizados, no presente estudo, ensaios para otimizacado do tempo de
tratamento — 24 horas e 72 horas — (figuras 18 e 19). Para um periodo de exposicao de 72
horas foram também testados os lipossomas com panobinostat a uma concentracédo de
6x10*células/poco (figura 20).

Conforme observado nas figuras 18 e 19, para um nimero de células de 5x10° por poco,
foram obtidos resultados mais constantes as 72h de exposicdo. As 24h apenas foi possivel
reduzir a viabilidade celular a menos de 50% nas células tratadas com PLFo. Neste ensaio, o
valor de ICsp demonstrou ser menor para as células tratadas com o farmaco encapsulado com
e sem folatos — na ordem das centenas de nM — do que o farmaco livre — na ordem dos
milhares de nM (tabela 16).

Para um numero de 6x10* células/poco (tabela 16 e a figura 20), com um menor tempo de
exposicdo observou-se um menor efeito citotoxico dos farmacos em relacdo a proliferacédo

celular que o observado no ensaio anterior realizado com 5x103células/poco.

Figura 18 — Ensaio de otimizacdo para 5x10° células/poco a um tempo de exposicdo de
24h, na linha celular U87.
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Legenda: (A) panobinostat livre, (B) panobinostat em lipossomas com PEG e (C) panobinostat em
lipossomas PEG com folatos.
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Figura 19 — Ensaio de otimizagdo com 5x102células por poco a um tempo de exposicéo de
72 horas, na linha celular U87.
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Legenda: (A) panobinostat livre, (B) panobinostat em lipossomas com PEG e (C) panobinostat em
lipossomas PEG com folatos.

Figura 20 — Ensaio de otimizagcdo com 6x10* células por poco a um tempo de exposicdo de
72 horas, na linha celular U87.
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Legenda: (A) panobinostat livre, (B) panobinostat em lipossomas com PEG e (C) panobinostat em
lipossomas PEG com folatos.

Tabela 16 — ICso obtidos para um periodo de exposicdo de 72h, em 5x10% e em 6x10* células
semeadas por pogo

ICs0 (em nM) obtido para diferentes numeros de células/poco

5x10°3 6x10*
Panobinostat Livre 1569,5 +103,9 22105,5 + 6233,1
Panobinostat lipossomas 324,1 + 237,7 39920,0 + 7392,1
PLFo 283,9 £50,3 29454,5 £+ 5175,3
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Os resultados obtidos demonstraram que o panobinostat € um farmaco potente na inibicdo da
proliferacdo celular de glioblastoma humano, U87. No entanto, observou-se ser menos eficaz
em U87 em comparagdo com os resultados obtidos nas linhas celulares de linfoma canino.
Também, neste estudo, se observou que a associacdo de moléculas de folatos aos
lipossomas tendo como alvo os recetores de folatos podera ser uma vantagem para o
aumento do seu efeito citotoxico nestas células.

O panobinostat apresenta efeitos de inibicao de crescimento celular e angiogénese em células
de glioblastoma humano (Yao et al., 2017). O seu potencial como farmaco anti-tumoral em
glioblastoma humano tem sido investigado em combinacdo com outros farmacos para
potenciacdo de efeitos citotdxicos como o bevacizumab (Lee et al., 2015), a temozolomida
(Urdiciain et al., 2018) e ainda como agente radiosensibilizador em combinacdo com
radioterapia (Shi et al., 2016).

De acordo com um estudo realizado na linha celular U87, foi observada a presenca de
recetores de folatos e da sua utlidade na internalizagdo de doxorrubicina em

nanotransportadores (Lu, Wei, Ma, Yang, & Chen, 2012).
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CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento e otimizagdo de lipossomas para
encapsulacéo de farmacos citotoxicos de alta poténcia para serem testados in vitro em duas
linhas celulares de linfoma canino e uma linha celular de glioblastoma humano.

Concluiu-se que os sete farmacos iIHDAC testados tém um efeito citotoxico semelhante nas
duas linhas celulares de linfoma canino tendo-se destacado, em ambas, o panobinostat como
farmaco mais citotoxico. Os resultados obtidos no western blot confirmaram a indugédo da
acetilagéo da histona H3, pelos iIHDAC.

A avaliacdo do efeito citotoxico dos lipossomas com panobinostat e doxorrubicina em CLBL-
1 demonstrou a maior eficacia do panobinostat em relacdo a doxorrubicina — farmaco
convencional aplicado em conjunto com outros farmacos no tratamento do linfoma canino e
linfoma de células B humano. Na linha celular de glioblastoma humano foi também observado
um maior efeito citotdxico do panobinostat em comparacao com o da doxorrubicina. Quanto
aos lipossomas com panobinostat, concluiu-se que o seu efeito citotdéxico € semelhante ao
efeito citotdxico do farmaco na sua forma livre. No entanto, o maior efeito citotoxico do
panobinostat encapsulado em lipossomas associados a folatos, tanto em linfoma canino como
em glioblastoma humano, sugere que este meio de direcionamento especifico para os
recetores de folatos das células neopldsicas, poder4d ser mais vantajoso quanto a
internalizagdo do farmaco nas células.

Os iHDAC tém sido investigados para o tratamento de neoplasias tendo sido estudado o seu
efeito sinérgico com outros farmacos convencionais aplicados em quimioterapia — como
doxorrubicina, dexametasona, docetaxel, paclitaxel e gemcitabina (Catley et al., 2003; Fuino
et al., 2003; Kim et al.,, 2003). Podera também ser possivel a combinagdo de diferentes
farmacos citotoxicos potentes, com acdes sinérgicas, para encapsulacao em lipossomas.

Os estudos in vitro desenvolvidos nesta dissertacdo de mestrado demonstraram a eficicia
dos lipossomas como sistemas de transporte de farmacos, tendo em vista o desenvolvimento
de um sistema de drug delivery que possa ser transversal a Medicina Humana e a Medicina
Veterinéria (figura 21). Este sistema podera ser usado em diferentes tipos de neoplasias cujas
terapias convencionais ainda apresentem algumas limitacdes como efeitos secundarios
indesejaveis e baixa eficacia. Podera também ser aplicado ndo sé para o diagndstico e
tratamento de doencas oncoldgicas como para doencas autoimunes, parasitarias, bacterianas
ou mesmo para doengas onde a concentracdo terapéutica no local seja dificil de atingir —

como doengas localizadas no cérebro onde a passagem dos farmacos é dificultada pela BHE.
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Figura 21 — Aplicacdo de um sistema de drug delivery transversal a Medicina Humana e
Medicina Veterinaria (esquema original da autora; imagens de linfoma e glioma adaptadas
de McEntee & Dewey, 2013; Vail et al., 2013).
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ANEXO | — Abstract do painel exposto no Congresso CIISA 2018 - “Exploring the

boundaries of animal, veterinary and biomedical sciences”, em Lisboa

Development and optimization of liposomes encapsulated with potent
cytotoxic compounds for immunotherapy

I. Rico'; J. Dias?; A. André?, S. I. Aguiar?, M. M. Gaspar?, J. Amaral®, C. Rodrigues?, S. Gil?, F. Aires-
da-Silva?
lIntegrated Master Student of Faculty of Veterinary Medicine, University of Lisbon, Portugal. 2CIISA —
Center for Interdisciplinary Research for Animal Health, Faculty of Veterinary Medicine, University of
Lisbon, Portugal. 3Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa), Faculty of Pharmacy, Universidade
de Lisboa, Lisbon, Portugal.

Background: Cancer is one of the leading causes of death in both humans and dogs. There is a rising
owners’ concern about their dogs’ health and therefore the search and development of new methods to
improve cancer therapy, dog’s welfare and to overcome cancer resistance is growing up. Furthermore,
integration of dogs in clinical trials reveals itself as a benefit for both dogs and humans since it allows
the access to other therapy protocols inaccessible to Veterinary Medicine, providing results on an animal
model much more similar to humans, before starting human clinical trials. Liposomes are being
investigated as a drug delivery system of chemotherapeutic agents in order to improve their
pharmacokinetics, to reduce the negative side effects and to target cancerous cells. The aim of this
study is to assess the cytotoxic effects of a potent anti-tumor agent in canine large B-cell lymphoma —
panobinostat HDAC inhibitor — using targeted liposomes as a drug delivery system and comparison with
cytotoxic effects of doxorubicin and liposomal doxorubicin.

Material and Methods: The effects of panobinostat, liposomal panobinostat and lipossomal
panobinostat targeted with folates on CLBL-1 cell viability were measured using the alamarBlue®
reagent, 24h after the treatment. Two replicate wells were used for each drug concentration and three
independent experiments for each drug were carried out in different days. Best-fit ICso values were
calculated using the log (inhibitor) vs response (variable slope) function. The data was statically
analyzed using ANOVA and Tukey test in R version 3.5.0. (2018).

Results and Conclusion: Results showed a lower ICso value of 20,06nM for panobinostat statistically
different of doxorubicin’s ICso of 1050nM. There was no statistic difference between panobinostat’s ICso
value and its liposomal formulation ICso value of 14,97nM. However, liposomal formulation of
panobinostat with folates showed a ICso value of 9,95nM that is slightly lower comparing to
panobinostat’s 1Cso, with a pvalue<0,05. This results indicate that panobinostat has a higher cytotoxic
activity comparing to doxorubicin, in vitro, in agreement with previous studies®. The use of liposomal
formulation could be advantageous in reducing the cytotoxic effects, as shown in previous studies for
liposomal doxorubicin®, since its efficacy is similar to the free drug.

Keywords: Panobinostat, HDAC inhibitors, canine lymphoma, liposome
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ANEXO |l - Gréaficos e tabelas relativos a analise estatistica para o ensaio citotoxicidade
de panobinostat e doxorrubicina em forma livre e encapsulados em lipossomas - em
CLBL-1

Teste de normalidade Shapiro-Wilk para as diferentes formulacées de panobinostat e
doxorrubicina

Valor de p
Panobinostat 0,157
Lipossoma Panobinostat 0,055
Doxorrubicina 0,347
Lipossoma de Doxorrubicina 0,359

Distribuicdo dos valores ICsp relativos a doxorrubicina livre, doxorrubicina encapsulada em
lipossomas, panobinostat livre e panobinostat encapsulado em lipossomas.

IQOR 0% 25% 50% 75% 100%

Doxorrubicina 941,550 301,90 482,55 663,20 1424,10  2185,00

Lipossoma 3853,50

e 367500 4437,50 5200,00 8291,00 11382,00
Panobinostat 3,41 17,58 17,89 18,20 21,30 24,39
Lipossoma 4,26 12,07 12,16 12,25 16,42 20,58

panobinostat

Intervalos de confianca do teste de Tukey para comparacdo de multiplas médias

Estimativa Inferior! Superior!

Doxorrubicina — lipossoma Doxo. -0,8988 -1,5828 -0,2149
Lipossoma Panob. — lipossoma Doxo. -2,6181 -3,3021 -1,9341
Panobinostat - lipossoma Doxo -2,4817 -3,1657 -1,7977
Lipossoma Panob. — doxorrubicina -1,7192 -2,4032 -1,0352
Panobinostat — doxorrubicina -1,5829 -2,2669 -0,8989
Panobinostat — lipossoma Panob. 0,1363 -0,5477 0,8203

! _ valores dos limites superior e inferior calculados relativamente ao desvio padréo
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Grafico do nivel de confianca para cada associacdo de farmacos no teste Tukey

95% family-wise confidence level
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ANEXO Il — Graficos e tabelas relativos a analise estatistica para o ensaio
citotoxicidade de panobinostat e respetivas formulagdes de lipossomas com e sem
folatos em CLBL-1

Teste de normalidade Shapiro-Wilk para as diferentes formulagbes de panobinostat

Valor de p
Panobinostat 0,157
Lipossoma Panobinostat 0,055
Lipossoma Panobinostat com
folatos 0,185

Distribuicdo dos valores ICsp relativos a panobinostat livre, panobinostat encapsulado em
lipossomas PEG e panobinostat encapsulado em lipossomas PEG com folatos.

IQR! 0% 25%  50% 75% 100%

Panobinostat 3,40 17,58 17,89 18,20 21,29 24,39

Lipossoma 425 12,07 12,16 12,25 16,41 20,58
panobinostat
Lipossoma
panobinostat 1,081 8,59 955 1052 1064 10,75
com folatos

1 - IQR: Intervalo interquartis

Intervalos de confianga do teste de Tukey para comparacao de multiplas médias.

Estimativa Inferior! Superior!

Lipossoma panobinostat - folatos 0,165 -0,070 0,400
Panobinostat - folatos 0,302 0,067 0,537
Panobinostat - lipossoma panobinostat 0,136 -0,099 0,371

1 _ valores de limite superior e inferior calculados relativamente ao desvio padréo
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Grafico do nivel de confianca para cada associacao de farmacos no teste Tukey
95% family-wise confidence level
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