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Resumo

O cancro do pulmao ¢ a principal causa de morte a nivel mundial, sendo o cancro do
pulmao de nao pequenas células o subtipo mais comum, representando cerca de 85 % do total
de casos diagnosticados. Apesar dos progressos consideraveis em termos de diagnodstico e
tratamento, nao se verifica um aumento significativo de sobrevivéncia nestes doentes. As
estratégias terapéuticas tradicionais (quimioterapia e radioterapia), assim como as terapias
direcionadas, tais como as terapias anti-VEGF e anti-EGF, tém sido associadas ao
desenvolvimento de resisténcia e, por isso, ao insucesso terapéutico das mesmas em doentes

com cancro do pulmao de nao pequenas células.

Varios estudos suportam o conceito de que as células estaminais tumorais sao uma
populacao de células indiferenciadas, responsaveis pela iniciagao, progressao e metastizagao
tumoral. Adicionalmente, evidéncias suportam também o papel fundamental desta populagao
celular no desenvolvimento de resisténcia as terapias em diferentes tipos de cancro, incluindo

o cancro do pulmao.

Assim, torna-se crucial o desenvolvimento de novas e mais eficazes estratégias
terapéuticas, no sentido de ultrapassar os problemas encontrados atualmente na clinica. Neste
contexto, as plataformas nanotecnoldgicas, nomeadamente os lipossomas, representam uma
atrativa estratégia terapéutica para a entrega de farmacos com uma significativa redugao dos
efeitos colaterais associados a quimioterapia convencional, como a elevada cardiotoxicidade.
Adicionalmente, a vetorizagao da superficie dos lipossomas com um ligando que seja
direcionado para o microambiente tumoral, permite um tratamento especifico, possibilitando
a entrega de elevadas dosagens de farmaco diretamente no tumor. Desta forma, fomos avaliar
o impacto de uma nova estratégia nanoterapéutica direcionada especificamente para a
nucleolina, uma proteina sobre-expressa em diferentes populagées do microambiente

tumoral, contra células estaminais tumorais de cancro do pulmao de nao pequenas células.

Neste estudo, foi demonstrado que lipossomas PEGuilados, encapsulando
doxorrubicina e direcionados com o peptideo F3, foram internalizados por células estaminais
tumorais (ALDH'/CD44") e também por células cancerigenas nio estaminais (ALDH/CD44)
de forma especifica. Este resultado justifica, assim, a elevada morte celular induzida pela
nanoparticula, em ambas as populagoes celulares. Por contraste, os inibidores de tirosina
cinase testados, vandetanib e erlotinib, demonstraram uma baixa eficacia citotoxica tanto na
populacao de células estaminais tumorais, como nao estaminais, quando comparado com os
resultados obtidos com a nanoparticula.
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Esta nova estratégia nanoterapéutica, sendo direcionada para a nucleolina, um recetor
sobre-expresso a superficie de diferentes células tumorais, demonstrou potencial para aceder
a varios componentes do microambiente tumoral de forma especifica, incluindo as células
estaminais tumorais (ALDH'/CD44") e nio estaminais (ALDH/CD44’), permitindo assim
atingir uma maior eficacia anti-tumoral. Desta forma, esta estratégia terapéutica podera revelar
um elevado potencial clinico, traduzido numa redugao dos efeitos devastadores associados as
terapias atualmente disponiveis e, potencialmente, bloqueando alguns mecanismos de

resisténcia.

Palavras-chave: Lipossomas funcionalizados com o peptideo F3, células estaminais tumorais,
cancro do pulmao de nao pequenas células, farmacos inibidores de tirosina cinase, terapia anti-

VEGF e anti-EGF.
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Abstract

Lung cancer is the most common cause of cancer death worldwide with non-small cell
lung cancer accounting for about 85 % of all new cases diagnosed. Despite considerable
progress in diagnosis and treatment, there is not a significant increase on lung cancer patient’s
survival. Traditional therapeutic strategies (chemotherapy and radiotherapy) and also targeted
therapies, as anti-VEGF and anti-EGF therapies, have been associated with development of

resistance in non-small cell lung cancer patients, leading to its failure in clinic.

Accumulating evidence supports the concept that cancer stem cells are a subpopulation
of undifferentiated cells responsible for tumor initiation, progression and metastasis as well as

resistance to therapy.

Due to this, it is important to develop new and more effective approaches that can
overcome the emergent problems associated with therapeutic options currently in clinic. In
this context, nanotechnology-based systems, namely liposomes, represent an attractive
therapeutic strategy for drug delivery, with a significant reduction in side effects compared to
conventional chemotherapy, as cardiotoxicity. Additionally, the use of targeting ligands on the
surface of liposomes that targeting the tumor microenvironment, allow a specific treatment
with higher amounts of drug in the tumor site. Therefore, we evaluated the impact of a new
nanotherapeutic strategy that specifically target nucleolin, a protein overexpressed in different

populations of the tumor microenvironment, against non-small cell lung cancer stem cells.

In this work, it was demonstrated that a PEGylated liposome encapsulating doxorubicin
functionalized with a specific ligand, F3 peptide was specifically internalized by lung cancer stem
cells (ALDH'/CD44") and, also, non-cancer stem cells (ALDH/CD44"). This result justifies the
high cytotoxicity induced by nanoparticle in both populations. By contrast, the tyrosine kinase
inhibitors tested, vandetanib and erlotinib, demonstrated a low efficacy in cytotoxicity assays
in cancer stem cells and non-cancer stem cells, when compared to results obtained with the

nanoparticle.

This lipid-based strategy, by targeting nucleolin, a receptor overexpressed at the
surface of distinct tumor cells, render the potential to access various components of tumor
microenvironment including cancer stem and non-stem cells, providing an opportunity to
accomplish improved therapeutic efficacy profiles in clinic, reducing the collateral effects and

resistance of currently available therapies.
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|. Introducao

l.1. Cancro como Doenca Multifatorial

I.1.1. Conceitos Gerais

Acredita-se ter sido Hipocrates, médico da Grécia antiga, o primeiro a reconhecer a
existéncia de tumores malignos (Wolff et al., 2001). Na altura, denominou esta doenga de
karkino, designagao grega para caranguejo, uma vez que a invasao tumoral lembrava-lhe as

garras de um caranguejo, de onde deriva a palavra carcinoma (Papavramidou et al., 2010).

O cancro é, atualmente, a doenca responsavel pela maior taxa de mortalidade a nivel
mundial. Em 2012, estimou-se que surgiram |4,] milhoes de novos casos em todo mundo, dos
quais 8,2 milhoes foram fatais (Ferlay et al., 2015). Em Portugal, esta doenga é a segunda maior
causa de morte, sendo que somente no ano de 2013 foram registados 25860 obitos (Diregao
Geral de Saude, 2013). Os tipos de cancro com maior prevaléncia sao o cancro do pulmao,
da mama, da prostata e do célon, representando 4 em cada |0 casos diagnosticados. (Cancer
Research UK, 2015). Em 2030, estima-se que o nimero de mortes causadas pelo cancro

aumente para | [,4 milhées em todo o mundo. (Anajwala et al., 2010).

Em condigoes fisiologicas normais, o balango entre a proliferagao e a morte celular
programada é altamente regulado, garantindo a integridade dos 6rgaos e tecidos. No entanto,
devido a danos que podem surgir no genoma humano, especialmente em genes envolvidos na
regulacio do ciclo celular, podem ocorrer alteragdes no equilibrio sobrevivéncia/morte
celular, dando origem a neoplasias (Coleman et al., 2006). O cancro €, assim, uma doenca
heterogénea, com diferentes etiologias, que se desenvolve através da interagao entre fatores
genéticos e ambientais (Martinez et al., 2003), caracterizando-se pela sua capacidade de auto-
suficiéncia, proliferacao e invasio de tecidos adjacentes, assim como a capacidade de

disseminagao para diferentes orgaos, ou seja, metastizagao (Loeb et al., 2000).

1.1.2. Cancro do Pulmao

1.1.2.1. Epidemiologia

O cancro do pulmao é o tipo de cancro mais frequente a nivel mundial ha varias
décadas, sendo que em 1980 foram estimados 660 000 casos (Parkin et al., 1988). Em 2012,
foram diagnosticados 1,8 milhdes de novos casos (12,9% do total), dos quais resultaram 1,6

milhoes de mortes (19% do total) (Ferlay et al., 2015) (Figura I.1).
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Na Europa, em 2012 foram registados 409 900 novos casos, originando 353 000 mortes
(Ferlay et al., 2013). Em Portugal, o cendrio também nao é o mais favoravel, uma vez que o
numero de mortes devido ao cancro do pulmao tem vindo a aumentar a cada ano, tendo-se

registado 3514 mortes por cancro do pulmao, no ano de 2012 (Diregao Geral de Saude, 2013).

E o tipo de cancro mais comum no sexo masculino a nivel mundial, tendo sido
diagnosticados 1,2 milhdes de novos casos no ano de 2012, sendo também o cancro mais fatal
nos homens, com |,I milhdes de o&bitos registados nesse mesmo ano (World Health
Organization). A incidéncia desta neoplasia nas mulheres é metade da taxa de incidéncia nos
homens, no entanto esta taxa tem vindo a aumentar na ultima década, sendo o terceiro tipo

de cancro mais diagnosticado e o segundo com maior taxa de mortalidade (Ferlay etal., 2015).
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Figura I.1. Representagao do numero de novos casos e 6bitos por cancro em homens (a) e mulheres
(b) nos paises desenvolvidos e nos paises em desenvolvimento, no mundo, em 2012. (Retirado de

Ferlay et al,, 2015)

1.1.2.2 Fatores de Risco

Existem varios fatores de risco que tém sido associados ao aparecimento deste tipo
de cancro, nomeadamente o tabaco. Desde 1954 que esta estabelecida uma relagao direta
entre o tabagismo e o cancro do pulmao (Doll et al., 1954), sendo a causa de 80% dos casos
de cancro do pulmao em homens e, pelo menos, 50% dos casos nas mulheres (Gridelli et al.,
2015). Verifica-se ainda que individuos fumadores possuem uma probabilidade de desenvolver
esta neoplasia 10 vezes superior aos individuos que nao fumam (Gridelli et al., 2015; Alavanja
et al,, 2004; Winkler et al., 2011). Apesar desta clara relagao, existem outros fatores que
poderao contribuir para o aparecimento desta neoplasia, nomeadamente doengas pulmonares

anteriores e a exposigao a agentes carcinogéneos, tais como arsénio, berilio, cromio e niquel.

3
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Por outro lado, predisposicao hereditaria e diferengas genéticas na capacidade de reparagao
do acido desoxirribonucleico (ADN) e no metabolismo de carcinogéneos sao importantes

fatores no desenvolvimento de cancro do pulmao (Jemal et al. 201 1).

1.1.2.3. Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

O cancro do pulmao ¢ subdividido em dois tipos principais, o cancro do pulmao de
pequenas células (CPPC) e o cancro do pulmao de nao-pequenas células (CPNPC). Este ultimo
pode ser classificado em trés subtipos: carcinoma de células escamosas (também denominado
epidermoide), adenocarcinoma e carcinoma de grandes células (Gridelli et al., 2015). O cancro
do pulmao de nao-pequenas células representa 85 % de todos os casos de cancro, sendo os

restantes |5% atribuidos ao cancro do pulmao de pequenas células (Travis et al., 2013).

I.1.3. Carcinogénese

A carcinogénese caracteriza-se por ser um processo complexo e multifatorial,
associada a alteragoes genéticas e epigenéticas, que pode ser dividido em trés fases, iniciagao,

promogao e progressao (Kumar et al., 2007).

A iniciagao consiste na aquisicao de danos ao nivel dos genes. O cancro tem origem
fundamentalmente genética, sendo que, ao longo da vida existem varios tipos de agressoes
que podem causar danos no ADN, por agao de agentes biologicos, quimicos e fisicos que,
acabam por gerar multiplas muta¢oes (Kumar et al., 2007). Por outro lado, as mutagoes podem

ser herdadas ou até mesmo adquiridas de forma espontanea durante a replicagio do ADN.

A célula tem mecanismos proprios para reparar erros, como as mutagoes, no entanto,
estes processos de reparagao nem sempre sao eficazes. Neste caso, se a célula “iniciada” nao
possuir capacidade para reparar o dano sofrido, podera acumular alteragoes genéticas
sucessivas conferindo-lhe vantagem seletiva sobre as restantes células — promogao (Kumar et
al., 2007). A acumulagao de alteragoes genéticas em genes associados a proliferagao e
diferenciagao celular, assim como associados a morte celular programada, resulta na expansao
clonal da célula “iniciada”, podendo levar ao desenvolvimento de uma neoplasia maligna, ou

seja, de um tumor.

Na fase de progressao, verificam-se outras alteragoes genéticas e epigenéticas, levando
a ativacao de proto-oncogenes e a inativagao de genes supressores tumorais (Kumar et al,,
2007). Os proto-oncogenes sao genes responsaveis pelo controlo da divisao celular, da
diferenciagao celular e da tradugao proteica. Quando ocorrem mutagoes nestes genes e nos

genes supressores tumorais (genes que codificam proteinas envolvidas na regulagao do ciclo
4
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celular e apoptose), o produto proteico assume uma fun¢ao desregulada, passando estes genes
a ser denominados oncogenes e possuindo um papel preponderante no desenvolvimento

tumoral (Martinez et al,. 2003).

Durante este periodo de progressao, as células deixam de responder a estimulos
externos que regulam o seu crescimento e proliferagao, tornando-se independentes das
restantes células do organismo. Apos esta fase, as células tumorais podem adquirir capacidade
de invasao de tecidos adjacentes e metastizagao, sendo este um processo no qual estas células

formam coldnias em locais distantes do tumor primario (Mendelsohn et al., 2008).

1.1.4. Microambiente Tumoral

Durante as ultimas décadas, os processos biologicos associados a transformacgao de
células normais em células cancerigenas, tém sido alvo de uma vasta investigagao. Verificou-
se, assim, que o desenvolvimento tumoral manifesta-se, fundamentalmente, devido a seis
alteragdes cruciais na fisiologia das células, que estao na base do seu comportamento
desregulado e do crescimento celular maligno: a auto-suficiéncia relativamente a sinais de
crescimento, a insensibilidade a sinais inibidores de crescimento, a evasao a morte celular
programada (apoptose), o potencial replicativo ilimitado, a angiogénese sustentada e a invasao
e metastizagao tecidular (Hanahan et al., 2000). Recentemente, devido aos enormes avangos
obtidos no conhecimento desta doenga que é o cancro, as caracteristicas fundamentais ao
desenvolvimento tumoral foram atualizadas para dez, passando a incluir também a
reprogramagao do metabolismo energético celular, o que permite uma proliferagao continua,
a evasao ao controlo do sistema imunitario, a inflamagao e a instabilidade genémica e mutagoes

(Mantovani, 2009).
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Figura 1.2. Representacdo esquematica das capacidades adquiridas pelas células

neoplasicas, as ‘““Hallmarks do Cancro’. (Adaptado de Hanahan et al., 201 I). Nos ultimos anos,
tem-se assumido que os tumores possuem uma enorme complexidade, o que veio contrastar com a
visao reducionista, que identificava os tumores como sendo um conjunto homogéneo de células
cancerigenas. Atualmente, considera-se que um tumor é um sistema complexo, o qual é formado por
um microambiente tumoral que é essencial ao desenvolvimento e sobrevivéncia do tumor (Seyfried et

al., 2010).

I.1.5. Angiogénese no Desenvolvimento Tumoral

Por definigao, considera-se a angiogénese como sendo o processo de formagao e
crescimento de novos vasos sanguineos. Como referido anteriormente, o microambiente
tumoral tem um papel crucial no desenvolvimento tumoral, sendo a angiogénese tumoral uma
condigao indispensavel ao crescimento tumoral, fornecendo nutrientes e oxigénio as células
malignas. Por outro lado, a formac¢iao de novos vasos é um processo essencial a saida das
células tumorais do tumor primario para a circulagio, e consequente propagagao e

metastizacao (Bergers et al., 2003; Kerbel, 2008).
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Figura 1.3. Angiogénese tumoral. No desenvolvimento tumoral, a angiogénese ocorre de forma
progressiva, passando o tumor por varios estadios, dependendo da origem do mesmo e do seu
microambiente. Na maioria dos tumores, o seu crescimento inicia-se como pequenos nodulos
avasculares (estado dormente) (@) antes de atingirem um nivel de estabilidade na proliferagao celular.
O processo de angiogénese inicia-se com o objetivo de potenciar o crescimento exponencial do tumor,
através da dilatacao dos vasos e destacamento perivascular (b), culminando na propagacio da
angiogénese (c), através do desenvolvimento e maturacio de novos vasos, assim como, do
recrutamento de células perivasculares (d). A formagao de novos vasos continua ao longo do
desenvolvimento tumoral, principalmente nas zonas necréticas e em hipoxia, para que possam ser

fornecidos os nutrientes necessarios a progressao do tumor (e). (Retirado de Bergers et al., 2003).

Evidéncias tém demonstrado que a modificagdo do padrao de crescimento tumoral é
dependente do desenvolvimento de novos vasos, que ocorre em consequéncia de varios
fatores estimulantes. Assim, os tumores respondem a estes fatores induzindo o crescimento
dos vasos sanguineos através da secrecao de varios fatores de crescimento, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (Bergers et al., 2003). Tem sido demonstrado
que o fator de crescimento fibroblastico basico (b-FGF) possui uma elevada agao oncogeénica,
contribuindo para a transformagao de fibroblastos normais em neoplasicos, assim como
também possui uma enorme capacidade de indugao da angiogénese (Akbulut et al., 2002; Broll
et al,, 2001). Adicionalmente, de entre varios fatores, destaca-se a potente agao angiogénica
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do VEGF, sendo uma proteina com uma importante a¢ao mitogénica nas células endoteliais.
Esta glicoproteina liga-se aos seus recetores (VEGFRs), na superficie da célula endotelial, como
sinalizador, desencadeando uma cascata de sinalizagao que induz a formacgao e crescimento de
novos vasos (Kerbel 2008). Assim, apesar de existirem diversos fatores que contribuem para
a angiogénese, € ao VEGF que tem sido atribuida uma maior importancia neste processo e,
por isso, tem sido intensamente estudado com o intuito de serem desenvolvidas novas terapias

e mais especificas.

O VEGF tem quatro principais atividades, a preven¢do da apoptose das células
endoteliais, a permeabilidade vascular dos capilares, a proliferagcao das células endoteliais e a
sua migragao (Hicklin et al., 2005). A familia do VEGF inclui diversos subtipos, em que todos
tém a capacidade de regulagio de angiogénese, no entanto, esta fungdo é atribuida
principalmente ao VEGF-A por possuir importantes fungoes ao nivel da progressao tumoral e

da enorme capacidade de aumento da permeabilidade vascular (Crawford et al., 2009).

Assim, com base nos estudos que evidenciam o papel crucial da angiogénese no
desenvolvimento tumoral, inclusivamente em CPNPC, tém sido desenvolvidas varias terapias
nao s6 direcionadas para o VEGF, mas também para o recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e outros fatores que contribuem para a vascularizagao tumoral (Pallis et

al,, 2012).

1.2. Novas terapéuticas direcionadas para CPNPC

A investigacao na area de tratamento de CPNPC tem sido uma constante, no entanto,
atualmente, as opgoes terapéuticas disponiveis sao a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia
e, mais recentemente, foram introduzidas novas estratégias como as terapias dirigidas para
alvos sobre-expressos nos tumores, que podem ser usadas de forma combinada ou de forma

isolada (Luther et al,, 201 1).

Apesar de existirem vantagens associadas a quimioterapia, o tempo de sobrevivéncia
destes doentes normalmente nao excede um ano, pelo que tém sido utilizadas varias
combinagoes de farmacos citotoxicos. No entanto, estes compostos acabam por nao ter um
efeito muito superior e aumentam em muito os efeitos colaterais, como a elevada toxicidade
associada a estas terapias (Schiller et al., 2002). Surgiu daqui a necessidade de desenvolver
novas terapias direcionadas que bloqueiam vias de sinalizagao e processos metabdlicos
normalmente desregulados no cancro (Mok et al., 2009). A diminuicao da toxicidade, o
aumento da seletividade para o tumor e a administragao oral distinguiram estes compostos

que se tornaram bastante promissores. Assim, foram introduzidas varias terapias deste tipo
8
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nos ensaios clinicos de CPNPC, enquanto agentes individuais ou combinados com outras

terapias convencionais, como a quimioterapia ou a radioterapia (Mendelsohn, 2001) (Tabelal).

Tabela I. Terapias direcionadas para CPNPC e os seus estadios de desenvolvimento, na atualidade.

(Retirado de Nguyen et al,, 2014).

Drug Company Stage of development in NSCLC
EGFR activating mutations
Gefitinib AstraZeneca Approved
Erlotinib Foche Approved
Afatinib Boehringer Ingelheim Approved
Dacomitinib Pfizer Phase Il
CO-1686 Clowvis Phase [ /1l
AZD9291 AstraZeneca Phase [ /1l
ALK gene rearrangements
Crizotinib Pfizer Approved
LDK378 MNovartis Fhasze I
AP26113 ARIAD FPhase [l
Alectinib Chugai FPhase [l
X-3% Xcovery Phase |
FF-00463922 Pfizer Phase |
ROS1 gene rearrangements
Crizotinib Pfizer Phase Il (approved for ALK-
positive NSCLC)
LDK378 MNovartis Phase [l
PF-06463922 Pfizer Phase |
HER2? activating mutations
Trastuzumab Genentech FPhase I
Afatinib Boehringer Ingelheim No HER2-mutant NSCLC spe-
cific trial
Neratinib Puma Biotechnology Fhase [l
BRAF activating mutations
Dabrafenib Glaxo5mithKline Phase [l

1.2.1. Terapias Antiangiogénicas

Como ja referido anteriormente, a angiogénese € o processo de formagao de nova
vasculatura, que resulta de um equilibrio entre fatores pro- e anti-angiogénicos (Carmeliet,
2000; Folkman, 1971). Aquando do desenvolvimento tumoral, este equilibrio deixa de existir
e passa a verificar-se um desvio no sentido da produgao de fatores pro-angiogénicos (switch
angiogénico). Este processo resulta, assim, no desenvolvimento de novos vasos sanguineos
que sao essenciais a nutricao e oxigenagao das células tumorais e, consequentemente, ao

crescimento e disseminagao tumoral (Pallis et al., 2012).
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Figura 1.4. Modelo de normalizacdo dos vasos sanguineos em células tumorais como
resposta a terapia antiangiogénica. Em tecidos saudaveis, existe um balango entre fatores pro- e
antiangiogénicos. No entanto, numa situacao de patologia este balanco encontra-se desregulado,
devido ao aumento dos fatores pro-angiogénicos. Apés a administracao das terapias antiangiogénicas,
é possivel verificar uma reposicao deste balangco observando-se uma normalizagio da vasculatura.

(Retirado de Giuliano et al., 2013)

Nos ultimos anos, tem-se assistido a uma valorizacao do conceito de microambiente
tumoral enquanto alvo terapéutico. Desta forma, a dependéncia, por parte do tumor, da
formacao de novos vasos sanguineos para o seu desenvolvimento, sobrevivéncia e progressao,
levou a hipdtese de que a inibicao da angiogénese se traduziria num bloqueio do crescimento
tumoral e até mesmo erradicacdo do mesmo. Iniciou-se, assim, uma nova geragao de terapias,
as terapias antiangiogénicas que se baseiam em fatores pro-angiogénicos enquanto alvos

terapéuticos (Ichihara et al,, 201 I; Folkman, 1972).

Tém sido identificados diversos fatores pro-angiogénicos, entre estes o VEGF,
considerado o principal fator neste processo (Ferrara et al., 2003; Folkman, 1971). Este fator
de crescimento é considerado um importante agente mitogénico nas células endoteliais, mas
nao em outros tipos de células (Pallis et al., 2013). Apesar de o VEGF ser reconhecido por
dois recetores expressos a superficie das células endoteliais, VEGFR-1 e VEGFR-2, apenas o
ultimo tem sido considerado crucial na sua ativagao. (Ferrara et al.,1997). O VEGF liga-se ao
VEGFR-2 e induz a dimerizagao do recetor resultando na sua ativagao através da via de auto-
fosforilagao do dominio tirosina cinase. Inicia-se assim uma cascata de sinalizagao intracelular

que culmina na indugao da angiogénese (Pallis et al., 2012).
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O VEGEF ¢ expresso por varias células cancerigenas, entre elas as células do CPNPC
(Kerbel, 2008). Esta expressao é induzida devido a fatores genéticos como a ativagao de
oncogenes e/ou inativacao de genes supressores tumorais, mas também em resposta a hipoxia
existente no meio tumoral (Ferrara, 2004; Fukumura et al., 2007; Kerbel, 2008). Com base
nos dados que evidenciam a proeminente importancia do VEGF no desenvolvimento e
progressao tumoral, este fator tem sido proposto como um potencial alvo de terapias
dirigidas, nomeadamente as anti-angiogénicas. Desta forma, duas estratégias que estao sob
investigacao cientifica e clinica sao a inibicado do dominio da tirosina cinase dos VEGFRs e a
utilizagao de anticorpos monoclonais (mAb) contra o VEGF (Pallis et al., 2009; Crino et al.,

2014).

A primeira terapia a ser desenvolvida com atividade especifica na inibigao da
angiogénese foi um anticorpo monoclonal humanizado contra o VEGF-A, o bevacizumab
(AVASTIN®, Genentech/Roche), impedindo a ligagao ao seu recetor nas células endoteliais e
inibindo assim a ativagao da via de sinalizagao que culmina na proliferacao endotelial. Este
farmaco antiangiogénico foi o primeiro a ser aprovado na clinica para uso humano, sendo
administrado em associagao com a quimioterapia nao s6 para o tratamento do CPNPC nao-
escamoso avangado, como para o cancro colo-rectal metastatico, cancro de células renais
metastatico, cancro epitelial do ovario, trompa de falopio e peritoneal resistente a platinos,
cancro de cervical avangado, bem como glioblastoma recorrente (Hurwitz et al., 2004; Sandler

et al., 2006; Miller et al., 2007).

1.2.2. Inibidores do Dominio Tirosina cinase do EGFR

Inibidores da tirosina cinase (TKIls) sao pequenas moléculas que bloqueiam o local de
ligagao da adenosina trifosfato (ATP) no dominio da tirosina cinase do EGFR, competindo com
o ATP e, consequentemente, impedindo a ativagao da cascata de sinalizagao associada a este

(Arora et al., 2005).

A via de transdugao do sinal do EGFR encontra-se relacionada com varios processos
neoplasicos malignos, como progressao do ciclo celular, inibicio da apoptose, invasiao e
metastizacao. Associada a estes processos encontra-se, também, a estimulagao do VEGF que,
como ja foi discutido, é o principal indutor da angiogénese (Arora et al., 2005). As trés
principais vias de sinalizagao envolvidas nesta transdugao de sinal sao: a proteina cinase ativada
por mitogéneos (MAPK), que se encontra intimamente ligada a transdugao de sinais de

proliferacao; a fosfatidilinositol 3-cinase/proteina cinase B (PI3K/Akt) que € uma das vias anti-
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apoptoticas de maior relevancia neste contexto, e as vias mediadas por transdutores de sinal

e ativadores da transcrigao (STAT) (Papaetis et al., 2007) (Figura 1.5).

(6)

iy

Figura 1.5. Representacdo esquematica das principais vias de sinalizacdo associadas a
ativacdo do EGFR. A ligacio do EGF ao recetor EGFR (1) resulta na auto-fosforilagio dos residuos
de tirosina cinase no meio intracelular (2). Sao ativadas trés vias de sinalizacao: a via MAPK (3), a via
PI3K/Akt (4) e a via STAT (5). A transdugao dos sinais no nucleo celular origina uma sobre-expressao

dos genes envolvidos na oncogénese (6). (Retirado de Papaetis et al., 2007)

Desta forma, uma mutagao pode originar uma amplificagao e sobre-expressao do EGFR
e resultar no desenvolvimento de uma neoplasia (Chen et al., 2014). Esta sobre-expressao tem
sido verificada em diversos tumores, entre eles o CPNPC, numa percentagem de 65 % em
adenocarcinoma, 68 % em carcinoma de grandes células e 84 % em carcinoma de células

escamosas. (Dancey, 2004; Hirsch et al., 2003; Bunn et al., 2002).

Derivado deste conhecimento, tém sido investigadas e desenvolvidas novas terapias
para CPNPC, como é o caso de diversos inibidores do dominio tirosina cinase do EGFR.
Exemplos destes farmacos sao o Erlotinib e o Gefitinib.

O Gefitinib (Iressa®) € um inibidor da tirosina cinase do EGFR, estando aprovado para
doentes adultos com CPNPC localmente avangado ou metastatico com mutagoes de ativacao
do EGFR-TK. Este farmaco foi o primeiro a ser aprovado para o tratamento do CPNPC

avangado, no Japao, em 2002, sendo depois aprovado pela United States Food and Drug
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Administration (US FDA) em 2003. Seguiu-se o Erlotinib (Tarceva®) em 2004, aprovado pela
FDA para o tratamento de doentes com recidiva de CPNPC (Cohen, 2005).

Apesar destes farmacos demonstrarem beneficios clinicos depois de ciclos de
quimioterapia em doentes com CPNPC, aquando da sequenciagao dos tumores, com elevada
e com fraca resposta a estes farmacos, verificou-se que os beneficios eram superiores em
doentes com mutagao no gene do EGFR no local de ligagado do ATP no dominio da tirosina
cinase (Paez et al, 2004; Lynch et al., 2004; Petrelli, 2012). Esta descoberta, permitiu uma
estratificacao dos doentes, o que levou a realizagao de novos ensaios clinicos com base nesta
selecao, comprovando-se consistentemente uma eficacia terapéutica superior destes farmacos

em doentes com mutagao no EGFR (Inoue et al., 2006; Sunaga et al., 2007; Sugio et al., 2009).

Cerca de 90% das mutacoes no dominio tirosina cinase do EGFR associadas a
sensibilidade terapéutica dos EGFR-TKIs sao dele¢oes no exao 19 e a mutagao pontual L858R
no exao 21| (Sharma et al, 2007). Assim, as mutagoes neste recetor emergiram como sendo o
fator mais importante para selecao dos doentes aos quais administrar os farmacos EGFR-TKIs

como primeira linha de tratamento.

Existem alguns efeitos secundarios associados a este tipo de terapias, como por
exemplo, no caso do Gefitinib e Erlotinib, a toxicidade pulmonar, sendo o caso mais
preocupante, derivado da possibilidade de desenvolvimento da doenga do intersticio pulmonar
(Cersosimo, 2006). Por outro lado, estes farmacos nao representam so vantagens aquando da
selecao de doentes com mutagao no EGFR, visto que, se verificou que a maior parte deles,
apesar de inicialmente responderem positivamente a terapia, acabam por desenvolver
resisténcia aos farmacos e, em muitos casos, verificam-se recidivas (Jackman et al., 2010). Este

tema sera abordado mais a frente nesta dissertacao.

1.2.3. Inibidores de Multiplas Vias

O CPNPC ¢é um tipo de cancro com carateristicas bastante heterogéneas e a
terapia baseada na inibicao de uma Unica via de sinalizagao pode nao ser suficiente para impedir
a progressao tumoral, visto que o tumor, muitas vezes, tem a capacidade de ativar outras vias
de sinalizagao que lhe permite dar continuagao ao seu desenvolvimento (Chen et al.,, 2014).
Com base nesta evidéncia, a inibicao de varias vias de sinalizagao pode resultar em beneficios
clinicos. A combinagao de farmacos direcionados mais estudada ¢ a inibicao do VEGF e da via
do EGFR. Assim, encontram-se sob investigagao clinica varias estratégias de combinagao de
farmacos direcionados para diferentes vias de sinalizagao, como é o caso da combinagao do
bevacizumab com o erlotinib (Herbst, 2005; Herbst et al., 201 1).
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Para além do estudo das potencialidades de combinagoes de farmacos, encontra-se sob
foco de investigagao e desenvolvimento, farmacos com multiplos alvos terapéuticos e que, por
isso, inibem varias vias de sinalizagao de forma simultanea (Pallis et al.,, 2012). O Vandetanib
(Zactima®, AstraZeneca) € um desses farmacos, sendo um TKI que inibe multiplas cinases,
nomeadamente o VEGFR e o EGFR. Em ensaios clinicos de fase || em doentes com CPNPC,
demonstrou resultados promissores (Natale et al., 2009; Heymach et al., 2007). No entanto,
na fase lll os resultados foram moderados ou negativos, motivo pelo qual nao foi aprovado no
tratamento de CPNPC (Commander et al., 2011). Apesar desta situagao, este farmaco
continua a ser considerado bastante promissor, motivo pelo qual continua em estudo em
ensaios clinicos em doentes com CPNPC, de forma combinada com outros farmacos ou com

diferentes condigoes (Falchook et al., 2014; Gridelli et al., 2014; Heymach et al., 2014).

Um outro farmaco direcionado para multiplas vias € o Sunitinib (Sutent®, Pfizer). Este
composto tem atividade de TKI e atua no VEGFR-I1,-2 e -3 e no recetor do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFR)-a e —b, assim como em outras tirosinas cinases
associadas ao desenvolvimento tumoral. O Sunitinib encontra-se, atualmente, aprovado para
carcinoma das células renais e tumor estromal gastrointestinal resistente ou intolerante ao
imatinib (Murray et al., 2003; Dong et al,, 2006). No caso do CPNPC, encontra-se em
investigacao clinica, no sentido de apurar a sua eficacia neste tipo de cancro (Novello et al,,

2009; Crino et al., 2014; Scagliotti et al., 2012).

1.3. Mecanismos de Resisténcia as Terapias Antiangiogénicas

Nas Gltimas décadas foram alcancados enormes avancos no conhecimento e no
desenvolvimento de farmacos antiangiogénicos na area do cancro. No entanto, os resultados
clinicos tém-se revelado mais desafiantes do que inicialmente previsto, verificando-se que
muitos doentes nao apresentam resposta terapéutica eficaz a este tipo de compostos e outros,

que inicialmente apresentam resposta, adquirem resisténcia depois de um periodo de beneficio

(Miller, 2005; Giuliano et al., 2013).

Assim, tém sido descritos dois tipos de resisténcia, a resisténcia adquirida e a

resisténcia intrinseca (Bergers et al., 2008; Kerbel, 2008) (Figura 1.6).
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Adaptive (evasive) resistance
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Figura 1.6. Modos de resisténcia dos tumores a terapia antiangiogénica: resisténcia
adaptativa e resisténcia intrinseca. A resisténcia adaptativa refere-se a capacidade de o tumor,
depois de uma fase inicial de resposta, se adaptar. E, assim, criada uma evasio as vias bloqueadas pela
terapia, acentuando mecanismos que permitam a neovascularizagcao apesar do bloqueio terapéutico,
levando novamente ao desenvolvimento e progressao tumoral. A resisténcia intrinseca considera-se
uma condicdo pré-existente que se define pela auséncia de qualquer beneficio clinico por parte da
terapia antiangiogénica, verificando-se um crescimento tumoral continuo aquando da administragao

deste tipo de terapia. (Retirado de Bergers et al., 2008)

1.3.1 Resisténcia Adquirida

No caso da resisténcia adquirida ou adaptativa, os tumores adaptam-se ao efeito
provocado pelos inibidores angiogénicos, adquirindo capacidade de escapar a este bloqueio.
Assim, sao ativadas vias alterativas que permitem a progressao tumoral (Bender et al., 2004;

Carmeliet, 2005; Giuliano et al., 201 3).

Consideram-se varios mecanismos que podem estar na origem deste tipo de
resisténcia. Um deles é a ativagao ou sob expressao de vias alternativas de sinalizagao pro-
angiogénicas (Casanovas et al,, 2005). Varios estudos tém evidenciado que a angiogénese
tumoral se pode tornar independente do VEGF, através do aumento de outros fatores pro-

angiogénicos como € o caso do FGF-2. (Batchelor et al., 2007).
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Um outro mecanismo que tem sido associado a este tipo de resisténcia é o
recrutamento de células progenitoras vasculares da medula 6ssea. A hipoxia que se faz sentir
no tumor aquando da terapia antiangiogénica resulta nao s6 no aumento de fatores pro-
angiogénicos, como também no aumento de células derivadas da medula 6ssea, como células
endoteliais progenitoras que se diferenciam em células endoteliais que integram a parede

vascular (Asahara et al.,, 1997).

Por dltimo, o aumento da capacidade invasiva tumoral também tem sido associado a
resisténcia adquirida. Tem-se tornado evidente que quando a angiogénese ¢é inibida, as células
tumorais conseguem adaptar-se, migrando de forma mais agressiva para tecidos saudaveis
(Bergers et al.,, 2008). Esta agressividade tumoral pode ser explicada pelo fato de os tumores
possuirem um programa invasivo pré-existente, mas, devido a capacidade de angiogénese, nao

se tornava necessaria a ativagao (Kunkel et al., 2001; Rubenstein et al., 2000).

1.3.1.1. Resisténcia adquirida a terapias anti-VEGF e anti-EGF em

CPNPC

Nos ultimos anos, tem sido demonstrado que inibidores do EGFR apenas possuem
eficacia clinica em alguns subtipos de CPNPC e, mesmo doentes que inicialmente respondem
positivamente a terapia, mais tarde, eventualmente, acabam por desenvolver resisténcia
terapéutica (Bergers et al., 2008). Tém sido feitas inUmeros estudos no sentido de entender
quais os possiveis mecanismos de resisténcia associados ao EGFR. Constatou-se, assim, que a
baixa sensibilidade aos inibidores da tirosina cinase do EGFR encontra-se associada a mutagoes
somaticas no EGFR, vulgarmente associadas a dele¢ao do exao 17, mas também a uma mutagao
pontual no exao 2I, L858R (5-7), assim como substituicoes ao nivel do exao 18 (G719C,
G719S, G719A) e uma delecao do exao 19 (E746—A750) (Pao et al., 2005a; Pao et al., 2005b).
Existe ainda outra alteragao que parece encontrar-se associada a resisténcia adquirida a este
recetor, uma mutagao pontual na tirosina cinase do EGFR no exao 20 (T790M) (Gazdar, 2009).
Esta mutacao nao reduz a afinidade do TKI pelo local de ligagao do ATP, mas aumenta a
afinidade do ATP. Assim, verifica-se que a mutacao L858R em associacdo com a mutagao
T790M, representam 50% dos casos de resisténcia adquirida, em CPNPC (Heigener et al,,
2011).

No caso do adenocarcinoma pulmonar € comum a existéncia de mutagoes ao nivel do
oncogene kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), sendo por isso um alvo
terapéutico que tem vindo a ser estudado (Ostrem et al., 2013). Adicionalmente, tém vindo a

ser identificadas novas mutagoes associadas a resisténcia adquirida em CPNPC, como ¢ o caso
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da via Akt e da via MAPK, estando por isso a ser intensamente estudadas no sentido de se

entender como se poderao aplicar novas e mais eficazes terapias a estes casos (Collisson et

al,, 2014).

Para além de todos estes fatores se encontrarem associados ao desenvolvimento de
resisténcia adquirida a farmacos TKI, o estroma tumoral também parece ter um papel crucial
no desenvolvimento deste tipo de resisténcia em CPNPC (Cascone et al, 2011). Assim, a
protegao dos vasos sanguineos tumorais, através do aumento da sua cobertura com pericitos,
tem sido associada a este tipo de resisténcia, sendo que os pericitos sao células que tém
importantes fungoes ao nivel da estabilizagao e regulagio homeostatica dos vasos sanguineos,
assim como na mediagao da maturacao vascular na neovascularizagdo. Varios estudos tém
comprovado que quando se administra uma terapéutica no sentido de diminuir a vasculatura
tumoral, como por exemplo o bevacizumab, apesar de se verificar uma redugao da mesma,
observa-se uma manutengao de vasos bastante finos vastamente envolvidos por pericitos
(Cascone et al,, 201 1; Jain et al., 2003). Verificou-se ainda que os pericitos tumorais possuem
a capacidade de expressao de VEGF e outros fatores que tém importantes fungoes ao nivel da
manutencao da vasculatura (Song et al., 2005). Com base nestes dados, tém sido investigadas
novas terapias que possam ter como alvo nao so as células endoteliais, mas também os

pericitos (Bergers et al., 2008).

1.3.2. Resisténcia Intrinseca

A definicao deste modo de resisténcia passa pela auséncia de beneficio clinico, incluindo
o beneficio transitério, de uma terapia cujo alvo é a angiogénese. Assim, nao se verifica
diminuicao do volume tumoral nem ritmo de progressao do mesmo. Desta forma, nao se
observa qualquer beneficio na qualidade de vida do doente nem o aumento de vida do mesmo

(Bergers et al., 2008).

Este tipo de resisténcia pode estar relacionada com os mecanismos de resisténcia
adquirida referidos anteriormente, no entanto, a ativagao destes mecanismos nao € originada
em resposta a terapia, mas sim a pressoes seletivas do microambiente tumoral. A existéncia
de redundancia na sinalizagdo pro-angiogénica podera estar associada a este modo de
resisténcia (Bergers et al., 2008).

No sentido de entender quais os mecanismos que poderao estar na base da resisténcia
intrinseca, tém sido alvo de investigagao. Assim, a protecao vascular mediada por células
inflamatorias que expressam fatores pro-angiogénicos parece estar associada a este tipo de

resisténcia. Um estudo revelou que murganhos com desenvolvimento de tumores pulmonares,
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que nao foram sujeitos a quimioterapia e nao apresentavam resposta a terapia antiangiogénica,
possuiam uma elevada expressao de células inflamatorias. Contrariamente, tumores que
responderam a terapia nao apresentavam a elevada expressao deste tipo de células. Observou-
se ainda que, com a administracao de uma terapia que inibiu o recrutamento de células
inflamatorias, os tumores que eram resistentes passaram a responder a terapia. Verifica-se,
assim, a existéncia de uma correlagao entre a elevada presenga de células inflamatorias e a

resisténcia a terapias antiangiogénicas (Shojaei et al., 2007).

Para além disso, tumores hipovascularizados nao apresentam qualquer resposta a
terapia anti-VEGF, como é o caso do adenocarcinoma ductal pancreatico (Sofuni et al., 2005).
Estes tumores parecem ter-se adaptado a condigoes de hipoxia, tornando-se intrinsecamente
resistentes a este tipo de terapia. Este fato, associado a utilizagao de vias metabdlicas que
favorecem a sobrevivéncia celular em condicdes anaerdbias, resulta na forma como o tumor

consegue desenvolver-se mesmo em condi¢oes de hipoxia (Cowgill et al., 2003).

1.3.2.2. Resisténcia Intrinseca a terapias antiangiogénicas emm CPNPC

Com o objetivo de se compreenderem melhor os mecanismos associados a resisténcia
intrinseca a terapias anti-VEGF, em CPNPC, também tém sido efetuados varios estudos.
Apesar de muitos destes estudos revelarem que este tipo de resisténcia se encontra associada
as células cancerigenas, tém surgido dados que demonstram que o estroma tumoral tem um
papel fundamental no desenvolvimento de resisténcia intrinseca (Crawford et al., 2009; Ebos
et al., 2009a; Ellis et al., 2008). Assim, Cascone et al. (2011), verificaram num modelo de
resisténcia intrinseca (linha celular A549 de CPNPC) que quando as células eram resistentes
ao tratamento com bevacizumab, um fairmaco anti-VEGF, se verificava uma sobre-expressao
do EGFR no estroma tumoral, mais concretamente no endotélio tumoral. (Cascone et al,,
201 1). Para além disso, observaram nos tumores resistentes ao bevacizumab que, apesar de
nao se verificarem alteracdes ao nivel do crescimento tumoral, existia uma revascularizacao
desorganizada e uma diminuicao da cobertura dos vasos com pericitos, assim como
observaram uma tortuosidade dos vasos endoteliais. Estes dados poderao indicar que os
tumores resistentes aos farmacos anti-angiogénicos, conseguem modelar-se de forma a
deixarem de depender do VEGFR e passarem a depender do EGFR para promogiao da
proliferacio endotelial (Cascone et al., 2011). Demonstrou-se, assim, que a resisténcia
intrinseca a terapias anti-angiogénicas podera estar associada ao estroma tumoral, através da

alteragao e modulagao das vias através das quais o tumor depende.
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1.4. Células Estaminais Tumorais

Estudos em varios tipos de cancro, inclusivamente em CPNPC, tém identificado uma
populagao de células com caracteristicas de células estaminais que sustentam o crescimento
tumoral, sendo por isso denominadas “células estaminais tumorais” (CSC) (Visvader, 2008;
Kerbel, 2008; Visvader, 2011). Esta populagio de células exibe propriedades de auto-
renovagao, potencial ilimitado de proliferagao, capacidade de diferenciagao, assim como
capacidade de divisao assimétrica, originando uma célula diferenciada e uma célula estaminal
(Morrison et al., 2013). Estas caracteristicas conferem a esta populagao um enorme potencial
tumorigénico, estando assim associadas a metastizagao, a recidivas tumorais, a um prognostico
incerto e a evasao a varios tipos de terapias (Ginestier et al., 2007; Marcato et al., 201 [;
Benayoun et al, 2012). Ja foram identificadas em varios tipos de cancro, nomeadamente,
leucemia mieloide aguda, melanoma, glioma, mama, colon, pancreas, préstata e pulmao

(Visvader, 2008).

Estas células possuem varias propriedades moleculares e celulares que as diferenciam
das restantes células tumorais, como a capacidade de crescimento em esferas em meio livre
de soro (Dontu et al,, 2003; Eramo et al., 2008; Fonseca et al., 2015), imunofendtipos de
superficie caracteristicos de células estaminais (Subramaniam et al., 2010) e enriquecimento

em aldeido desidrogenases (ALDH) (Jiang et al., 2009; Huang et al., 2013; Liu et al., 201 3).

Com base na evidente relagao entre CSC, tumorigénese e resisténcia a terapias, torna-
se necessaria a investigacao de novos marcadores destas células e o desenvolvimento de novas

terapias que tenham esta populagao como alvo.

1.4.1. Identificacao da Populacdao Enriquecida em CSC
1.4.1.1. Marcadores Superficiais: CD44 e CD133

Tém sido identificados varios marcadores de células estaminais de tecidos saudaveis
para posterior identificagao e isolamento de CSC. O CD 133 tem sido o marcador superficial
mais frequentemente utilizado em tumores do figado, cérebro, colon e pulmao para
identificacao desta populagao de células (Singh et al., 2004; Ma et al., 2007; Ricci-Vitiani et al.,
2007; Eramo et al., 2008). Estudos recentes em linhas celulares de CPNPC sugeriram o CD 133
como sendo marcador de CSC neste tipo de cancro (Chen et al., 2008; Eramo et al., 2008;

Bertolini et al., 2009; Tirino et al., 2009).
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Apesar da fungao do CD133 (prominina-1) nao estar bem descrita, tem sido reportado
que esta envolvido na regulagao do ciclo celular e na proliferagao tumoral, mas nao

necessariamente no despoletar do tumor (Wu et al., 2009).

O CD44 é um outro marcador de CSC que tem sido descrito para varios tumores,
inclusivamente  CPNPC (Leung et al, 2010). Este marcador é uma glicoproteina
transmembranar que atua como recetor na membrana celular. Liga-se ao acido hialurénico,
estando envolvido na adesao celular, metastases e tem sido relacionado com a resisténcia

terapéutica (Wu et al., 2009; Miletti-Gonzalez et al., 2005).

1.4.1.2. Marcador Funcional: ALDH

Um marcador funcional, neste caso, € um marcador que esta associado a uma fungao
caracteristica das CSC e que pode ser utilizado para marcar ou isolar esta populagao. A ALDH
tem sido reportada como sendo um marcador funcional desta populagao de células em varios
tipos de cancro, entre eles o CPNPC (Liang et al,, 2012), sendo que a sobre-expressao da
ALDH tem-se correlacionado com um prognédstico menos favoravel nos seus estados iniciais

(Ho et al., 2007).

Além do CPNPC, também tem sido utilizada como marcador em cancro pancreatico,
da mama, da prostata, entre outros (Vinogradov et al., 2012). Esta enzima catalisa a oxidagao
de um conjunto de aldeidos em acidos carboxilicos, nomeadamente do retinol em acido
retindico, processo este que ocorre em fases precoces da diferenciagao de células estaminais
(Morrison et al., 2013). A classe | da familia da ALDH (ALDHI) é a isoforma que predomina

nos mamiferos (Jiang et al., 2009).

Com base nestes estudos, para além de imprescindiveis na identificagao das CSC, estes
marcadores podem-se considerar promissores alvos terapéuticos, permitindo um melhor
direcionamento das terapias para esta populagio. Por outro lado, podem também ser

utilizados enquanto agentes de prognostico (Morrison et al., 201 3).

1.4.2. Papel das CSC na Resisténcia Tumoral

As CSC parecem encontrar-se vastamente associadas aos dois modos de resisténcia
acima referidos (Shetzer et al., 2014). Como referido, a resisténcia intrinseca é definida como
sendo uma pré-existente predisposicdo para resistir as terapias, enquanto a resisténcia
adquirida se associa a aquisicao de resisténcia durante a exposi¢ao ao tratamento. Este ultimo

caso, deve-se a pressoes seletivas induzidas pelo farmaco, levando a expansao baseada na
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vantagem das células resistentes. Existem varios mecanismos que permitem a estas células
sobreviver e resistir, nomeadamente alteragoes ao nivel da reparagao do ADN e das vias de
sinalizagdo da apoptose e de sobrevivéncia, assim como a expressao de enzimas de

destoxificagao (Vinogradov et al.,, 2012; Shetzer et al., 2014).

Também a condicao de hipoxia que se verifica no microambiente tumoral tem sido
sugerida como uma forma de selecionar os clones de células tumorais que conseguem
sobreviver neste ambiente, havendo um constante renovagao dessas células (Keith et al,
2007). As CSC, sendo tolerantes a condigoes de hipoxia, parecem ter um papel preponderante
no desenvolvimento de resisténcia a fairmacos antiangiogénicos, uma vez que estao adaptadas
a um ambiente privado de oxigénio (Wang et al,, 2010). Adicionalmente, existem estudos que
comprovam que as CSC sao mais invasivas e promovem a metastizagao tumoral (Ebos et al,,

2009b; Paez-Ribes et al., 2009).

Tém sido efetuados varios estudos no sentido de compreender melhor o papel da
populacao de CSC no desenvolvimento de resisténcia aos farmacos anti-VEGF e anti-EGF, em
CPNPC. Desta forma, existem dados que demonstram que células que possuem uma elevada
expressao de ALDH, ou seja potenciais células estaminais tumorais, tal como descrito
anteriormente, apresentam um potencial tumorigénico muito superior quando comparado
com as células que possuem baixa expressaio de ALDH (Huang et al., 2013). No mesmo
estudo, foi também demonstrado que a populagao enriquecida em células estaminais tumorais
promovia a resisténcia a um farmaco inibidor da tirosina cinase do EGFR (gefitinib) (Huang et

al,, 2013).

Um outro estudo com células de CPNPC, revelou que tumores derivados de células
que possuiam elevada expressao de CD44 e ALDH, mais uma vez potenciais células estaminais
tumorais, induziam o crescimento tumoral de forma muito superior quando comparado com
a populagao que possuia baixos niveis destes marcadores (Liu et al., 2013). Adicionalmente,
verificou-se que tumores que derivavam de células que possuiam elevados niveis de ALDH e
CD44, apresentavam resisténcia ao gefitinib. No entanto, depois de ser efetuada deplegcao do
CD44 e inibicado da ALDH, a sensibilidade ao gefitinib aumentava, sugerindo que estes
marcadores sao essenciais a manutengao das células estaminais tumorais em CPNPC (Liu et

al,, 2013).

Com base em todos os mecanismos de resisténcia que se tém verificado as diversas
terapias, torna-se urgente o desenvolvimento de novas e mais efetivas estratégias terapéuticas
que possam ultrapassar estes mecanismos de resisténcia e que resultem em beneficios clinicos

sustentaveis e duradouros para os doentes de CPNPC (Wang et al., 2014).
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1.5. Nanoparticulas Direcionadas como Sistema de Entrega de Farmacos

1.5.1. Estratégias Terapéuticas de Base Lipica

A quimioterapia é baseada em compostos toxicos que inibem a rapida proliferagao das
células tumorais, no entanto desencadeia uma elevada toxicidade em tecidos saudaveis,
estando por isso associada a bastantes efeitos colaterais, acompanhados de um baixo beneficio

terapéutico (Pérez-herrero et al., 2015).

Surgiu assim a necessidade de se desenvolverem novas terapias, capazes de colmatar
estes efeitos colaterais. Tém sido, por isso, desenvolvidos varios sistemas de entrega de
farmacos baseados em nanoparticulas, entre eles os lipossomas (Torchilin, 2005; Fonseca, et
al., 2014; Pérez-herrero et al.,, 2015; Moura et al,, 2012). Este tipo de particulas tém sido
vastamente estudadas para encapsulagao de farmacos, uma vez que sao vesiculas compostas
por fosfolipidos que se organizam em estruturas semelhantes a bicamada da membrana celular,
sendo biodegradaveis e biocompativeis (Fonseca et al., 2014; Torchilin 2005). Desta forma,
podem encapsular farmacos hidrofilicos no seu interior e lipofilicos da sua camada fosfolipidica

(Torchilin, 2005; Pérez-herrero et al., 2015).

No sentido de aumentar a internalizagao celular dos lipossomas e, consequentemente,
a sua eficacia terapéutica, estas particulas tém sido funcionalizadas com ligandos que permitem
bloquear vias de transdugao ou proteinas envolvidas no crescimento e progressao tumoral
(Figura 1.7). Assim, torna-se possivel a diminuicao do acesso da terapia a tecidos saudaveis e,
consequentemente, a diminuicdo dos efeitos secundarios inerentes. (Pérez-herrero et al,

2015).
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Figura 1.7. Nanoparticulas como promissoras formas de transporte de farmacos
anticancerigenos para o tumor. O direcionamento tumoral é efetuado através da funcionalizagao
da superficie das nanoparticulas, que possuem o farmaco anticancerigeno encapsulado, permitindo o
reconhecimento da célula cancerigena e tornando possivel o aumento da eficacia. (Adaptado de Peer

et al., 2007).

Inicialmente, a desvantagem associada a este tipo de terapia residia no fato de nao
possuir um longo periodo de circulagao no sangue, devido a adsorg¢ao por parte das proteinas
do plasma, opsoninas, levando ao reconhecimento dos lipossomas, que eram rapidamente
eliminados pelo sistema mononuclear fagocitico (MPS) (Lasic et al., 1991; Papahadjopoulos et
al., 1991; Sapra et al,, 2003). Este inconveniente diminuia o potencial terapéutico destas
nanoparticulas pelo que, no sentido de colmatar esta desvantagem, surgiram os lipossomas
revestidos por polietilenoglicol (PEG), conhecidos por lipossomas Stealth®, levando a
aprovagao do Doxil® pela FDA em 1995 (Moreira et al., 2001; Cuenca et al., 2006; Barenholz,
2012). A nuvem hidrofilica formada pelo PEG que envolve os lipossomas, diminui a
opsonizagao, uma vez que torna as nanoparticulas invisiveis ao MPS. Isto resulta num maior
periodo de circulagao e, consequentemente, numa acumulac¢ao superior de firmaco no tumor

com eficacia aumentada (Fonseca et al., 2014; Torchilin 2005).

Os lipossomas consideram-se, assim, uma promissora forma de terapia do cancro,
capazes de ultrapassar as limitagoes associadas a quimioterapia, como a toxicidade e a

dificuldade de entrega de compostos terapéuticos hidrofébicos (Allen et al., 2013).
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Tabela Il. Formulagoes lipossémicas comercialmente disponiveis ou sob

avaliacao clinica. (Retirado de Torchilin, 2005)

Active drug Product name? Indications

Daunorubicin Daunoxome Kaposi’s sarcoma

Doxurubicin Mycet Combinational therapy of recurrent breast cancer

Doxorubicin in PEG-liposomes  Doxil/Caelyx Refractory Kaposi's sarcoma; ovarian cancer; recurrent breast cancer

Amphotericin B AmBisome Fungal infections

Cytarabine DepoCyt Lymphomatous meningitis

Vincristine Onco TCS Non-Hodgkin's lymphoma

Lurtotecan NX211 Ovarian cancer

Nystatin Nyotran Topical antifungal agent

All-trans retinoic acid Altragen Acute promyelocytic leukaemia; non-Hodgkin's lymphoma; renal-
cell carcinoma; Kaposi's sarcoma

Platinum compounds Platar Solid tumours

Annamycin Doxorubicin-resistant tumours

ETA gene Various tumours

DMNA plasmid encoding HLA-BT  Allovectin-7 Metastatic melanoma

and a2 microglobulin

Liposomes for various drugs and Broad applications
diagnostic agents (lipoMASC)

*In different countries the same drug could be approved for different indications or be at different phases of clinical trials). *Name of
liposome formulation.

1.5.2. Lipossomas Sensiveis ao pH

Nos ultimos anos, tem-se verificado uma intensa investigagao no sentido de melhorar
as caracteristicas dos lipossomas para um aumento de entrega intracelular e consequente
eficacia terapéutica. Através da composicao lipidica é possivel alterar as propriedades dos
lipossomas e torna-los sensiveis a estimulos como, por exemplo, o pH (Simoes et al., 2004).
Lipossomas sensiveis ao pH sao lipossomas estaveis a pH fisiologico (pH 7,4) mas em
condi¢coes acidicas, como ¢ o caso do microambiente tumoral e das vesiculas endociticas
formadas durante a endocitose das particulas, verifica-se uma destabilizagao da membrana do

lipossoma e o seu conteldo ¢ libertado (Simoes et al., 2004; Torchilin 2005).

Normalmente, estes lipossomas sao compostos pelo lipido dioleoilfosfatidiletanolamina
(DOPE), que é um lipido fusogénico que nao adota a estrutura em bicamada mas sim uma fase
hexagonal invertida, e um lipido como o hemisuccinato de colesterol (CHEMS), que contém
um grupo acidico ionizavel (Hafez et al., 2000b; Paliwal et al., 2014). O conjugado
CHEMS/DORPE é estavel a pH neutro, uma vez que em valores acima de pH 6,0, o CHEMS
possui carga negativa, o que induz estabilidade ao DOPE. No entanto, quando o pH é acidico,
da-se a protonagao do CHEMS resultando numa diminuicao de estabilidade do DOPE na
estrutura lipidica que adota a sua estrutura favoravel, destabilizando a membrana e permitindo
a libertagao do seu contetdo (Simoes et al., 2004). Com base nesta conjugagao, é possivel que

esta libertagao do contetdo do lipossoma se dé nas células alvo, através da acidez existente
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na via endocitica no ambiente intracelular, aumentando a eficacia terapéutica (Hafez et al,,

2000a; Paliwal et al., 2014).

1.5.3. Nucleolina como Alvo Terapéutico em Cancro

Como ja referido anteriormente, o crescimento tumoral é bastante dependente da
angiogénese. Desta forma, torna-se necessario o conhecimento de novos marcadores da
neovasculatura, uma vez que o conhecimento desses alvos pode resultar tanto no
desenvolvimento de novos agentes de diagnostico como de terapia (Christian et al., 2003;

Hood et al., 2002).

Assim, foi identificada uma proteina, denominada nucleolina, que para além de estar
presente no nucléolo, niucleo e citoplasma, também se encontra na superficie das células
endoteliais tumorais e nas células tumorais. Esta proteina tem uma massa de 100 a 110 kD e
esta presente em células em crescimento exponencial, possuindo fungdes ao nivel da
transcricao, proliferagao e crescimento celular (Christian et al., 2003). No nucléolo, a
nucleolina esta envolvida na biogénese do ribossoma e na transcri¢gao do acido ribonucleico
ribossomico (ARNr), assim como na maturagao do pré-acido ribonucleico mensageiro
(ARNm) (Berger et al,, 2015). No nucleo, esta envolvida na replicagao do ADN, assim como
na sua reparagao e no citoplasma esta relacionada com a regulagao pos-transcricional do

ARNmMm (Sader et al., 2015).

O fato de a nucleolina se encontrar sobre-expressa na superficie celular de muitas
células cancerigenas e na vasculatura tumoral, faz com que seja apontada como um alvo
promissor para direcionamento de estratégias terapéuticas em cancro (Berger et al.,, 2015;
Fujiki et al., 2014).

Desta forma, ja foi identificado um peptideo que reconhece a nucleolina, o F3 (Porkka
et al., 2002). Este ligando, que tem 34 aminoacidos, foi utilizado no desenvolvimento de uma
nanoparticula de base lipidica por Moura et al., (2012). Trata-se de um lipossoma PEGuilado
sensivel ao pH, que contém doxorrubicina encapsulada e, através da conjugagao com o
peptideo F3 na sua superficie, é direcionado para a nucleolina, tendo como alvos as células
cancerigenas e as células endoteliais tumorais. Com esta nanoparticula, foram obtidos
potentes efeitos terapéuticos em modelos animais de cancro da mama (Moura et al,, 2012). A
doxorrubicina é um citostatico do grupo das antraciclinas bastante usado em quimioterapia,
no entanto possui efeitos colaterais devastadores, nomeadamente cardiotoxicidade,
toxicidade gastrointestinal, vomitos e alopécia (Ichikawa et al., 2014). Estes efeitos devem-se,
principalmente, ao fato de esta terapia atingir todas as células do organismo, inclusivamente
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tecidos saudaveis. Assim, esta nova formulagao lipossomal, estando direcionada para a
nucleolina, que se encontra sobre-expressa em duas populagdes no microambiente tumoral,

possibilita uma diminuicao destes efeitos adversos e um aumento da eficicia terapéutica

(Moura et al., 2012).

1.6. Objetivos

Com base em todo o conhecimento que foi gerado relativamente a novas terapias
contra o cancro e aos problemas que se encontram na clinica, principalmente a resisténcia a
terapias convencionais e a novas terapias angiogénicas, € de grande relevancia e urgéncia que
se compreendam estes mecanismos, no sentido de ser possivel o desenvolvimento de
inovadoras e efetivas estratégias terapéuticas que ultrapassassem estes problemas. Assim, este
projeto foi desenvolvido com o principal objetivo de estudar o papel da populagao de células
estaminais tumorais no desenvolvimento de resisténcia as terapias dirigidas, nomeadamente
as terapias inibidoras de tirosina cinase (anti-VEGF e anti-EGF), em cancro do pulmao de nao

pequenas células. Neste sentido, delinearam-se os seguintes objetivos especificos:

- Identificar/caracterizar a populagao de CSC no modelo celular de cancro do pulmao

H1975;

- Verificar se uma nanoparticula recentemente desenvolvida no nosso laboratério, um
lipossoma PEGuilado sensivel ao pH (encapsulando doxorrubicina) e direcionado para a
nucleolina através da conjugagao com o peptideo F3 a superficie, tem a capacidade de se ligar

e ser internalizado pela populagao de CSC identificadas no modelo celular;

- Isolar a populagao de CSC e nao-CSC e estudar a capacidade citotdxica desta nova
estratégia terapéutica nestas populagoes, de forma isolada e em conjunto com farmacos

inibidores de tirosina cinase (vandetanib e erlotinib).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Os lipidos constituintes da nanoparticula, nomeadamente [,2 dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE), 1,2 —disteraroil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), I,2-distearoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina-N-[folato (polietilenoglicol)- 2000] (DSPE PEG2k), e 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[maleimida(polietileno glicol)-2000] (DSPE-PEG2k-
MAL) foram fornecidos pela empresa Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, Estados Unidos
da América (EUA)). Os lipidos hemissuccinato de colesterol (CHEMS) e o colesterol (CHOL)
foram adquiridos a partir da empresa Sigma-Aldrich (EUA).

A doxorrubicina (hidrocloreto) (DXR) foi obtida a partir da IdisPharma (Reino Unido).
Os peptideos nao  especifico (NS)  (ARALPSQRSR) e  especifico (F3)
(KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPAKK)  foram  sintetizados  pela  Genecust
(Luxemburgo).

Os farmacos erlotinib, vandetanib, gefitinib e sunitinib foram adquiridos a Selleckchem
(Houston, Texas, EUA)

A linha celular H1975, células de cancro do pulmao de nao pequenas células (CPNPC),

foi fornecida pela American Type Culture Collection (Virginia, EUA).

2.2. Métodos

2.2.1. Cultura Celular

As culturas celulares foram mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, EUA),
suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal de Bovino (FBS) (Invitrogen), 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Lonza, Suiga). As células foram mantidas a 37° C,

numa atmosfera humida a 90%, contendo 5% de CO,.

2.2.2. Preparacao dos Lipossomas
2.2.2.1. Ativacao dos Ligandos

Foram  preparadas trés formulagdes lipossomais  sensiveis ao  pH
(DOPE:CHEMS:DSPC:CHOL:DSPE-PEG num racio molar de 4:2:2:2:0,8), sendo que, em duas
delas, foi introduzido um peptideo na superficie do lipossoma através do método de pos-
insercao (Moreira et al,, 2002). O processo de ativagao dos ligandos, nao especifico (NS) e
especifico (F3) inicia-se com a tiolagdo dos mesmos, através da reagao com o 2-iminotiolano
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(2-IT) (Sigma-Aldrich, EUA) em solugao salina tamponada com HEPES (acido N-(2-
hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfénico) (HBS) a pH 8, durante | h, a temperatura
ambiente. Decorrida esta hora, os ligandos foram acoplados a micelas de DSPE-PEG-MAL,
preparadas previamente a 50° C, em tampao salino MES (acido 2-morfolino etano sulfénico),
a pH 6,5. Estes conjugados, DSPE-PEG2k-F3 e DSPE-PEG2k-NS, foram deixados a reagir

(reagao de acoplamento) durante cerca de 12 horas, a temperatura ambiente.

2.2.2.2. Preparacdo dos Lipossomas por Injecdo de Etanol

Concluido este periodo, os lipossomas foram preparados segundo o método de injegao
de etanol (Gomes-Da-Silva et al., 2013; Maurer et al., 2001; Semple et al., 2001). As solugoes
lipidicas foram adicionadas ao tampao de sulfato de amoénio a 300 mM (pH 8,5) pré-aquecido
a 60° C. De forma breve, quarenta microlitros de solugao organica lipidica foram adicionados
ao tampao de sulfato de amonio, gota a gota, sob 30 segundos de vortex, seguido do
aquecimento das formulagoes a 60° C durante cerca de | minuto. Todo este procedimento

foi repetido até que todo o lipido fosse adicionado ao tampao.

De seguida, todas as formulagoes foram sujeitas a extrusao através de membranas de
policarbonato, com diametro de poro de 50 nm utilizando um extrusor LipoFast Basic (Avestin,
Canada). De seguida, o tampao foi trocado recorrendo a cromatografia de exclusao molecular
em gel, usando uma coluna Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich, EUA) equilibrada com uma solugao
tampao 25 mM Trizmabase, em 10% sacarose (m/V), a pH 9,0. De forma a garantir que a
doxorrubicina fosse encapsulada, foi utilizado o método do gradiente do sulfato de amoénio
durante | hora e 30 minutos, a 60° C, na auséncia de luz (Bolotin et al., 1994). A doxorrubicina
livre (farmaco nao encapsulado) foi removida através de cromatografia de exclusao molecular
em gel, usando uma coluna Sephadex G-50, equilibrada com 25mM de HEPES e 140mM de
cloreto de sédio (NaCl), a pH 7,4 (HBS).

2.2.2.3. Processo de Pos-Insercao

Para ser possivel a obtengao de lipossomas vetorizados, apos a passagem dos mesmos
pela coluna de cromatografia, os lipossomas pré-formados foram sujeitos ao processo de pos-
insercao dos respetivos ligandos (NS e F3). Os conjugados (micela-ligando) foram entao
adicionados aos lipossomas numa proporgao lipido total/conjugado de 2 mol% e deixados a
incubar a durante | hora, a 50°C, para promover a inserc¢io do conjugado na bicamada lipidica

(Gomes-Da-Silva et al., 2012; Santos et al., 2010; Semple et al., 2001).
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Para preparar lipossomas marcados com rodamina, o lipido rodamina-PE (RhoD-PE)
(Avanti Polar Lipids) foi adicionado a mistura lipidica (I mol% de lipido total). Os lipossomas
foram igualmente preparados segundo o método de inje¢ao de etanol, no entanto os lipidos
foram hidratados com um tampao de 25 mM HEPES e 140 mM NaCl (pH 7,4). Os lipossomas
resultantes foram sujeitos a extrusao e, de seguida, a pods-insergao, tal como descrito

anteriormente.

2.2.3. Caracterizacao de Lipossomas

O indice de polidispersao e o tamanho das nanoparticulas foi determinado por dynamic
light scattering, utilizando o analisador de tamanhos N5 (Beckman Coulter, Califérnia, EUA). A
concentragao final de lipido foi determinada apos quantificagao de colesterol usando o kit Infinity
Cholesterol (ThermoScientific, Massachusetts, EUA).

A absorvancia do farmaco encapsulado foi determinada a 492 nm, por interpolagao em
curva padrao sob solubilizagao dos lipossomas em 90% de etanol absoluto, de forma a determinar

a concentragao de DXR nas nanoparticulas.

2.2.4. Estudo de Associacao Celular por Citometria de Fluxo

No sentido de determinar a especificidade do ligando F3 na associagao celular (ligagao
e internalizacao) dos lipossomas em células de cancro de pulmao, duzentas mil células da linha
celular HI1975 foram incubadas com os lipossomas marcados com rodamina-PE (RhoD-PE)
(0,78 mM) nao vetorizados (pSL), vetorizados com o ligando nao especifico (p[NS]SL) e
vetorizados com o ligando especifico, F3 (p[F3]SL). Foram realizados estudos com incubagoes
de | e 4 horas, a 37° C e | hora, a 4° C. Apos lavagem com tampao PBS, as células foram
destacadas e imediatamente analisadas por citometria de fluxo (BD FACScalibur, BD
Biosciences, USA). A fluorescéncia correspondente a RhoD-PE foi avaliada por FL2, num total
de 20 000 eventos registados. Os resultados obtidos foram analisados através do software Cell
Quest Pro (BD Biosciences) e normalizados contra células nao sujeitas a incubagio com

lipossomas.

2.2.5. Estudo de Associacdao Celular por Microscopia de Fluorescéncia

A extensao de associagao celular foi posteriormente confirmada por microscopia de
fluorescéncia. Duzentas mil células da linha celular HI1975 foram incubadas com lipossomas
marcados com RhoD-PE (0,78 mM) pSL, p[NS]SL e p[F3]. Foram realizados estudos de | hora
de incubagao com os lipossomas, a 37° C e 4° C. Apds lavagem com tampao fosfato salino
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(PBS), foi possivel obter as imagens de fluorescéncia, detetada através do microscépio ZOE™

Fluorescent Cell Imager, com uma ampliagao de 125 vezes.

2.2.6. Estudos de Citotoxidade

2.2.6.1. Formulacoes Lipossomais

Para que o efeito citotoxico da doxorrubicina (DXR), encapsulada em cada uma das
formulagoes lipossomais, em células de cancro do pulmao pudesse ser avaliado, recorreu-se a
estudos de citotoxicidade. Assim, 24 horas antes do ensaio, 7000 células da linha H1975 foram
plaqueadas. Apos este periodo, as células foram incubadas com diferentes concentragoes de
DXR livre ou encapsulada nas diferentes formulagoes lipossomais, pSL, pSL[NS] e pSL[F3]
([DXR]ms=100 uM), durante |, 4 e 8 horas, a 37° C.

Para todas as condigoes, apds cada periodo de incubagao, o meio de cultura contendo
cada tratamento foi substituido por meio de cultura RPMI e as células foram mantidas em
cultura até um total de 120 horas de ensaio, para que completassem 3 ciclos de crescimento

celular.

No final do ensaio, a viabilidade celular pode ser avaliada através do método da
resazurina  (AlamarBlue®, Invitrogen). Segundo este método, apenas as células
metabolicamente ativas reduzem a resazurina, sendo possivel avaliar a viabilidade celular,

através da leitura da absorvancia a 570-600 nm (O’Brien et al., 2000; Rampersad, 2012).

2.2.6.2. Farmacos Inibidores de Tirosina Cinase

Com o objetivo de avaliar a viabilidade celular resultante do tratamento com os
farmacos Erlotinib, Gefitinib, Vandetanib e Sunitinib, 24 horas antes do ensaio, 7000 células da
linha HI1975 foram plaqueadas. De seguida, as células foram sujeitas a tratamento com cada
um dos farmacos em varias concentragoes ([ Jmixima=50 uM), durante I, 4, 8 e 48 horas no caso
do sunitinib e, |, 4, 8 e 72 horas no caso de todos os outros farmacos. Passados estes periodos,
o meio de cultura foi trocado e as células permaneceram em cultura até perfazer 120 horas de

ensaio.

Por ultimo, foi também testado o efeito citotoxico do tratamento com as diferentes
farmacos livres Erlotinib, Gefitinib, Vandetanib e Sunitinib, seguidos do tratamento com DXR
encapsulada nos lipossomas vetorizados com F3 (pSL[F3]). Assim, depois de 48 ou 72 horas de
tratamento, dependendo do farmaco, as células foram sujeitas a tratamento com os lipossomas
pSL[F3], durante | e 4 horas, nas concentragoes usadas anteriormente para esta formulagao. Mais

uma vez, apds cada um destes periodos, o meio de cultura contendo cada tratamento foi
31



Capitulo Il - Materiais e Métodos

substituido por meio novo e as células foram mantidas em cultura até um total de 120 horas de
ensaio. Como descrito anteriormente, a viabilidade celular foi, de seguida, avaliada através do

método da resazurina.

2.2.7. Ensaio de Formacao de Esferas

O ensaio de formagao de esferas foi utilizado como forma de avaliar o potencial
estaminal da linha celular H1975, como descrito na literatura (Eramo et al. 2008; Singh et al,,
2012). Assim, foram plaqueadas duas densidades celulares diferentes, 5000 e 10000 células,
por pogo e cultivadas em meio de cultura especifico suplementado Mammocult®, durante 6 a
7 dias. As células foram plaqueadas em pogos de 2 mL de baixa aderéncia (Greiner Bio-one,
EUA), em triplicados. Apos 7 dias de cultura das esferas de |* geragao foi avaliada a 2* geragao
da linha. Assim, a mesma foi originada a partir da desagregacao das esferas de |* geragao que
foram depois plaqueadas nas densidades de 5000 e 10000 células por pogo, usando as mesmas

condigoes descritas para a |* geragao.

A eficiéncia de formacao de esferas foi verificada com base na aquisicao de 9 fotografias
aleatorias por pogo, usando o microscopio Axiovert 40C acoplado com uma maquina
fotografica Canon Powershot G/0 ecom o auxilio do software Axiovision (versao 4.8.2) (Zeiss,
Alemanha). A analise das imagens e a contagem das esferas foi efetuada usando o software Fiji
(US National Institutes of Health). A eficiéncia de formagao de esferas (%), foi calculada através
da féormula [(Numero de esferas/Numero total de eventos)] x 100, sendo o nimero total de
eventos a adigao do numero de esferas com o numero de células individuais. De notar que
apenas foram contabilizadas enquanto esferas, aquelas que possuiam um diametro superior a

50 uym.

2.2.8. Identificacao da Populacao Celular Enriquecida em Células
Estaminais Tumorais

2.2.8.1.CD44 e ALDH

Meio milhao de células da linha celular H1975 foram incubadas com as trés formulagoes
de lipossomas (nao vetorizados, vetorizados com o ligando nao especifico e vetorizados com
o ligando especifico, F3), marcados com rodamina, numa concentragao de 0,4 mM de lipido
total, durante | hora, a 37° C. Apos lavagem com PBS, as células foram destacadas e marcadas
com marcadores de células estaminais tumorais em CPNPC descritos na literatura, CD44 e

ALDH (Huang et al., 2013; Jiang et al., 2009; Leung et al., 2010; Liu et al., 201 3). Inicialmente
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as células foram marcadas com o anticorpo anti-CD44-PE/Cy5 (Abcam, Reino Unido), e com
o controlo, o isotipo IgG2b (Biolegend, EUA), durante 30 minutos a 4°C, em tampao PBS com
|% de albumina sérica humana (BSA) (PBS-BSA). De seguida, as células foram lavadas com
PBS-BSA e incubadas com o reagente ALDEFLUOR® (StemCell Technologies, Canada), durante
30 minutos, a 37° C e de acordo com as instrucoes do fabricante. Brevemente, as células
foram suspensas num tampao que possui o substrato da ALDH sem carga, o BODIPY-
aminoacetaldeido (BAAA). O BAAA ¢é captado pelas células e é oxidado pela ALDH ficando
com carga negativa (BODIPY-aminoacetato (BAA)) e, consequentemente, sendo retido no
interior celular. Assim, em células que possuam elevados niveis de ALDH sera emitida
fluorescéncia. Como controlo negativo, € utilizado um inibidor da ALDH, o
dietilaminobenzaldeido (DEAB), impedindo a reagao de oxidagao e permitindo a identificagao
das células que apresentam fluorescéncia nao especifica. Seguidamente, as células foram
imediatamente analisadas por citometria de fluxo (BD FACSCalibur system, BD Biosciences, EUA)
e foram recolhidos no total 15000 eventos. Foram ainda utilizados varios controlos no sentido

de assegurar uma correta compensacao do sinal de fluorescéncia em cada canal.

2.2.8.2.CD44 e CDI33

Com base em varios estudos publicados, o CD 133 é um marcador de células estaminais
tumorais, nomeadamente de cancro de pulmao (Eramo et al.,, 2008; Wang et al., 2013). Assim
sendo, foi testada a expressao de CDI33 e, novamente CD44, nas células HI975. O
procedimento utilizado foi idéntico ao descrito anteriormente, em que as células foram
marcadas com os anticorpos CD44-PE/Cy5 e CDI33/1(ACI133)- VioBright FITC (Miltenyi
Biotec Inc., USA), durante 30 minutos a 4° C, em tampao PBS-BSA. Como controlos, as células
foram marcadas com o isotipo do CD44, IgG2b e com o isotipo do CD133, IgGI. De igual

forma ao processo descrito anteriormente, as células foram analisadas por citometria de fluxo.

2.2.9. Selecdo das Populacées CD44*/ALDH* e CD44/ALDH por Cell

Sorting

Foram plaqueadas 25 milhoes de células H9175 e marcadas com CD44-PE/Cy5 e
reagente ALDEFLUOR® em tampao PBS com [% BSA, como descrito anteriormente. De
seguida, através da técnica de cell sorting foi possivel selecionar as populagoes de CSCs e nao-
CSCs. Assim, esta selegao foi feita com base nos marcadores de CSCs CD44 e ALDH que
foram previamente utilizados na identificagao destas duas subpopulagoes nesta linha celular,

por citometria de fluxo. A selegao das CSCs foi entao efetuada com base na elevada expressao
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de CD44 e ALDH (CD44'/ALDH") e a populagio de nio-CSCs foi selecionada com base na
baixa expressao destes mesmos marcadores (CD44/ALDH") (Liu et al. 2013). Esta selegao foi
possivel através do equipamento BD FACSAria lll cell sorter (BD Biosciences, EUA), tendo sido
recolhidas entre 10 e |15 % de cada subpopulagao. Todas as condi¢oes controlo, previamente
definidas, foram utilizados neste processo para que fosse assegurada a fiabilidade dos

resultados (Liu et al., 2013).

2.2.10. Estudo da Citotoxicidade nas Populacdes CD44*'/ALDH" e
CD44/ALDH-

2.2.10.1. Formulagao Lipossomal

As duas populagoes de células que foram selecionadas pela técnica cell sorting,
CD44'/ALDH" e CD44/ALDH, foram plaqueadas e, 24 horas depois, sujeitas a ensaios de
citotoxicidade com a nanoparticula vetorizada com o peptideo F3 (pSL[F3]). Assim, foram
testadas varias concentragoes ([DXR].:»=10 pM) durante 4 horas de incubagao. Como

controlo foi utilizada a linha parental, nao sujeita a cell sorting.

2.2.10.2. Farmacos Inibidores de Tirosina Cinase

Foram também testadas varias concentracoes de dois farmacos nestas duas
populagoes, o erlotinib e o vandetanib, sendo que a escolha destas concentragoes teve por
base o estudo de citotoxicidade efetuado na linha parental HI1975. No caso do erlotinib foram
testadas as seguintes concentragoes: 30 uM; 15 uM; 7,5 uM; 3,75 uM; 1,88 uM e 0,9 uM, durante
um periodo de 72 horas de incubagao. O vandetanib também foi testado durante 72 horas de
incubagao e foram estudadas as seguintes concentragoes: 10 uM; 5 uM; 2,5 uM; 1,25 uM; 0,625
puM e 0,3 pM. Foi ainda avaliada a posterior adicao dos lipossomas vetorizados com o ligado
especifico F3 a cada farmaco, nas duas populagdes (CD44'/ALDH" e CD44/ALDH"). Neste
estudo, apds 72 h de incubagao com cada um dos farmacos nas células, o meio foi aspirado e
substituido pelos lipossomas, durante 4 h, a concentragiao correspondente ao valor do 1Cy,
desta nanoparticula na linha parental e respetivo a este periodo de incubagao, ou seja 0,5 pM.

Mais uma vez, como controlo foi utilizada a linha parental.

2.2.11. Analise Estatistica

Quando apropriado a experiéncia, os dados foram analisados segundo o calculo da
média * erro padrio da média (SEM). A andlise estatistica das diferengas entre os grupos
experimentais e controlos foram avaliadas por analise de variancia, através de one-way ou two-
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way ANOVA. Apenas foram consideradas diferengas estatisticamente significativas quando
apresentavam um valor de p<0,05. Os niveis de significancia constam dos respetivos resultados

((*)p<0,05; (**)p<0,01; (***)p<0,001; (****)p<0,0001).
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdao dos Lipossomas

3.1.1. Analise das Propriedades Fisico-Quimicas

Com o intuito de melhorar a eficacia terapéutica dos lipossomas, as propriedades
destas nanoparticulas e a sua influéncia na eficacia terapéutica tém sido alvo de forte

investigacao, sendo uma das propriedades mais importantes dos lipossomas o seu tamanho

(Sun et al., 2005).

Verifica-se, na figura 3.1. A e B, que os lipossomas marcados com rodamina (A), assim
como os lipossomas encapsulando doxorrubicina (B), possuem um tamanho médio que varia
entre 70 e 90 nm. As ligeiras diferengas de tamanho encontradas entre as formulagoes, nao

se verificaram estatisticamente significativas.

Relativamente ao indice de polidispersao (Figura 3.1. C e D), este é um parametro que
se traduz na heterogeneidade das amostras quanto ao tamanho dos lipossomas (Gaumet et

al., 2008), nao se verificaram diferencas significativas entre as 3 formulagoes lipossomais.
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Figura 3.1. Caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas nao vetorizados (pSL),
vetorizados com um peptideo nio especifico (p[NS]SL) ou com o peptideo F3 (p[F3]SL).
Representacao do tamanho médio (nm) de lipossomas marcados com rodamina (A) e de lipossomas
encapsulando doxorrubicina (B). indice de polidispersio (PDI) de lipossomas marcados com rodamina
(C) e encapsulando doxorrubicina (D). Os dados estatisticos sio referentes a média + SEM de 3
experiéncias independentes. One-way ANOVA foi o teste estatistico utilizado, assumindo um nivel de

significancia de p> 0,05.

3.2. Estudo de Associacdo celular

3.2.1. Por Citometria de Fluxo

No sentido de analisar a especificidade da entrega intracelular das nanoparticulas
vetorizadas com o peptideo F3, foram efetuados estudos de associagao celular por citometria
de fluxo. Este ensaio permite nao sé avaliar a ligagao dos lipossomas a superficie da membrana
celular, mas também a sua internalizacao, através da fluorescéncia associada a rodamina-PE
(RhoD-PE), que foi inserida na bicamada lipidica das formulagoes em estudo e respetivas

formulagoes controlo.
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Foram efetuadas experiéncias de | hora, a 4° C e 37° C e de 4 horas, a 37° C. No
estudo a 37° C, de | e 4 horas (Figura 3.2), verificou-se um sinal de fluorescéncia de RhoD-
PE muito superior com a incubagao das células com a formulagao direcionada de forma
especifica (p[F3]SL) relativamente a direcionada de forma inespecifica (p[NS]SL) e a nao
direcionada (pSL). Verificou-se ainda um aumento nao significativo do sinal no estudo a 4 horas
relativamente ao estudo a | hora. Quanto ao estudo a 4° C, temperatura a qual a endocitose
¢ inibida, durante | hora, verificou-se uma dimuicao acentuada da associacao celular em todas
as formulagdes, indicando que os lipossomas sao internalizados através de um mecanismo

dependente de energia.
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Figura 3.2. Estudo de associacao celular com a linha celular de cancro do pulmao de nao
pequenas células, H1975. Duzentas mil células HI975 foram incubadas com lipossomas marcados
com rodamina-PE a uma concentragao de 0,4 mM. Foram testados lipossomas nao vetorizados (pSL),
vetorizados com um peptideo nao especifico (p[NS]SL) ou com o peptideo F3 (p[F3]SL), durante |
hora, a 37° C e 4° C e durante 4 horas, a 37° C. O grafico representa a média geométrica da
fluorescéncia de rodamina-PE. Como controlo, foram usadas células nao incubadas com lipossomas.
Os dados sdo referentes a média + SEM de 3 experiéncias independentes em que (****) p<0,0001 e
(" p>0,05 representam o nivel de significancia estatistica, obtida a partir do teste estatistico Two-way

ANOVA.
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3.2.2. Por Microscopia de Fluorescéncia

No sentido de complementar os resultados acima obtidos, avaliou-se a associagao
celular por microscopia de fluorescéncia, através da incubagao das células com lipossomas

marcados com RhoD-PE, tal como anteriormente descrito para citometria de fluxo.

Efetuaram-se experiéncias a 37° C e a 4° C, durante um periodo de | hora, com as
trés formulagoes de lipossomas: pSL, p[NS]SL e p[F3]SL, numa concentragao de 0,4 mM.
Observou-se que as células incubadas tanto com a formulagao nao direcionada, como com a
formulagao direcionada de forma inespecifica, nao apresentavam sinal de fluorescéncia em
qualquer uma das condigoes (Figura 3.3). Por outro lado, verificou-se que as células incubadas
com a formulagao direcionada de forma especifica com o peptideo F3, p[F3]SL, apresentavam
um sinal de fluorescéncia bastante acentuado para a condigao de | hora de incubagao, a 37
°C.

No estudo a 4° C, observou-se uma diminui¢ao do sinal de fluorescéncia das células
incubadas com a formulagao p[F3]SL, sendo de notar que, para estas condigdes, a

fluorescéncia detetada se encontra maioritariamente na membrana celular (Figura 3.3).

lh0.4mM37°C lh04mM4°C

r 1

Células nio tratadas | | pSL | 1 pINSISL | | p[F31SL | | p[F31SL |

I Sobreposicido ” Lipossomas-RhoD II Transmissdo I

Figura 3.3. Imagens representativas da fluorescéncia resultante da associacdo celular de
lipossomas funcionalizados e ndo funcionalizados, marcados com RhoD-PE, na linha

celular H1975.

Duzentas mil células H1975 foram incubadas com lipossomas, marcados com rodamina-PE, a uma
concentragao de 0,4 mM. Foram testados lipossomas nao direcionados (pSL), direcionados com um

peptideo nao especifico (p[NS]SL), assim como lipossomas direcionados com o peptideo F3 (p[F3]SL),
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durante | h, a 37 e 4° C. Como controlo, foram usadas células nao incubadas com lipossomas (nao

tratadas).

3.3. Estudo de Citotoxicidade Celular na Populaciao Parental

3.3.1. Formulag¢des lipossomais

Para que o potencial das nanoparticulas encapsulando doxorrubicina pudesse ser
avaliado em termos de impacto na viabilidade celular da linha de cancro do pulmao HI975,
foram efetuados ensaios de citotoxicidade celular. As células foram incubadas com varias
concentragoes de doxorrubicina (diluidas em série) livre (Figura 3.4. D, E e F) ou encapsulada

em lipossomas pSL, p[NS]SL ou p[F3]SL a 37° C, durante |, 4 e 8 horas (Figura 3.4. AB e C).

Desta forma, com | hora de incubagao com as nanoparticulas, observa-se desde logo
uma acentuada diferenga entre a taxa de morte celular provocada pelos lipossomas
direcionados de forma especifica, p[F3]SL, e a taxa de morte celular provocada pelos
lipossomas nao direcionados, pSL, e direcionados de forma inespecifica, p[NS]SL (Figura
3.4.A). Mesmo a baixas concentragoes de doxorrubicina (0,39 pM; 0,78 pM; 1,59 uM) é
possivel observar uma diferenga significativa na taxa de morte induzida pelas diferentes
formulagoes de lipossomas. Constata-se, por isso, uma distingao evidente entre os valores de
ICy das formulagoes, sendo este valor quatro vezes inferior no caso dos lipossomas p[F3]SL,

relativamente as outras duas formulagoes (Tabela 3).

Depois de 4 h de incubagao com os diferentes lipossomas, o perfil mantém-se,
observando-se uma diferenga maxima de seis vezes superior na citotoxicidade entre os
lipossomas p[F3]SL e as formulagoes controlo. Adicionalmente, verifica-se um aumento da
morte celular aquando da utilizagao de concentragoes mais baixas de farmaco, sendo que para

a concentragao mais baixa (0,39 pM) a morte induzida é superior a 80 % (Figura 3.4 B).

As incubagoes com os diferentes lipossomas foram estendidas até as 8 horas e, apos
este periodo, verificou-se uma diminuicao ainda superior no valor de ICy da formulagao
direcionada com o peptideo F3, constatando-se uma diminui¢ao deste valor em praticamente
quatro vezes (Tabela 3) relativamente ao valor de ICy, obtido, para esta formulagao, apos
quatro horas de incubagao. Atingiu-se, assim, o limiar dos 100 % de morte, ainda que com
concentragoes bastante baixas (3,13 pM). Assim, verificou-se, mais uma vez, diferencas
significativas entre as formulagées, com um aumento de eficacia por parte da formulagao

p[F3]SL, relativamente as outras duas formulagoes(Figura 3.4 C).

Relativamente aos resultados obtidos com a doxorrubicina livre (Figura 3.4 D,E e F),

observou-se uma diminuigao do valor de ICs, e ICy com o aumento do tempo de incubagao.

41



Capitulo Ill - Resultados

No entanto, estes valores nunca se revelaram inferiores aos valores de ICs, e 1Cq da
formulagao vetorizada com o peptideo F3 (Tabela 3). Observou-se ainda que nem com a
concentragao maxima testada (8 uM) foi possivel atingir uma taxa de 100 % de morte celular
em qualquer um dos tempos de incubacao, sendo que a concentragoes relativamente baixas
(0,03 uM; 0,06 pM; 0,125 pM; 0,25 pM) a taxa de morte celular nao foi significativa (Figura 3.4
D,E e F).

>
w

S 1001 pSL 21004 pSL
o o
H —= pINSISL & —=— p[NS]SL
3 J c -
g 80 —— p[F3]sL s 80 —— p[F3ISL
® ®
~ 60 < 604
= N
= K
3 3
o 40 o 401
v 8]
£ 201 ¢ 204
° o
z =
0 T T T T 1 0 T T T T 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log [DXR] (#M) log [DXR] (kM)
S sL < 1004
2 100 l/_/{/}/- P <
°
H] —=— p[NS]SL fé
c - 80 -
o 80 —— p[F3]SL M
2
£ 5o < 601
s s
S Fl
2 401 s 40
3] 3]
0
S 204 £ 2071
: :
= 0 T T r r Y 0 T T T T T 1
0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log [DXR] uM log [DXR] (HM)
S 100 2 1004
° 2
H
t <
c 80
80 o
S M
2
€ 6o < 601
H =
E 3
o 40 s 401
% v
o
¢ 204 Y 201
° °
= =
0 T T T T T 1 0 ¥ T T T T 1
2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log [DXR] (M) log [DXR] (uM)

Figura 3.4. Estudo de citotoxicidade celular com as diferentes formula¢oes lipossomais na

linha celular H1975.

Foram plaqueadas sete mil células e, posteriormente, incubadas com cada uma das diferentes
formulagoes de lipossomas com a doxorrubicina encapsulada. Foram testados lipossomas vetorizados
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de forma especifica (p[F3]SL), vetorizados de forma inespecifica (p[NS]SL), e nao vetorizados (pSL),
tendo sido avaliadas varias concentragoes de farmaco através de diluicdes em série realizadas a partir
da concentragao maxima de 100 pM, durante |, 4 e 8 horas, a 37° C (A, B e C, respetivamente). Foi
também testada a doxorrubicina (DXR) livre a partir de uma concentragao maxima de 8 pM, durante
I, 4 e 8horas, a37° C (D, E e F, respetivamente). Apos os tempos de incubagao, o meio foi substituido
e a experiéncia prolongada por um periodo de 96 h. A morte celular verificada teve como controlo
células nao sujeitas a incubagao com os lipossomas (% do controlo). Os dados representam a média +

SEM dos triplicados, de 3 experiéncias independentes.

Tabela lll. Valores de IC; e ICy, da doxorrubicina encapsulada nos lipossomas

ou na forma livre, na linha celular H1975.

B o cemmeasn
= HI1975 DXR livre pSL p[NSISL p[F3]SL
:9: I 0,57+0,08 1,36£0,16 1,08+0,24 0,1420,01
E 4 0,18+0,03 0,880, 12 0,93+0,2 0,030,01
E 8 0,11%0,03 0,29+0,01 0,36+0,02 0,008+0,008
;
é— I 8,58+2,87 7,49+0,85 8,4312,41 2,03+0,28
Ii) 4 1,39+0,34 6,19%1,11 6,070,31 0,55£0,14
8 0,63+0,27 2,75+0,6 1,48+1,07 0,13+0,12
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3.3.2. Inibidores Tirosina Cinase

Com o objetivo de avaliar o impacto de farmacos antiangiogénicos e inibidores de
tirosina cinase na proliferacao da linha celular H1975, efetuaram-se estudos de citotoxicidade
com quatro farmacos diferentes: erlotinib, gefitinib, sunitinib e vandetanib. Desta forma, sete
mil células na fase de crescimento exponencial foram incubadas com diferentes concentragoes

dos farmacos e diferentes tempos de incubagao.

Verificou-se, no caso do erlotinib, que este farmaco apenas possui efeito
potencialmente citotoxico para um periodo de incubagao de 72 horas e a concentragoes
elevadas (25 pM e 50 uM) sendo o ICsy as 72 horas de 15,87+6,26 uM (Tabela 4). Devido ao
baixo impacto na viabilidade celular provocados, nao foi possivel encontrar o valor de ICy, em
qualquer um dos tempos testados, uma vez que a taxa de morte celular maxima foi de 86 %,
apos 72 horas a concentragao de farmaco maxima testada, 50 pyM (Figura 3.5 A). Para os
tempos de incubagao de |, 4 e 8 horas, nao se observaram diferengas significativas, sendo que

até a concentragao de 25 pM, apenas 20 % da populagao se encontrava inviavel (Figura 3.5. A).

A adicao da formulagao lipossomal direcionada de forma especifica, p[F3]SL, durante |
hora, apos 72 horas de incubagao com o erlotinib (Figura 3.5 B), provocou um aumento
maximo em 4,2 vezes da taxa de morte celular, sendo o valor de ICs, da combinagao de
[,71+£0,58 uyM e o 1Cy, de 14,22+6,56 pM (Tabela 4). Verificou-se, assim, que a taxa de morte
celular com a combinagao de ambas as estratégias terapéuticas foi muito superior,
observando-se uma diminuicao do valor de ICs, em nove vezes relativamente a utilizacao do

erlotinib de forma isolada (Tabela 4).

Quanto a combinacao de 72 horas de incubagao com o erlotinib, mais 4 horas de
incubagao com os lipossomas p[F3]SL (Figura 3.5. C), foi possivel atingir 50 % de morte celular
com uma concentragao ainda mais baixa, verificando-se uma diminui¢ao do valor de ICs, para

o valor de 0,99+0,17 pM, como seria expectavel (Tabela 4).
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Figura 3.5. Estudo de citotoxicidade celular utilizando um farmaco inibidor do EGFR, o

erlotinib, na linha celular H1975.

Foram plaqueadas sete mil células e, posteriormente, incubadas com o farmaco. Foram testadas varias
concentragoes de farmaco através de diluicdes em série realizadas a partir da concentragdo maxima
de 50 pM. (A) Representa a morte celular (%) com |, 4, 8 e 72 horas de incubagao. (B) e (C)
Representam a morte celular (%) apos | e 72 horas, assim como a morte registada apos 72 horas de
incubagdo com o farmaco erlotinib seguidas de | e 4 horas, respetivamente, de incubagio com a
formulagdo lipossomal vetorizada com o ligando especifico (p[F3]SL). Concluidos estes periodos, o
meio foi substituido e a experiéncia prolongada até 120 horas. Para avaliar a viabilidade celular, foi
utilizado o método da resazurina (Alamarblue®). A citotoxicidade verificada teve como controlo células
nao sujeitas a incubagdo com o farmaco (% do controlo). Os dados representam a média + SEM dos

triplicados de 3 experiéncias independentes.

Fomos também avaliar o impacto de um outro inibidor de tirosina cinase, desta vez o
vandetanib. Observou-se que os tempos de incubagao de |, 4 e 8 horas, nao foram suficientes
para afetar as células, de forma significativa, uma vez que a morte celular, para estes periodos
de incubagao, foi sempre inferior a 20% (Figura 3.6. A). Desta forma, nao foi possivel encontrar
o valor de ICs, para estes tempos. Por contraste, depois de 72 horas de incubagao com o
farmaco vandetanib foi possivel encontrar o valor de ICs, e de ICy correspondentes aos
valores 2,851+0,48 uM e 10,03+2,87 pM, respetivamente (Tabela 4). Apesar disso, apenas a

partir de valores de concentragao de farmaco elevados é que foi possivel induzir valores de
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morte celular significativos, uma vez que, a concentragoes mais baixas (entre 0,2 e 6,25 yM) a

taxa de citotoxicidade é praticamente nula. (Figura 3.6 A)

Para a andlise do impacto de 72 horas de incubagao com o vandetanib, seguidas de |
hora de incubagao com os lipossomas vetorizados de forma especifica (p[F3]SL, observou-se
um aumento significativo dos valores de morte celular para concentragées mais baixas (entre
0,8 e 6,25 pM)(Figura 3.6 B), obtendo-se valores de ICs, e ICy que sao, aproximadamente,
metade (1,37£0,39 pM e 6,63+1,97 pM, respetivamente) dos valores obtidos no caso do uso
do farmaco isolado (2,85+0,48 uM e 10,03+2,87 pM) . Observou-se ainda, uma diminuigao
dos valores de ICs, e ICyy em cerca de duas vezes depois da combinagao de 72 horas de

farmaco seguidos de 4 horas de lipossomas p[F3]SL (Figura 3.6. C) (Tabela 4).
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Figura 3.6. Estudo de citotoxicidade celular utilizando o farmaco vandetanib, na linha
celular H1975.

(A) Representa a morte celular (%) com 1, 4, 8 e 72 horas de incubagio. (B) e (C) Representam a
morte celular apos | e 72 horas, assim como a morte registada apds 72 horas de incubagao com o
farmaco vandetanib, seguidas de | e 4 horas, respetivamente, de incubagao com a formulagao
lipossomal vetorizada com o ligando especifico (p[F3]SL). Os dados representam a média + SEM dos

triplicados de 3 experiéncias independentes.

Outro farmaco estudado foi o gefitinib (Figura 3.7). Constatou-se que, também neste

caso, os periodos de incubaciao de | e 4 horas nao foram suficientes, sendo a taxa de morte
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sempre inferior a 13% (Figura 3.7). No entanto, foi o Unico farmaco com efeito citotoxico
significativo com 8 horas de incubagao, apesar de este efeito apenas ser evidente com a
concentragao maxima testada (50 pyM) (Figura 3.7. A). Os resultados para 72 horas de
incubagao com o gefitinib também revelaram que apenas com concentragoes mais elevadas
(25 e 50 pM) se verifica uma taxa de morte celular relevante (entre 80 e 99 %), possuindo um

valor de 1Cy,de 45,36+24,20 uM (Figura 3.7 A).

Relativamente aos resultados da combinagao do gefitinib com a nanoparticula p[F3]SL,
durante o periodo de incubacao de | hora, observou-se um aumento significativo
relativamente aos resultados obtidos com a utilizagao do farmaco isolado (Figura 3.7 B), sendo
que o valor de ICs, diminui cinco vezes e o ICy diminui de forma bastante consideravel,
passando de 45,36+24,20 yM a 7,95+0,86 pM (Tabela 4). De igual forma, verificou-se um
aumento ainda mais acentuado da taxa de morte celular 1Cy aquando do aumento do periodo
de incubagao com a nanoparticula de | para 4 horas e, consequentemente, observou-se uma

diminuigao dos valores de ICs, e ICy (Figura 3.7 C).
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Figura 3.7. Estudo de citotoxicidade celular utilizando um farmaco inibidor do EGFR, o

gefitinib, na linha celular H1975.

(A) Representa a morte celular (%) para I, 4, 8 e 72 horas de incubagao com o gefitinib. (B) e (C)
Representam a morte celular apos | e 72 horas, assim como a morte registada apés 72 h de incubagao

com o gefitinib, seguidas de | e 4 horas, respetivamente, de incubagio com a formulagao lipossomal
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vetorizada com o ligando especifico (p[F3]SL). Os dados representam a média * SEM dos triplicados

de 3 experiéncias independentes.

Por dltimo, determinou-se a taxa de mortalidade provocada pelo farmaco sunitinib nas
células HI975 (Figura 3.8). Este fairmaco demonstrou que apenas possui eficicia em
concentragoes mais altas (entre 12,5 e 50 yM) e apenas nos periodos de incubagao de 24 e
de 48 horas. No entanto, para as concentragoes mais altas, 25 e 50 uM, a morte celular atinge
os 100 % para 48 horas de incubagao (Figura 3.8. A). Desta forma, foi possivel encontrar um
valor de ICy, de 14,041£8,59 uM. No entanto, este valor é reduzido em 5,7 vezes com a adicao
dos lipossomas p[F3]SL durante apenas | hora (Figura 3.8. B) e em 14,2 vezes quando se

estende este periodo por 4 horas (Figura 3.8. C) (Tabela 4).
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Figura 3.8. Estudo de citotoxicidade celular utilizando um farmaco inibidor de multiplas

vias, o sunitinib, na linha celular H1975.

(A) Representa a taxa de morte celular (%) para |, 4, 24 e 48 horas de incubagao com o sunitinib. (B)
e (C) Representam a morte celular apos | e 48 horas, assim como a morte registada apés 48 h de
incubagao com o sunitinib, seguidas de | e 4 h, respetivamente, de incubagio com a formulagao
lipossomal vetorizada com o ligando especifico (p[F3]SL). Os dados representam a média + SEM dos

triplicados de 3 experiéncias independentes.
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Tabela IV. Valores de ICs, e ICy gerados pelos farmacos erlotinib, vandetanib, gefitinib e

sunitinib, na linha celular H1975.

HI1975 Erlotinib Vandetanib Gefitinib Sunitinib
| >50 >50 >50 | >50
g 4 >50 >50 >50 4 >50
S 8 >50 >50 >50 24 8,82+4,68
o 72 15,8746,26  2,85+0,48 6,36x1,60 48 2,79+0,91
S |72+ 1 p[F3]SL  1,71%0,58  1,37¢0,39  1,16£0.07 48+ | p[F3]SL 0,630,044
E 72 + 4 p[F3]SL _ 1,01+0,22 0,990, 17 0,83+0,03 48 + 4 p[F3]SL 0,18+0,049
3 ICs0 (uM) Média * SEM
8 | >50 >50 >50 [ >50
g 4 >50 >50 >50 4 >50
= 8 >50 >50 >50 24 >50
72 >50 10,03+2,87  45,36+24.20 48 14,0418,59
72 + | p[F3]SL 14,2246,56  6,63%1,97 7,95+0,86 48 + | p[F3]SL 2,4340,13
72 + 4 p[F31SL 15,43+4,42  3,83%0,47 6,23+0.51 48 + 4 p[F3]SL 0,99+0,13

Células ICs0 (M) Média £ SEM
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3.4. Ensaio de Formacao de Esferas

Com foco no principal objetivo deste trabalho, tornou-se necessario verificar se a
linha celular H1975 possuia capacidade estaminal, no sentido de validar os resultados que se
seguem. Assim, é essencial a caracterizagao das células estaminais tumorais, a formagao de
esferas in vitro (Eramo et al., 2008; Singh et al., 2012). As células foram plaqueadas em placas
de baixa aderéncia em meio Mammocult® e passado 6-10 dias foi possivel observar esferas
obtidas a partir de qualquer uma das densidades iniciais (Figura 3.9. A e B). Demonstrou-se

desta forma, que esta linha celular possui capacidade de formagao de esferas.

Adicionalmente, observou-se que as células derivadas das esferas de |* geracao
possuiam capacidade de formagao de uma 2° geragao de esferas (Figura 3.9. C e D). No
entanto, verificou-se uma diminuicdo desta capacidade na passagem de uma geragao para a
outra, com uma diminui¢ao da eficiéncia de formagao de esferas que se torna mais visivel nos

pogos onde foi plaqueada uma densidade inicial de 10000 células (Tabela 5).

Figura 3.9. Imagens representativas do ensaio de formacdo de esferas de 1 e 2® geracdo

com a linha celular H1975.

No sentido de avaliar a capacidade estaminal da linha H1975, cinco mil células (A) e 10000 células (B),
foram plaqueadas e cultivadas em meio suplementado Mammocult®, dando origem a esferas de |°
geragao. Para a formagdo da 2* geragao de esferas a partir da dissociagao das esferas de |* geragio,
foram plaqueadas, mais uma vez, 5000 (C) e 10000 (D) células por pogo, usando as mesmas condigoes

descritas para a |* geragao. Neste ensaio, as células foram mantidas em cultura durante 6 a 10 dias.

Tabela V. Tabela representativa da eficiéncia de formagao de esferas de |° e 2° geragao a partir da

linha celular H1975.

Eficiéncia de formacdo de esferas (%)

Linha Parental

5x103 cells/2 ml
10x103 cells/2 ml

24,1 21,6
41,8 26,8
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3.5. Caracterizacdao da Populacdo Enriquecida em CSC

3.5.1. Marcadores CD44 e CDI133

A identificacao da populagao enriquecida em células estaminais tumorais foi efetuada
com base em dois marcadores destas células em cancro do pulmao de nao pequenas células
ja descritos na literatura, o CDI133 e o CD44 (Leung et al,, 2010; Singh et al., 2012; Wang et

al,, 2013)
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Figura 3.10. Associacdo celular de lipossomas vetorizados com o peptideo F3 na
populacio enriquecida em células estaminas tumorais, marcada com CD133 e CD44.

Meio milhao de células HI1975 foram incubadas com lipossomas marcados com rodamina-PE, a
concentracao de 0,6 mM. Foram testados lipossomas nao vetorizados (pSL), vetorizados com um
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peptideo nao especifico (p[NS]SL) ou com o peptideo F3 (p[F3]SL), durante | hora, a 37 °C. De
seguida, foram marcadas com os anticorpos anti-CD44-PECy5 e anti-CD133-FITC e posterior analise
por citometria de fluxo. (A) Dot-plots correspondentes aos controlos: isotipo do CD133 e isotipo do
CD44. (B) Regioces representativas da populagiao enriquecida (R3) e nao enriquecida (R5) em células
estaminais tumorais, baseada na selegdo dos marcadores de células estaminais. (C) Dot-plots do side
scatter e rodamina das diferentes formulagoes lipossomais, representando a distribui¢io de cada
populagao de células. (D) Representa a média geométrica da fluorescéncia de rodamina de cada sub-
populagao na linha celular HI975 (cor-de-laranja- populagio enriquecida em células estaminais
tumorais (CSC); roxo- populagao com baixa expressio dos marcadores selecionados para células
estaminais tumorais (nao-CSC)). Como controlo, foram usadas células nao incubadas com lipossomas.
Os dados sio referentes a média £ SEM de 2 experiéncias independentes, em que (") p>0.05 e (*¥)
p<0,01 representam a significancia estatistica obtida a partir do teste Two-way ANOVA com o Bonferroni’s

post test.

Verificou-se a existéncia de uma expressao mais acentuada do marcador CD44,
relativamente ao CD 133, na linha celular estudada. Visualizou-se, claramente, uma popula¢ao
de células com elevada expressaio de CD44 (cerca de 38 % da populagao total) e uma
populacao células com baixa expressao (Figura 3.10. B). Contrariamente, observou-se uma
pequena populagao de células que expressem CD133, representando cerca de 0,07 % da
populacao total, sendo que 0,03 % da populagao de células possui elevada expressao para os
dois marcadores em simultaneo (Figura 3.10. B). Estes resultados foram obtidos com base na

inexisténcia de marcagao por parte dos isotipos dos anticorpos utilizados (Figura 3.10. A)

No sentido de estudar a especificidade da associagao celular com os lipossomas
vetorizados com o peptideo F3, foram definidas quatro regides (subpopulagoes)
correspondentes aos varios niveis de expressio de cada marcador: CD44°/CDI33;,
CD44'/CD133" CD44/CDI33" e CD44/CDI33, correspondendo os sinais “+” e “-” a
elevada expressao do marcador e baixa/negativa expressao do marcador, respetivamente
(Figura 3.10. B). Foi, desta forma, avaliada a associagao celular dos lipossomas vetorizados de
forma especifica (p[F3]SL), vetorizados de forma inespecifica (p[NS]SL) e nao vetorizados

(pSL), em cada subpopulagao (Figura 3.10. C e D).

Os resultados demonstraram um aumento evidente da associacao celular, dos
lipossomas p[F3]SL, na subpopulagio CD44'/CD133" relativamente a subpopulagio CD44
/ICD133", correspondendo a um aumento relativo de sete vezes (Figura 3.10. D). O fato de a
associagao celular, pelos lipossomas p[NS]SL e pSL, ser bastante mais baixa quando comparada

com o efeito dos lipossomas vetorizados com o peptideo F3, indica que a associagao celular
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na subpopulagio CD44"/CD 133" é dependente do peptideo F3, ou seja, especifica (Figura 3.10.
D).

Adicionalmente, verificou-se também alguma associagao dos lipossomas vetorizados
com o peptideo F3 pelas subpopulagées CD44'/CDI133" e CD44/CDI133", o que podera
representar estados intermédios na organizagao hierarquica da linha celular cancerigena

(Figura 3.10. D).

3.5.2. Marcadores CD44 e ALDH

Na literatura, encontra-se igualmente estudada e validade a utilizagao do reagente
ALDEFLUOR® enquanto marcador de CSC em CPNPC (Huang et al., 2013; Jiang et al., 2009;
Liu et al, 2013). Assim, para identificagao da populagao enriquecida em CSC, foi também
utilizada a combinagio da marcagio do CD44 com o uso do reagente ALDEFLUOR® (Liu et
al., 2013) (Figura 3.11. A,B e C).

Nos resultados obtidos, é possivel verificar uma maior expressao de células marcadas
com CD44, relativamente a populagao marcada com ALDH (Figura 3.11. A), registando-se
uma percentagem de 35,5 % de células com elevada expressao de CD44 e 1,7 % de células
com elevada expressao de ALDH. Assim, resultou uma percentagem de 1,5 % de células com

elevada expressao destes dois marcadores em simultaneo.

Da mesma forma que, no caso anterior, foram definidas quatro subpopulagoes:
CD44'/ALDH, CD44'/ALDH" CD44/ALDH" e CD44/ALDH, com base no nivel de

expressao de cada marcador (Figura 3.11. A).

Igualmente aos resultados anteriormente obtidos para a marcagao de CD44 e CD 133,
observou-se uma associagao celular superior dos lipossomas p[F3]SL pela populagao
CD44'/ALDH" relativamente a populacio CD44/ALDH" (Figura 3.11. B e C). Este fato
demonstra, mais uma vez, que a associagao celular dos lipossomas pela populagao de células
com elevada expressao de ambos os marcadores é dependente do ligando F3. Para além disso,
observa-se uma maior associagdo celular nas populagdes CD44"/ALDH e CD44/ALDH"
relativamente a populagao CD44/ALDH’, o que estd de acordo com os resultados obtidos

anteriormente (Figura 3.11. B e C).
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Figura 3.11. Associacdo celular de lipossomas vetorizados com o peptideo F3 pela

populacio enriquecida em células estaminas tumorais (CSC).

Meio milhao de células HI975 foram incubadas com lipossomas marcados com rodamina-PE, a
concentragao de 0,6 mM. Foram testados lipossomas nao vetorizados (pSL), funcionalizados com um
peptideo nao especifico (p[NS]SL) ou com o peptideo F3 (p[F3]SL), durante | hora, a 37 °C. De
seguida, foram marcadas com o anticorpo anti-CD44-PECy5 e com o reagente ALDEFLUOR® e
procedeu-se imediatamente a analise por citometria de fluxo. (A) Regides representativas da populagao
enriquecida (R3) e nao enriquecida (R5) em células estaminais tumorais, baseada na selecio dos
marcadores. (B) Dot-plots do side scatter e rodamina das diferentes formulagoes lipossomais,
representando a distribuicio de cada populagao de células. (C) Representa a média geométrica da
fluorescéncia de rodamina de cada subpopulagao na linha celular HI975 (cor-de-laranja- populagao
enriquecida em células estaminais tumorais (CSC); roxo- populagio com baixa expressio dos
marcadores selecionados para células estaminais tumorais (ndo-CSC)). Como controlo, foram usadas

células nio incubadas com lipossomas. Os dados apresentados sao referentes a média + SEM de
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3 experiéncias independentes, em que (™) p>0.05, (**) p<0,01 e (****) p<0,000] representa a

significancia estatistica obtida a partir do teste Two-way ANOVA com o Bonferroni’s post test.

3.6. Isolamento das Populacdes CD44/ALDH" e CD44*/ALDH*

Depois de efetuada a identificagdo da populagao enriquecida em células estaminais
tumorais, os marcadores CD44 e ALDH foram selecionados para se proceder ao isolamento
desta populagao de células na linha de cancro do pulmao HI1975. Assim, através da técnica de
cell sorting foi possivel isolar a subpopulagio que possui uma elevada expressao
(CD44'/ALDH") e a subpopulagio que possui uma baixa expressio (CD44/ALDH’) para estes
dois marcadores. Desta forma, foram recolhidas 10-15 % de cada subpopulagao através da

estratégia demonstrada na Figura 3.12.
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Figura 3.12. Representacdo do esquema de selecdo das subpopulacées CD44*/ALDH* e
CD44-/ALDH-, através de cell sorting.
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3.7. Estudos de Citotoxicidade nas Populacoes CD44/ALDH" e
CD44'/ALDH"

3.7.1. Erlotinib e Vandetanib

Com o objetivo de avaliar o impacto dos farmacos erlotinib e vandetanib nas
subpopulagdes CD44/ALDH e CD44'/ALDH" foram efetuados estudos de viabilidade celular

nestas populagoes (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Citotoxicidade celular dos farmacos erlotinib e vandetanib nas subpopulacées

CD44*/ALDH*, CD44-/ALDH- e na populacdo parental da linha celular H1975.

As subpopulagdes CD44+*/ALDH* e CD44/ALDH- foram plaqueadas e depois incubadas com os
farmacos erlotinib e vandetanib. Avaliaram-se varias concentrages dos farmacos a partir de uma [ Jmax
de 15 pM, seguida de varias diluigoes até a [ Jmin de 0,9 pM, no caso do erlotinib (A). No caso do
vandetanib foi testada uma [ ]Jmix de 10 pM até 0,3 pM. Para ambos os farmacos foi testado um periodo
de 72 horas de incubagao, a 37° C. Foi ainda avaliada a adi¢ao de 0,5 pM de doxorrubicina encapsulada

nos lipossomas vetorizados com peptideo F3, apds 72 horas de incubagdo de cada um dos farmacos.
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Apos este periodo de incubagao com o erlotinib ou vandetanib, o meio foi aspirado e as células
incubadas com os lipossomas p[F3]SL durante mais 4 horas. Como controlo, foi testada a populagao

parental nas mesmas condi¢oes. Os dados referem-se a uma experiéncia.

No caso do erlotinib, com o aumento da concentragao nas células verifica-se também
um consequente aumento da taxa de morte celular, no entanto esta taxa nunca se revelou
superior a 70 % (Figura 3.13. A). Adicionalmente, verifica-se que, em concentragoes mais
baixas, a morte celular da populagao CD44/ALDH" é superior a morte celular da populagao
CD44"/ALDH" (populagao enriquecida em CSC), apesar de nio ser uma diferenca significativa.
Apesar disto, a partir da concentracao de 7,5 pM esta tendéncia deixou de se verificar (Figura

3.13).

Por outro lado, observou-se que as células que foram sujeitas a adigao dos lipossomas
direcionados com o peptideo F3, depois de incubadas 72 h com o erlotinib, revelaram uma
taxa de morte superior as células que foram sujeitas apenas a agao do erlotinib de forma
isolada (Figura 3.13. A). Observou-se, assim, um aumento de eficacia em qualquer uma das
subpopulagdes com a incubagao posterior dos lipossomas as células pré-incubadas durante 72

horas com o erlotinib, com uma diminuigao de 50 % a 70 % do valor do ICs, (Tabela 5).

Tabela V1. Valores de ICy e ICs relativos a citotoxicidade induzida pelo

erlotinib nas populagoes CD44+*/ALDH*, CD44-/ALDH- e parental, na linha

celular H1975.
s G M) Meda
H1975 . ErI(:tinib ) _ _
Linha parental CD44'/ALDH CD44/ALDH
72 h 5,41 12,98 17,28
72 h + 4 h p[F3]SL 3,76 6,79 6,52
Erlotinib
Linha parental CD44'/ALDH"* CD44/ALDH
72 h >15 >15 >15
72 h + 4 h p[F3]SL >|5 >15 >15

Relativamente ao vandetanib, de uma forma geral, verificou-se igualmente um aumento
da taxa da morte celular com o aumento da concentragao de farmaco utilizada, em qualquer
uma das populagdes (Figura 3.13. B). No entanto, constatou-se que o valor de ICs, na
populagio CD44'/ALDH" é superior comparativamente a este valor tanto na populagio
CD44/ALDH', como na populagao parental (Tabela 6).
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Relativamente as células que foram sujeitas a incubagao com os lipossomas vetorizados
com o peptideo F3 depois de serem incubadas com o vandetanib, verificou-se um aumento da
taxa de morte celular (Figura 3.13. B). Observou-se, em qualquer uma das concentragoes
testadas e em qualquer uma das populagdes avaliadas, um aumento da eficacia com a
combinacao de ambas as terapias, traduzida na diminuigao significativa dos valores do ICs,
(Tabela 6). Assim, constatou-se que o valor de ICs, com a combinagao das terapias foi menor
e de forma mais acentuada na populagio CD44"/ALDH’", numa percentagem de 55 %. Ainda

assim, na populacio CD44/ALDH" verificou-se uma diminuicao de 45 % neste valor de ICs,

(Tabela 6).

De forma geral, o vandetanib originou uma taxa de morte celular superior
relativamente ao erlotinib, uma vez que foi necessaria, sensivelmente, metade da concentragao
do erlotinib, na populagio CD44"/ALDH’, para atingir os 50 % de morte celular e menos de
um tergo da concentragao do erlotinib na populagaio CD44/ALDH" (Tabelas 5 e 6). De igual
forma, a taxa de morte foi superior com a combinagao do vandetanib com os lipossomas
vetorizados com o peptideo F3, relativamente a combinagao dos lipossomas com o erlotinib,
verificando-se uma diminuicao de cerca de 60 % do valor de ICs, das populagoes

CD44'/ALDH" e CD44/ALDH (Tabelas 5 e 6).

Tabela VII. Valores de ICy e ICs relativos a citotoxicidade induzida pelo

vandetanib nas populagoes CD44+*/ALDH*, CD44-/ALDH- e parental, na linha

celular H1975.
Células I1Cs, (M) Média
H1975 Vandetanib
Linha parental CD44'/ALDH* CD44/ALDH
72 h 3,74 6,30 4,83
72 h+ 4 h p[F3]SL 2,00 2,83 2,68
Vandetanib
Linha parental CD44'/ALDH* CD44/ALDH
72 h >0 >0 >10
72 h+ 4 h p[F3]SL >10 >10 >10
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3.7.2. Lipossomas Vetorizados com o Peptideo F3

Pretendendo avaliar o impacto dos lipossomas vetorizados com o peptideo F3 nas
populagdes CD44'/ALDH" e CD44/ALDH, efetuou-se um ensaio de citotoxicidade.
Testaram-se varias concentragoes de DXR encapsulada, desde os 0,08 pM até aos 10 pM,

durante um periodo de incubagao de 4 horas. (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Citotoxicidade celular dos lipossomas direcionados com o peptideo F3 nas
subpopulacoes CD44+/ALDH+, CD44-/ALDH- e na populacdo parental da linha celular
H1975.

As subpopulagoes CD44+*/ALDH* e CD44-/ALDH- foram plaqueadas e depois incubadas com os
lipossomas vetorizados com o peptideo F3, encapsulando DXR (p[F3]SL). Foi testada uma [ Jmix de 10
uM, sujeita a varias diluicoes até a concentragao de 0,08 pM, durante um periodo de incubagio de 4
horas, a 37° C. Como controlo, foi testada a populagao parental nas mesmas condi¢oes. Os dados

referem-se a média de triplicados de uma experiéncia.

Na figura 3.14 observa-se que, em todas as concentragoes, a exce¢ao da concentra¢ao
minima testada (0,08 pyM) a taxa de morte celular é sempre superior a 80 % em todas as
populacoes avaliadas, chegando aos 95-100 % para as concentragoes 5 e 10 pM. Verificou-se
ainda que a nanoparticula é capaz de induzir morte tanto na populagio CD44"/ALDH" como na
populacio CD44/ALDH". No entanto, constatou-se que os valores de ICs, e ICy, sao inferiores
na populagio CD44"/ALDH" (populagio enriquecida em células estaminais tumorais) (Tabela
7).

Quando comparados os valores de ICs, e ICy, dos farmacos erlotinib e vandetanib com
a formulacio vetorizada, observa-se uma diminuicao muito acentuada destes valores. No caso
da subpopulagio CD44'/ALDH", verifica-se uma diminui¢io do valor de ICs, em 79 vezes
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ao vandetanib e de 157 vezes relativamente ao erlotinib (Tabelas 5,6 e 7).

Tabela VIIL. Valores de ICy e ICs relativos a citotoxicidade induzida pelos
lipossomas direcionados com o peptideo F3 nas populagdes CD44+/ALDH?*,
CD44-/ALDH- e parental, na linha celular H1975.

Células ICs, (uM) Média

p[F3]SL
H1975
Linha parental CD44+/ALDH+ CD44-/ALDH-
0,12 0,08 0,11

Linha parental CD44+/ALDH+ CD44-/ALDH-
1,20 0,95 1,32

relativamente ao vandetanib e de 162 vezes no caso do erlotinib. Na subpopulagao CD44"
/IALDH, esta diminuicao foi igualmente acentuada, tendo sido necessaria 44 vezes menor

concentragao de DXR encapsulada nos lipossomas para atingir 50 % de morte, relativamente
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4. Discussao

Atualmente, as terapias que existem para controlar o cancro sao bastante agressivas
para o organismo, para além do baixo beneficio terapéutico que apresentam em muitos casos.
Assim, torna-se crucial a investigagao e desenvolvimento de novas terapias com maior
especificidade capazes de ultrapassar os efeitos colaterais associados as terapias existentes, tal

como, de aumentar a eficacia no tratamento desta doenga.

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem emergido como um novo conceito de entrega
terapéutica em cancro, uma vez que existem diversas vantagens inerentes a esta estratégia
(Peer et al., 2007). As nanoparticulas que possuem um tamanho relativamente pequeno (<200
nm), possuem uma maior facilidade no extravasamento através dos vasos sanguineos tumorais
relativamente a estruturas maiores, assim como se verifica um aumento do seu tempo de
meia-vida na circulagao sanguinea e um menor reconhecimento pelo sistema mononuclear
fagocitico (Peer et al., 2007; Wang et al., 2012). Estas caracteristicas aumentam a eficiéncia das
nanoparticulas relativamente a outras estratégias terapéuticas, uma vez que permitem que uma

quantidade superior de farmaco chegue ao tumor (Fenske et al., 2005; Simoes et al., 2004).

Desta forma, o fato de os lipossomas avaliados apresentarem um tamanho entre 70 e
90 nm (Figura 3.1. A e B), representa uma vantagem terapéutica que se traduz num aumento
de eficacia quando se trata de administragao sistémica. Encontra-se descrito na literatura que
o método que foi utilizado na formulagao dos lipossomas, injecao de etanol, possui um forte
impacto no tamanho final destas nanoparticulas (Maitani et al., 2007; Semple et al., 2001), o

que se comprovou.

Com base nas vantagens associadas as nanoparticulas, a vectorizagao das mesmas para
alvos especificos no microambiente tumoral, constitui uma ferramenta bastante atrativa na
inovacgao deste tipo de estratégia terapéutica (Lam et al., 201 I; Pallis et al., 2009; Papaetis et
al., 2007). Assim, uma vez que a angiogénese € essencial ao crescimento de um tumor, torna-
se um alvo importante a inibir (Fukumura et al., 2007; Kerbel 2008; Pallis et al., 2012). Desta
forma, uma nanoparticula desenvolvida no nosso laboratoério, um lipossoma vetorizado com
o peptideo F3, especifico para a nucleolina, é duplamente direcionado, uma vez que possui
especificidade nao s6 para as células tumorais mas também para as células endoteliais do
tumor, devido a sobre-expressio de nucleolina nestas células (Christian et al., 2003). E
demonstrado que a internalizagao celular é dependente do peptideo F3 (figura 3.2 e 3.3) em
cancro do pulmao de nao pequenas células, como ja anteriormente comprovado em cancro

da mama (Moura et al,, 2012). Através do estudo da associagao celular, verificou-se ainda que
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a internalizagao dos lipossomas é um processo dependente de energia, uma vez que se observa
uma diminuicao acentuada da associagao celular no estudo a 4° C. A esta temperatura o
metabolismo celular, inclusivamente a endocitose mediada por recetores, encontra-se inativo,
o . . . P .
pelo que a 4° C os lipossomas ligam a membrana celular mas nao sao internalizados.
Contrariamente, a uma temperatura de 37° C, o metabolismo celular estd ativo e as
nanoparticulas ligam-se as células e sao internalizadas, o que sugere uma dependéncia de
energia para que ocorra internalizacao celular (Gomes-Da-Silva et al., 2012; Moura et al,,

2012).

Por outro lado, o fato de a diferenga entre a associagao celular verificada apos | hora
e apos 4 horas nao ser o dobro, indica que podera existir uma saturagao dos recetores.
Segundo Hovanessian et al. (2010) o tempo de semi-vida da nucleolina em algumas linhas
celulares a superficie é de, aproximadamente, 45 minutos (Hovanessian et al., 2010). Nesta
linha celular, HI975, podera ocorrer o mesmo, o que faz com exista uma menor

disponibilidade da nucleolina na membrana celular apos a saturagao dos recetores.

Estes dados de associagao celular foram complementados com estudos de
citotoxicidade que mais uma vez indicaram uma especificidade por parte dos lipossomas
vetorizados com o peptideo F3 (p[F3]SL), apresentando uma eficacia muito superior quando
comparados aos lipossomas nao vetorizados (pSL) ou vetorizados com um ligando nao
especifico (p[NS]SL) (Figura 3.3. A, B e C). Quando comparado ao efeito citotdxico
provocado por qualquer um dos farmacos inibidores de tirosina cinase testados (erlotinib,
vandetanib, gefitinib e sunitinib) (Figura 3.5, 3.6, 3.7 e 3.8) verificou-se que o ICy, da formulagao
lipossomal funcionalizada com o peptideo F3 é sempre substancialmente inferior (Tabelas 3 e

4), indicando um aumento de eficacia por parte da nanoparticula.

Existem varios estudos que comprovam a baixa eficacia e resisténcia aos farmacos
inibidores de tirosina cinase em linhas celulares de cancro do pulmao, inclusivamente na linha
H1975 (Cascone et al,, 201 |; Pao et al.,, 2005), pelo fato de esta linha celular ser um modelo
de resisténcia adquirida, uma vez que possui uma mutagao pontual no exao 21 (L858R), uma
delegao do exao 19 (E746-E750) e uma mutagao pontual no exao 20 (T790M) (Pao et al,,
2005). Estas mutagoes encontram-se associadas, inicialmente, a uma maior sensibilidade aos
farmacos inibidores de tirosina cinase, mas, posteriormente, acabam por estar igualmente
associadas ao desenvolvimento de resisténcia aos farmacos inibidores de tirosina cinase (Pao
et al., 2005b; Ling et al., 2009; Pallis et al., 2012). Desta forma, poderia verificar-se uma redugao
ainda mais acentuada na sensibilidade aos farmacos testados se o ensaio de citotoxicidade

fosse prolongado por um periodo superior ou, adicionalmente, se avangarmos para estudos in
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vivo, sera possivel efetuar este tipo de estudos de forma mais rigorosa e em condigoes que

permitam aceder ao desenvolvimento tardio de resisténcia por parte da linha celular H1975.

Por outro lado, como ja referido anteriormente, as células estaminais tumorais
parecem estar envolvidas no processo de resisténcia e, neste estudo, depois da verificagao de
que a linha celular H1975 possuia potencial estaminal, através do ensaio de formagao de
esferas, foi possivel identificar esta populagao, através dos marcadores CD44, CD 133 e ALDH
(Figuras 3.10 e 3.11). Contrariamente ao que tem sido vastamente descrito na literatura em
tecidos e linhas de cancro do pulmao, a expressao de CD133 revelou-se bastante baixa na
linha H1975, de CPNPC (Hilbe et al., 2004; Tirino et al., 2009). Adicionalmente, existem
estudos recentes que referem que este marcador de células estaminais tumorais podera nao
ser o mais indicado em linhas de CPNPC, uma vez que nao revelaram potencial tumorigénico
(Cui etal,, 201 1; Wang et al., 201 ). Apesar destes dados, a associagao celular dos lipossomas
vetorizados com o peptideo F3 foi superior na populagao que sobre-expressa CD 133 e CD44
relativamente a populagio que sobre-expressa CD44 mas nao CDI133 (Figura 3.10). Este
resultado podera sugerir que as células que sobre-expressam os dois marcadores possuam
igualmente uma sobre-expressao de nucleolina, que se encontra associada a homeostasia das
células estaminais embrionarias, o que pode indiciar que esta populagao possui caracteristicas
de células estaminais (Yang et al., 201 |). Para comprovar estes dados, seria necessario efetuar
outro tipo de estudos que permitissem verificar esta situagao, como por exemplo efetuar cell
sorting da populagao que sobre-expressa CD133 e da populagao que possui baixa marcagao
para CDI33 e, posteriormente, efetuar um ensaio de formagao de esferas, no sentido de

avaliar qual o potencial replicativo de ambas as populagoes (Eramo et al., 2008).

Contrariamente ao marcador CDI133, os marcadores CD44 e a ALDH tém sido
descritos na literatura enquanto marcadores de células estaminais tumorais em CPNPC, de
forma consistente (Miletti-Gonzalez et al., 2005; Leung et al., 2010; Jiang et al., 2009; Huang et
al., 2013). O fato de a populagio que sobre-expressa estes dois marcadores (CD44'/ALDH"),
ou seja, potenciais células estaminais tumorais, possuir uma associagao celular superior dos
lipossomas vetorizados de forma especifica relativamente as populagoes restantes (Figura
3.11), indica que esta nanoparticula podera suprimir uma possivel resisténcia associada a esta
populacao (Visvader, 2011). Assim, verifica-se que os lipossomas funcionalizados com o
peptideo F3 possuem a capacidade de serem associados por varias subpopulagdes, o que

representa uma caracteristica essencial a uma terapéutica inovadora e eficaz (Visvader, 2012).

Adicionalmente, foi comprovado, através de uma experiéncia de cell sorting das

populagdes CD44/ALDH e CD44'/ALDH’, que os farmacos inibidores da tirosina cinase,
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vandetanib e erlotinib, possuem elevados valores de ICs, em todas as populagoes, possuindo
um baixo efeito citotoxico quando aplicados de forma isolada (Tabelas 6 e 7). No entanto, o
ICso do vandetanib na populagio CD44'/ALDH" foi superior relativamente a populagio CD44
/IALDH', o que sugere uma possivel resisténcia a este fairmaco por parte desta populagao
(Tabela 7). Ainda assim, a adicao dos lipossomas vetorizados com o peptideo F3 apos
tratamento com os farmacos, resultou numa diminuicao consideravel do valor de [Csy,
aumentando o efeito citotoxico nestas células (Tabelas 6 e 7). Recentemente, Liu et al. (2013)
de forma semelhante, recorreram ao isolamento de células de cancro do pulmao que sobre-
expressam os marcadores CD44 e ALDH, através de cell sorting para aceder a capacidade
tumorigénica desta populagao, assim como a sua capacidade de resisténcia. Esta equipa
comprovou que a populagio CD44'/ALDH" nio sé possuia uma capacidade tumorigénica
superior quando comparada com a populagao CD44/ALDH", como também apresentava um
valor de ICs, respetivo ao farmaco gefitinib 8,5 vezes superior a populagao parental (Liu et al,,
2013). Também Huang et al, verificaram que células de CPNPC que sobre-expressavam ALDH
possuem um enorme potencial tumorigénico quando comparadas com as células que nao
sobre-expressavam esta enzima e, por outro lado, verificaram que esta populagao,
potencialmente tumorigénica, se encontrava associada a resisténcia a inibidores de tirosina

cinase (Huang et al., 2013).

Adicionalmente, no presente estudo, tivemos indicagao, mais uma vez através da
experiéncia de cell sorting, que, para além de a nanoparticula ser associada por varias
subpopulagoes celulares, também possui um potente efeito citotoxico sobre elas, quando
utilizada de forma isolada, como seria de esperar pelas caracteristicas ja descritas da mesma
(Figura 3.14). Foi verificada uma elevada sensibilidade ao farmaco citostatico doxorrubicina,
por parte da linha celular HI975, sendo que, com baixas concentragoes, a morte celular chega
aos 90 % tanto na subpopulagio CD44/ALDH" como na subpopulagio CD44'/ALDH", o que
comprova a indicagao anterior de que esta nanoparticula possuia capacidade de atingir as varias
subpopulagoes que constituem o tumor (Figura 3.14). Apesar disso, o valor de ICs, na
populagio enriquecida em células estaminais tumorais, CD44"/ALDH", é inferior (Tabela 8),
como seria expectavel apos o estudo de associagao celular nesta subpopulagao. Este dado
podera indicar uma possivel sobre-expressao de nucleolina nesta populagao, o que confere a
nanoparticula uma maior especificidade para a populagiao enriquecida em células estaminais
tumorais, como ja descrito anteriormente por Fonseca et al. (2015) em linhas celulares de
cancro da mama (Fonseca et al., 2015). Adicionalmente, como referido, a nanoparticula

revelou de igual forma possuir um elevado potencial citotéxico na populagao de células
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cancerigenas nao estaminais, o que é de extrema importancia uma vez que Chaffer et al. (2013)
verificaram que esta populagao de células pode originar uma populagao de células estaminais
tumorais, tornando-se por isso essencial a especificidade dos lipossomas para a populagao de

células cancerigenas nao tumorais (Chaffer et al., 2013).

Demonstra-se, assim, que apesar de os farmacos inibidores de tirosina cinase serem
direcionados para o tumor, uma vez que inibem especificamente vias que estao sobre-
expressas ho mesmo, esta caracteristica ndo os torna eficientes na toxicidade tumoral, dado
que possivelmente as células estaminais tumorais terao um papel preponderante no
desenvolvimento e progressao tumoral e estes farmacos nao sao especificos para esta
populagao (Visvader, 2012). Por contraste, os lipossomas funcionalizados com o peptideo F3,
possuem varios alvos no microambiente tumoral, nomeadamente as células tumorais e as
células endoteliais dos vasos sanguineos tumorais, mediado pela elevada expressao de
nucleolina nestas células quando comparada com células normais (Christian et al., 2003; Moura
et al., 2012). Para além disso, esta nanoparticula demonstrou ser direcionada para a populagao
enriquecida em células estaminais tumorais, representando uma potencial estratégia
terapéutica multi-direccionada capaz de aceder a varios componentes do microambiente

tumoral.
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Capitulo V — Conclusoées e Perspetivas Futuras
5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

As células estaminais tumorais tém sido vastamente associadas ao desenvolvimento e
progressao tumoral, assim como ao desenvolvimento de resisténcia as terapias atualmente
existentes (Eramo et al., 2008; Huang et al., 201 3). Existe, por isso, uma necessidade constante
de estudar os mecanismos associados a esta populagao, assim como de desenvolver

inovadoras e eficazes terapias que possuam as células estaminais tumorais como alvo.

No presente estudo, demonstrou-se que a linha celular H1975, de cancro do pulmao
de nao pequenas células, possuia capacidade estaminal, tendo sido possivel identificar a
populagao enriquecida em células estaminais tumorais. Para além disso, foi possivel verificar
que os farmacos inibidores de tirosina cinase testados, erlotinib e vandetanib, possuiam uma
baixa eficacia na citotoxicidade celular em qualquer uma das populagoes celulares isoladas por
cell sorting: a populagao de células que nao apresentam fenotipo caracteristico de células
estaminais tumorais (CD44/ALDH) e a populagao enriquecida em células estaminais tumorais
(CD44"/ALDH"). No entanto, a combina¢do de qualquer um destes firmacos com a
nanoparticula desenvolvida no nosso laboratorio, um lipossoma PEGilado sensivel ao pH,
direcionado para a nucleolina através do peptideo F3 e encapsulando com doxorrubicina,
resultou num aumento de eficacia bastante acentuado, o que se podera traduzir num beneficio

terapéutico em doentes com cancro do pulmao de nao pequenas células.

Por outro lado, demonstrou-se que esta nanoparticula, através da sua especificidade
para a nucleolina, é, simultaneamente, direcionada para a subpopulagao de células tumorais
nao consideradas células estaminais tumorais e para a subpopulagao enriquecida em células
estaminais tumorais. Esta especificidade, associada ao fato de estes lipossomas possuirem, de
igual forma, especificidade para as células dos vasos endoteliais tumorais através da sobre-
expressao da nucleolina nos mesmos, torna-a uma estratégia terapéutica multidireccionada,
capaz de aceder a varios componentes do microambiente tumoral. Adicionalmente, tratando-
se de lipossomas direcionados para o tumor, esta estratégia diminui os efeitos colaterais
associados a quimioterapia, nomeadamente cardiotoxicidade, assim como é expectavel um
aumento de eficacia terapéutica apos administragao sistémica destas nanoparticulas.

No sentido de comprovar os resultados obtidos in vitro, serao necessarios estudos
adicionais, nomeadamente estudos in vivo. Somente em modelos animais, nomeadamente em
modelos gerados a partir de tecido tumoral de doentes, sera possivel testar de forma mais

rigorosa as varias terapias nas condi¢oes adequadas, para além de ser possivel mimetizar o
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microambiente tumoral e aceder ao potencial tumorigénico da populagao de células estaminais
tumorais nestes modelos.

Por fim, os resultados obtidos in vitro revelaram-se bastante promissores, pelo que o
impacto desta nanoparticula na populagao de células estaminais tumorais deve continuar a ser
estudado de forma a aprofundar esta relagao. Se os resultados obtidos continuarem a ser
corroborados, esta estratégia terapéutica sera dotada de um enorme potencial, expectando-se um
grande impacto no beneficio terapéutico em doentes com cancro do pulmao de nao pequenas

células.
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