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Resumo

A dependéncia tumoral perante a angiogénese patologica entusiasmou a comunidade
cientifica nas ultimas décadas, a qual foi presenteada com uma nova area terapéutica até
entao desconhecida. A eventual estabilidade genética das células endoteliais e o
desenvolvimento de resisténcias potencialmente leves constituiram dois fatores que
pareciam indicar a descoberta de um novo alvo terapéutico promissor na area oncologica e
noutras patologias com bases angiogénicas. A associagao do VEGF — fator de crescimento
endotelial vascular — a angiogénese, como um elemento chave na regulagao deste processo,
fortaleceu essas ambicoes, tendo esta molécula concentrado a maioria das atengoes com o
proposito da sua inibigao farmacologica.

Contudo, os longos anos de estudos cientificos tém permitido concluir que, ao
contrario que seria esperado, as capacidades evasivas tumorais face a terapéutica anti-
angiogénica traduzem-se no desenvolvimento de resisténcias associadas. Embora existam
alguns farmacos anti-angiogénicos atualmente aprovados para determinados tipos de cancro,
diversos doentes personificam a falta de eficacia desta terapéutica. Esta heterogeneidade,
explicada por diversos mecanismos tumorais que tém vindo a ser desvendados, requer um
conhecimento mais aprofundado destes processos e um regime terapéutico personalizado,
preditivo e especifico para cada subgrupo de doentes.

Com a presente monografia pretendem-se resumir os principais marcos cientificos
no ambito desta vertente terapéutica e analisar o panorama atual e futuro relativo a sua

utilizagao eficiente e segura.

Palavras-chave: Angiogénese; Cancro; Resisténcia a Terapéutica Anti-Angiogénica.
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Abstract

Tumoral dependency of pathological angiogenesis has excited the scientific
community over the last few decades, which was presented with a previously unknown
therapeutic area. Endothelial cells’ possible genetic stability and the development of
potentially slight resistances resulted in two factors that seemed to indicate the discovery of
a new promising therapeutic target in the fields of oncology and other angiogenesis-based
diseases. The association of VEGF — vascular endothelial growth factor — with angiogenesis,
as a key element in the regulation of this process, has strengthened those ambitions, as this
molecule has been gaining focus for the purpose of its pharmacological inhibition.

However, long years of scientific studies have permitted to conclude that, as opposed
to what was expected, tumoral evasive capabilities towards anti-angiogenic therapy have led
to the development of associated resistances. Although there are some anti-angiogenic drugs
already approved in the present for certain types of cancer, multiple patients personify the
lack of therapeutic efficacy. This heterogeneity, explained by various tumoral mechanisms
that have been unraveled, implies a deeper knowledge of these processes and a personalized,
predictive and patient subgroup-specific therapeutic regimen.

With the present review it is intended to summarize the main scientific events within
this therapeutic branch and to analyze the present and future prospects related to its

efficient and safe use.

Keywords: Angiogenesis; Cancer; Resistance to Anti-angiogenic Therapy.
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I Introducio

O cancro, um grupo de doengas caraterizadas pelo crescimento e proliferagao
anormal de células no organismo de individuos, tem vindo a concentrar atengoes e os mais
variados esforgos cientificos ao longo das ultimas décadas, com o propésito de alcangar uma
terapéutica eficaz contra um dos maiores flagelos da sociedade atual.

Apenas em 2012, as previsoes estimavam que existiam 14,2 milhoes de novos casos
diagnosticados de cancro no mundo, com 8,2 milhdes de mortes relacionadas com este
conjunto de patologias. Contudo, estes valores tenderao a aumentar até ao ano de 2030, no
qual as previsoes apontam para a meta de 21,7 milhdes de novos casos relacionados com
cancro e |3 milhoes de mortes dai resultantes, apenas no decorrer desse ano. Dados
indicam que cerca de uma em cada sete mortes, no mundo, tem como causa o cancro'”. O
impacto deste conjunto de doengas revela, portanto, a necessidade e urgéncia acrescida da
descoberta de uma terapéutica mais eficaz e com melhores indices de tolerabilidade.

Na década de 70, o investigador americano Judah Folkman propbs o conceito de
angiogénese, teoria na qual inferiu que os tumores requerem vasos sanguineos para se
desenvolverem e, consequentemente, se esse abastecimento for interrompido, poderiam
eventualmente estagnar a sua evolugio e entrar em remissio®. Desde entio, inimeros
estudos tém sido desenvolvidos em torno desta excitante hipdtese terapéutica, tendo-se
obtido resultados interessantes que, na sua maioria, recaem na investigagao sobre o papel
dos fatores proé-angiogénicos tumorais no processo cancerigeno e no desenvolvimento de
farmacos com vista a sua inibicao.

Contudo, a elevada complexidade da rede de sinalizadores tumorais, a relagao
reduntante tumor-hospedeiro e a eximia capacidade adaptativa destas estruturas tem-se
traduzido numa resisténcia tumoral a terapéutica anti-angiogénica que, por sua vez, veio

colocar entraves e desafiar a promissora teoria inicialmente proposta.
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2 A angiogénese e o cancro

Os vasos sanguineos sao as estruturas do organismo responsaveis pelo transporte do
oxigénio e nutrientes necessarios as células, através do sangue, bem como dos produtos do
metabolismo celular. As células endoteliais revestem a camada mais interna dos vasos, ao
passo que a estrutura externa € coberta pelos pericitos (também designados de células
murais, perivasculares ou pericapilares)®?.

A angiogénese consiste na formagao de novos vasos sanguineos a partir de vasos preé-
existentes, através da migragao, crescimento e diferenciagio de células endoteliais. Este
processo inicia-se com a ativagao e agrupamento, por agao de fatores pro-angiogénicos, de
células endoteliais percursoras, cuja membrana basal e respetivas jungoes comunicantes sao
remodeladas em conjunto com a separagao dos pericitos. Este processo orquestrado
prossegue com a migragao de uma célula, a tip cell, escolhida para liderar o brotamento
vascular. O elongamento da estrutura é providenciado pelas restantes células, as quais se
juntam outras tip cells de outros vasos, ocorrendo uma anastomose. Forma-se uma rede
imatura de capilares, cujo plexo se expande de maneira progressiva até originar uma rede
mais complexa de vasos sanguineos. Estes sao posteriormente cobertos por pericitos e
células do musculo liso, etapa que é conhecida como arteriogénese®®.

O balango de sinais quimicos (fatores pro e anti-angiogénicos proteicos) em
circulagao no organismo permite controlar este processo natural e essencial, por exemplo,
na regeneragao de tecidos e na reprodugao, sendo limitado no tempo. Contudo, a
criticidade da angiogenese também se manifesta quando surge um desequilibrio nesta relagao
(“switch” angiogénico), o qual pode estar na génese de diversas doengas de cariz importante,
nomeadamente relacionadas com o cancro. Nesta situagdo de angiogenese patoldgica, a
excessiva concentragao de sinais quimicos que favorecem o processo angiogénico
contrabalanga a atividade dos fatores anti-angiogénicos, uma condigao que pode durar varios
anos.

Muitos tumores possuem a capacidade de desenvolvimento e maturagao através da
produgao destas moléculas, as quais permitem oxigenar o meio tumoral e fornecer-lhe os
nutrientes necessarios. E conhecida a dependéncia tumoral do processo angiogénico, tendo-
se inicialmente reiterado a hipotese de que uma terapéutica anti-tumoral inibitéria dos
fatores pro-angiogénicos poderia estar na base de um novo alvo suscetivel, especifico e com
um desenvolvimento minimo de resisténcia associada, uma vez que nao atuava diretamente

nas células tumorais®.
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3 O VEGF como alvo terapéutico

O processo patologico associado a angiogenese tumoral foi, até hoje, intensamente
estudado e relacionado com a sobre-expressao de inumeras moléculas. Contudo, a que mais
se tem destacado como crucial no processo regulatorio da formagao patoldgica de vasos
sanguineos é o VEGF — fator de crescimento endotelial vascular — e os seus recetores.

O VEGF, descrito pela primeira vez em 1983 *'% representa uma fracio integrante de
uma vasta familia de hormonas e moléculas de sinalizagio extracelulares®, sendo
constituido por diversos membros: VEGF-A, o VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F

@4 A atividade destas glicoproteinas é mediada

e o fator de crescimento placentario PIGF
pelos seus recetores tirosina-cinase (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3).

O VEGF-A é frequentemente referido de forma simplista como VEGF, tendo sido o
primeiro elemento da familia a ser estudado e o mais intensamente implicado na angiogenese
patolégica® 'Y, A sua estrutura consiste num dimero formado por dois monémeros de
cisteina unidos por ligagoes dissulfito, possuindo afinidade para os recetores tirosina-cinase
VEGFR-I (Flt-1) e VEGFR-2 (Flk-1/KDR ), sendo o ultimo o responsavel por mediar a maior
parte das respostas celulares ao VEGF. Sao conhecidas diversas isoformas traduzidas a partir
do gene VEGF e do splicing alternativo a que é sujeito, sendo que este fator de crescimento
pode ser encontrado, em maiores quantidades, nos pulmoes, rins, coragao e glandula adrenal
de adultos!"®. Contudo, a sua expressio aumentada tem sido detetada em inimeros casos de
situagdes patologicas, nomeadamente em diversos tipos de cancro?.

A partir da década de 80 e tendo em conta o papel critico do VEGF na angiogénese
como base do desenvolvimento tumoral, este novo alvo farmacologico foi, naturalmente,
intensamente investigado. Diversas moléculas foram descobertas, mas dois grupos de
farmacos podem ser destacados tendo em conta a sua aplicagao pratica na terapéutica: os
anticorpos monoclonais e os inibidores dos recetores da tirosina cinase (RTKI’s).

Em 2004, a FDA aprovou o bevacizumab, o primeiro firmaco desenvolvido
exclusivamente como inibidor da angiogénese, com indicagdo terapéutica para o cancro
colo-rectal (em combinagao com regimes padrao de quimioterapia) e, mais recentemente,
para o outros tipos, como o cancro do pulmao!® ', Esta molécula consiste num anticorpo
monoclonal humanizado e recombinado com capacidade para se ligar e neutralizar o VEGF,

impedindo a ligagao deste ao recetor VEGFR-2 e consequente fosforilagao que culminaria na

inducao de diversas proteinas a nivel endotelial e na ativagao do processo angiogénico.
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Outra abordagem foi desenvolvida, tendo-se recorrido aos inibidores dos recetores
tirocina cinase (RTKIs), como o sunitinib ou o sorafenib, que atuam pela ligagao aos
recetores do VEGF e consequente inibigao de varios pathways de sinalizagao intracelular
envolvidos na angiogénese!"”). Pelo seu caracter hidrofilico e pela sua pequena dimensio,
conseguem penetrar na membrana celular e exercer a sua atividade dentro das células, o que
os diferencia dos anticorpos monoclonais, que atuam no espago extracelular.

Embora os farmacos referidos possuam aprovagoes para o tratamento de
determinados tipos de cancro, a sua eficacia pode ser fortemente contrabalangada pelo
desenvolvimento de resisténcias associadas. O foco farmacologico nas células endoteliais, as
quais eram rotuladas de geneticamente estaveis, em detrimento das células cancerigenas,
parecia indicar a existéncia de efeitos secundarios relativamente levianos, comparativamente
ao que sucede na quimioterapia habitual'®. Contudo, estudos recentes sugerem a existéncia
de diversas mutagoes nas células endoteliais associadas a tumores, colocando-se a hipotese
de que, contrariamente ao que inicialmente se supunha, estas anormalidades citogenéticas
podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcias''”. A irregularidade e o complexo
funcionamento mecanistico envolvido na angiogénese tumoral consolidou alguns cenarios
negativos, com a existéncia de resisténcias manifestadas de diversas formas, nomeadamente
através da progressao tumoral para um fenotipo mais agressivo, a redundancia dos fatores
pro-angiogénicos, o recrutamento de células derivadas da medula éssea, entre outros®.

Por estes motivos, é de crucial importancia perceber os mecanismos que levam ao
desenvolvimento das referidas resisténcias e em que medida é que estas podem ser

antecipadas e, idealmente, evitadas durante a terapéutica.

4 A influéncia da hipoxia

A imposicido de um regime terapéutico assente em farmacos anti-angiogénicos
possibilita a redugao do crescimento tumoral (“regressao vascular’”), mas numa extensao
inferior a qual seria desejada, tal como registado em diversas observagoes efetuadas. Um
mecanismo que aparenta ter um papel inerente a estes resultados consiste no
desenvolvimento de um ambiente hipdxico em resposta a terapéutica anti-angiogénica. Nesta
fase, o principal regulador da atividade angiogénica é o HIF (factor indutivel por hipdxia)®"?2.

O HIF é um fator de transcrigao cuja atividade é regulada pela presenga de oxigénio,
sendo ativado em condigoes de hipdxia. A sua forma ativa € composta por duas subunidades

a e [3 e por co-ativadores, mas apenas a fracao HIF-a é regulada pela presenga de oxigénio,

ao passo que a HIF-3 apresenta fungdes adicionais distintas da primeira. Existem trés formas

Guilherme Jodo Marques da Costa Francisco



Resisténcia Tumoral a Terapéutica Anti-angiogénica: Mecanismos de Refratariedade, a
Relagao Redundante Tumor/Hospedeiro e Perspetivas Futuras

de HIF-a humana: HIF-la, HIF-2a e HIF-3a. As duas primeiras apresentam fungoes
relacionadas, nomeadamente no que diz respeito a sua regulagao pelos niveis de oxigénio no
organismo, ao passo que o papel da HIF-3a ainda nio é completamente conhecido'® >, Em
condicoes de normoxia, as subunidades HIF-la e HIF-2a sao degradadas através de
processos de hidroxilagao e posterior ligagao a complexos de ubiquitina. A diminuicao dos
niveis de oxigénio até niveis hipoxicos traduz-se num processo de hidroxilagao minimo, ou
inexistente, o qual permite as fragoes HIF-a evitar a degradagao proteossomica e tornarem-
se ativas. E nesta fase que a acdo angiogénica do HIF se manifesta, através da sua capacidade
regulatéria de genes (dos quais sao exemplos o VEGF, PIGF, FGF, PDGF, Ang-l1 e Ang-2,
entre outros) e que permite a adaptagao e sobrevivéncia celular tumoral em condigoes de
hipoxia'® 2. O HIF-a medeia também o consumo de oxigénio, a migracio e a invasio de
células tumorais ®?, bem como os niveis de éxido nitrico (NO) a nivel celular. A regulagio
do NO pelas isoformas HIF-1a e HIF-2a depende da expressao diferencial entre ambas, uma
vez que a perda da HIF-la nas células endoteliais reduz a sintese de NO e,
consequentemente, retarda a migragao das células tumorais, restringindo o potencial
metastatico. Por seu lado, a perda da isoforma HIF-2a induz os efeitos contréarios *,

Assim, o papel da hipdxia na ativagao e sobreexpressao de fatores e recrutamento de
células derivadas da medula com atividade pro-angiogénica é fulcral em diversos tumores e,
por isso, tem sido cada vez mais indicado como um possivel alvo terapéutico no combate ao

cancro® 22,

5 A resisténcia tumoral a farmacos anti-angiogénicos: o ambiente

microtumoral e os principais pathways envolvidos

O volume de dados obtidos ao longo de anos de estudo em torno da terapéutica
anti-angiogénica permitiu distinguir dois tipos essenciais de mecanismos de resisténcia: a
resisténcia adaptativa (adquirida) e a resisténcia intrinseca %),

A resisténcia adaptativa surge em resposta a terapéutica instituida, resultando numa
reagao evasiva do tumor em prol da sua sobrevivéncia. A inibicao do VEGF, por exemplo,
pode desencadear diversos mecanismos que permitem ao tumor prosseguir o seu
desenvolvimento. Apds uma resposta terapéutica inicialmente favoravel, ocorre um relapso,
através de processos tais como: a ativagao e/ou upregulation (aumento da produgao) de

fatores pro-angiogénicos alternativos; o recrutamento de células derivadas da medula ossea

com capacidade proé-angiogénica; o aumento da cobertura percicitica como suporte a
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integridade vascular; a ativacao e estimulagao de um fendtipo tumoral mais invasivo e
metastatico; a co-opgio vascular %%,

Alternativamente, certos tumores podem, a partida, nao exibir qualquer resposta a
terapéutica anti-angiogénica, um comportamento que ¢é condicionado, ao longo do
desenvolvimento tumoral, pelas suas caracteristicas genéticas e por pressoes seletivas do
microambiente em que estdo inseridos. A resisténcia intrinseca define a refratariedade
inerente a este tipo de situagoes, podendo manifestar-se em resultado de: polimorfismos e
diferente grau de expressao das isoformas do VEGF; a redundancia de fatores angiogénicos

num contexto prévio a terapéutica; a pré-existéncia de células inflamatérias proé-

angiogénicas; a dependéncia da co-opgao vascular no microambiente tumoral; a

hipovascularidade ligada a indiferenga aos inibidores da angiogénese .
5.1 Resisténcia adaptativa
5.1.1 A upregulation de fatores pré-angiogénicos alternativos

Apesar da inicial recegdo da comunidade cientifica a inovadora terapéutica baseada
em agentes anti-angiogénicos, cedo se percebeu que a resposta tumoral nem sempre se
desenvolvia de acordo com as expectativas geradas. Entre as observagoes efetuadas,
inilmeros estudos tém vindo a referir que a inibicio do VEGF, embora inicialmente eficaz,
pode levar a ativagio de mecanismos de evasao conducentes a uma resposta tumoral
angiogénica envolvendo a alternancia entre pathways, nomeadamente através da upregulation
de outros fatores pro-angiogénicos. De seguida serao expostos apenas alguns dos exemplos
mais citados nos estudos clinicos realizados e na literatura disponivel, sendo relevante referir
que o tipo de tumor e o ambiente microtumoral na qual este se desenvolve irao condicionar

a evolugao da resisténcia e o repertorio de fatores expressos.

a) PDGF-C

Um dos fatores de crescimento que tem vindo a ser associado ao desenvolvimento
de resisténcias a terapéutica anti-angiogénica é o PDGF-C (fator de crescimento derivado
das plaquetas C) ©**,

A familia do PDGF abrange elementos cuja estrutura inclui heterodimeros unidos por
ligagoes dissulfito, os quais conservam oito residuos de cisteina, a semelhanga do que ocorre
no VEGF, formando cadeias polipeptidicas A e B (PDGF-A e PDGF-B) ®. Os seus recetores
tirosina cinase, designados por a (PDGFR-a) e  (PDGFR-B), possuem afinidade para os
homodimeros PDGF-AA, PDGF-BB e para o heterodimero PDGF-AB. Contudo, apds anos
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de estudo, foi descoberto um novo membro desta familia de fatores de crescimento,
designado por PDGF-C, que tem vindo a ser implicado no desenvolvimento de resisténcias

a G033339 De referir também a existéncia de um

associadas a terapéutica anti-angiogénic
quarto membro, o PDGF-D®”,

Atualmente, inimeros casos exemplificativos do surgimento de resisténcias
associadas a terapéutica anti-VEGF e a agao do PDGF-C estio retratados, sendo que se tem
vindo a tentar esclarecer os mecanismos associados a este processo. O papel dos TAF’s
(fibroblastos associados a tumores), presentes em tumores refratarios a terapéutica anti-
VEGF, parece envolver a upregulation dos niveis de PDGF-C no ambiente microtumoral,
podendo constituir um alvo terapéutico viavel ®”. A inibigdo farmacolégica conjunta do
PDGF-C e do VEGF em modelos tumorais permitiu inferir que, de facto, o nivel de
desenvolvimento tumoral € menor face aos resultados obtidos em monoterapia anti-VEGF,
provando a capacidade de evasao terapéutica através da angiogénese estimulada pelo PDGF-
C, independente do VEGF ©"*?, Adicionalmente, o envolvimento do PDGF-C na resisténcia a
terapéutica anti-VEGF aparenta variar consoante o microambiente tumoral em causa. No
cérebro, mais concretamente em modelos de glioblastoma multiforme, foi proposto um
papel do PDGF-C que consiste no recrutamento de pericitos e no fortalecimento e
normalizagdo da estrutura vascular, aquando da inibicio do VEGF ®?.

Ainda assim, os diversos estudos efetuados referem que terapéuticas que inibam os
dois factores de crescimento indicados nao sao suficientes para atingir os objetivos
terapéuticos propostos, sendo que a inibigdo alternativa do recetor do PDGF podera

169, Mais uma vez, a complexidade mecanistica tumoral traduzida

implicar toxicidade adiciona
pela upregulation de fatores pro-angiogénicos, em detrimento daqueles cuja expressao esta

diminuida, volta a frisar a grande capacidade adaptativa destas estruturas.

b) EGFR
Outro fator angiogénico envolvido no desenvolvimento de resisténcia associada a
terapéutica anti-VEGF é o EGFR (recetor do fator de crescimento epidermal) - ou HERI -
da familia dos recetores tirosina cinase, dos quais também fazem parte o HER2/neu, HER3 e
HER4®®, Para além de estudos que apontam para a existéncia de mutagdes especificas no
gene codificante do fator referido e que, por sua vez, levam ao desenvolvimento de

(%) outros estudos consolidam a

resisténcias associadas, sobretudo, ao cancro do pulmao
ideia de que a upregulation de fatores envolvidos na angiogénese, neste caso o EGFR, é um
passo fulcral no desenvolvimento de resisténcia a firmacos. Mais uma vez, o papel das células
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do estroma face as células tumorais revela-se de igual, ou maior, importancia neste aspeto,
tendo em conta a sobreexpressao de EGFR detetada nos pericitos dos modelos estudados
(cancro do pulmao de nao-pequenas células), estimulada pela terapéutica anti-VEGF.

De acordo com as evidéncias obtidas, a resposta adaptativa do estroma
desencadeada pela terapéutica anti-VEGF pode envolver essencialmente dois processos de
resisténcia mediante o proprio tipo de tumor. Nos casos em que o tumor possui uma
resisténcia intrinseca, ocorre o favorecimento de uma revascularizacao tortuosa, semelhante
a “brotamentos”, com uma cobertura pericitica irregular. Por outro lado, uma resisténcia
adaptativa pode desenvolver-se apos uma resposta inicialmente favoravel a terapéutica anti-
VEGF, com possivel diminuigao de tamanho do tumor, mas que evolui rapidamente para uma
estrutura vascular eficiente e normalizada, coberta por pericitos. Em ambos os casos, niveis
elevados de EGFR foram detetados, demonstrando, mais uma vez, a capacidade de evasao
tumoral face 2 inibi¢io do pathway do VEGF *¢*,

A inibicao terapéutica conjunta do VEGF e do EGFR foi testada, tendo sido registadas
melhorias relativamente a uma terapia anti-VEGF isolada (bevacizumab), manifestadas por
uma diminuicao da cobertura pericitica vascular. Assim, nos modelos estudados € possivel
relacionar a atividade do EGFR com um papel ativo no recrutamento de pericitos em
ambiente tumoral. Contudo, esta terapia nao suscitou resultados significativos em termos de
OS (sobrevida global)®. Adicionalmente, outros estudos revelam que a inibicio dupla
VEGF/EGFR nao apresenta vantagens terapéuticas, chegando mesmo a referir um aumento
de toxicidade e diminuicao da PFS (sobrevida livre de progressao) em situagoes de cancro

colo-rectal metastatico™®

. Estes resultados, aparentemente contraditérios, revelam que a
resisténcia a firmacos anti-angiogénicos pode apresentar uma especificidade para o tipo de

doenca ou regime terapéutico em vigor®®,

c) FGF
De forma similar, o FGF (fator de crescimento dos fibroblastos) pode ser incluido no
grupo das moléculas envolvidas na angiogénse patoldgica. A familia dos FGF compreende
diversos elementos, sendo que estes possuem elevada afinidade para os proteoglicanos de
heparina sulfato, os quais atuam como co-receptores dos recetores FGF (FGFR-1, FGFR-2,
FGFR-3 e FGFR-4). Estes apresentam uma estrutura tirosina-cinase, a semelhan¢a do que
ocorre nos recetores VEGFR, EGFR e PDGFR. Dos diversos elementos constituintes desta

familia, o FGF-2 (ou bFGF) tem sido o mais implicado na angiogénese tumoral '* 29,
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Em modelos animais com uma forma de cancro do pancreas, a terapéutica anti-VEGF
(bevacizumab) suscitou, mais uma vez, uma resposta inicialmente favoravel (diminuigao do
tamanho do tumor), apos a qual surgiu um novo desenvolvimento tumoral que consumou a
resisténcia anti-angiogénica. Foi detetada uma quantidade superior de mRNA relativa aos
genes codificantes dos FGF-1 e FGF-2, comparativamente aos modelos de controlo, a qual
também foi relacionada com regides do tumor que apresentavam niveis de hipoxia mais
monoterapia anti-VEGF, provando o envolvimento do fator de crescimento referido na

angiogénese patoldgica deste modelo animal 49,

d) Ang/Tie

A familia das angiopoietinas engloba diversos ligandos, nomeadamente Ang-1, Ang-2 e
Ang-3/4, os quais podem interagir com os recetores tirosina cinase Tie-l1 e Tie-2. A Ang-I,
que participa na maturagao dos vasos sanguineos e na migragao, adesao e sobrevivéncia das
células endoteliais, e a Ang-2, que possui capacidade para, em conjunto com o VEGF,
promover a angiogénese, representam os ligandos mais estudados na familia das
angiopoietinas. O mecanismo comummente designado por Ang/Tie tem um papel influente
no processo angiogénico, dada a afinidade das Ang-1 e Ang-2 para o recetor Tie-2 e o efeito
pro-angiogénico que dai resulta em diversos tipos de cancro '® *. Foi também previamente
reportada a ac¢ao dos TEM (mondcitos que expressam Tie-2) na evasio a terapéutica anti-
VEGF. Produzida pelas células tumorais, a Ang-2 exerce um efeito quimiostatico sobre os

TEM que resulta na sobre-expressio dos recetores Tie-2 desencadeada pela hipoxia .

e) c-Met (ou HGFR)

O c-Met, ou HGFR (recetor do fator de crescimento dos hepatdcitos), € o recetor
tirosina cinase do ligando HGF, com atividade importante na regulagao da migragao e
proliferacao celular na angiogénese. Este mecanismo pode ser ativado mediante trés
processos essenciais: produgao autdcrina ou parocrina do HGF, amplificagao do gene c-Met
e através de mutacdes no recetor c-Met “®* *) Em diversas instincias, este mecanismo foi
intimamente relacionado com o desenvolvimento de resisténcias tumorais apos terapéutica

anti-angiogénica com inibidores do VEGF, associadas a presenca de hipoxia ¢,

Guilherme Jodo Marques da Costa Francisco



Resisténcia Tumoral a Terapéutica Anti-angiogénica: Mecanismos de Refratariedade, a
Relagao Redundante Tumor/Hospedeiro e Perspetivas Futuras

f) SDF-I

O fator derivado do estroma | (SDF-1), também designado por CXCL-12, junta-se
ao grupo de fatores de crescimento associados a sobrevivéncia celular tumoral ®"*?, Trata-
se de uma quimiocina, apresentando agao sobre os leucocitos B (promovendo o seu
crescimento e maturagao), leucocitos T e mondcitos (efeito quimiostatico) e esta envolvida
em processos inflamatérios >, O seu papel de promogio da vasculogénese foi reportado
em modelos de glioma intracraniano, isoladamente e, em maior expressao, em conjunto com
o VEGF ", Contudo, a presenca desta molécula como parte integrante do processo tumoral

foi verificada em diversos tipos de cancro®®.

5.1.2 Recrutamento de células derivadas da medula 6ssea

A terapéutica anti-angiogénica pode desencadear outro tipo de respostas por parte
do tumor, nomeadamente através do efeito quimiostatico exercido sobre células derivadas
da medula 6ssea (BMDC) que possuem propriedades pro-angiogénicas. Frequentemente,
este tipo de recrutamento celular surge em resposta a um ambiente hipdxico induzido pela
terapéutica e envolve células progenitoras e moduladoras vasculares (endoteliais, periciticas
e monociticas), das quais sao exemplo linhagens de hemangiocitos, os TEM, os TAF, os TAM,
as células supressoras mieldides Gr+CD/| |b+, entre outros !> **?),

O G-CSF (fator de estimulagao de coldnias de granulocitos) € uma glicoproteina com
capacidade para estimular a produgdo da proteina pré-angiogénica Bv8 (ou PROK2)®>*%, na

© 3 Por sua vez, as células Gr+CDI Ib+

medula ossea e nas células Gr+CDI b+
representam um conjunto heterogéneo de células mieldides progenitoras que incluem
neutrofilos, células dendriticas e fibroblastos, cuja presenga em diversos tumores tem vindo
a ser reportada e associada com um aumento da capacidade de angiogénese, crescimento e
invasdo tumoral ®”. O aumento da producio da proteina pré-angiogénica Bv8 pelas células
Gr+CDI Ib+, processo estimulado pelo G-CSF, provou constituir outro mecanismo de
evasao a terapéutica anti-VEGF, uma vez que a inibicao conjunta destas moléculas reduziu o
crescimento tumoral anteriormente verificado®'*?*"*®, Adicionalmente, outro estudo refere
que as células Gr+CD/| Ib+ produzem MMP9 (metaloproteinase da matriz 9), a qual exerce
um efeito quimiostatico sobre os pericitos, sendo as primeiras capazes de se incorporarem
no endotélio tumoral in vivo®?.

Este mecanismo exemplifica apenas uma fragao da complexa rede celular que envolve

o recrutamento de células derivadas da medula 6ssea ®.
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5.1.3 Os pericitos e o suporte a integridade vascular

Os pericitos sao células perivasculares que possuem longas extremidades aderentes a
parede dos vasos sanguineos, sendo capazes de comunicar com as células endoteliais de
forma direta ou através de sinalizagio paracrina ®. O papel dos pericitos nos processos de
estabilizagao hemodinamicos e a sua ligagao a malignidade tumoral tem vindo a ser reportada
ao longo dos anos, estando, contudo, associada a uma relativa heterogeneidade no que diz
respeito aos seus marcadores, morfologia e origem®). Ao contririo do que é
frequentemente observado em vasos sanguineos normais, a presen¢a dos pericitos em
ambientes tumorais mostra-se mais escassa e associada a fenotipos anormais (menor ligagao
as células endoteliais, estruturas morfolégicas aberrantes e diferentes marcadores)®”. Na
resposta a terapéutica anti-angiogénica, os pericitos sao recrutados e promovem a
normalizagao, integridade e estabilidade vascular, sendo também capazes de produzir fatores
estimulantes da angiogénese, os quais atuam sobre as células endoteliais e promovem a sua
sobrevivéncia®. Foi testada a inibigio terapéutica conjunta do VEGF e do recrutamento dos
pericitos com o objetivo de os dissociar da vasculatura tumoral e aumentar a sensibilizagao
vascular aos agentes anti-angiogénicos. Contudo, a diminuigao da cobertura pericitica tornou
evidente a diminuicao da integridade e espessura vascular e o consequente aumento da
mobilidade das células tumorais na circulagao sistémica. Este processo traduziu-se num
efeito metastatico aumentado. Face a estes resultados, sera necessario um melhor
planeamento de forma a avaliar os beneficios clinicos desta estratégia®*".

Recentemente, foi possivel distinguir duas sub-populagoes periciticas: pericitos do
tipo | e tipo 2. Segundo estudos efetuados, apenas os pericitos de tipo 2 estao envolvidos na
angiogénese tumoral, sendo esta descoberta potencialmente fulcral na elaboragao de novos
inibidores angiogénicos tendo como alvo especifico esta sub-populagao pericitica. O papel
dos pericitos do tipo | durante o processo tumoral ainda nao se encontra totalmente

clarificado®?.

5.1.4 A ativacdo e estimulacio de um fenétipo tumoral mais
invasivo e metastatico

Diversas observagoes, nomeadamente o crescimento tumoral em periodos isentos

de tratamento num regime terapéutico descontinuado com sunitinib®?, sugerem a

capacidade tumoral para, mediante a terapéutica anti-angiogénica, promoverem a

metastizacao de outros tecidos e a transicao para um fenotipo tumoral mais invasivo e
(28, 63)

agressivo .
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Foi demonstrado que o sunitinib pode acelerar o crescimento metastatico e diminuir
a sobrevivéncia de ratos sujeitos a terapia de curta duragio em ensaios metastaticos.
Desta forma, o planeamento do regime terapéutico demonstra ser um passo importante
para a eficacia farmacoldgica. Adicionalmente, outro estudo demonstrou que a adaptagao
evasiva de tumores sujeitos a terapéutica anti-VEGF resultou no desenvolvimento de frentes
de invasao mais amplas, ao passo que os tumores de controlo se mostraram
predominantemente encapsulados ou microinvasivos. Para além disso, em modelos Ripl-
Tag2 de cancro do pancreas endécrino, verificou-se que os tumores tratados com o
anticorpo anti-VEGF em causa (DCI101I) possuiam uma capsula pericitica mais fina, com areas
em que estava quebrada, ou mesmo ausente, associadas a zonas de hipdxia intensa. Este
fenotipo mais permeavel é propicio a metastizagao celular. Possiveis explicagoes para tais
observagoes centraram-se no aumento da atividade de programas de invasao pré-existentes
que nao eram, previamente a terapéutica, a principal for¢a motora do crescimento tumoral,
e até na ativagao de um programa de invasao distinto do que surge espontaneamente

durante o desenvolvimento de um tumor imperturbado®.

A titulo de exemplo, a
osteopontina é referida em diversas publicagoes e tem sido relacionada com este tipo de
resisténcia.

A osteopontina (OPN). também designada por SPPIl, é uma glicofosfoproteina
existente em diversos tecidos e fluidos no organismo, com capacidade para se ligar a
integrinas (recetores transmembranares) e ao CD44, regulando diversos processos que sao
importantes na sobrevivéncia celular®* ),

O aumento da concentragao de osteopontina em modelos de cancro da mama
humano xenograficos foi relacionada com uma promogao da atividade metastatica tumoral,

5(6667)

inferida a partir da colonizagao de 6rgaos mais distante . Observagoes semelhantes

foram reportadas em diversos tipos de cancro, relacionando a sobreexpressao desta

molécula com um mau prognéstico terapéutico®

. A sua presenga no microambiente
tumoral foi observada em células tumorais e do estroma, tendo sido também associada a um
efeito quimiotaxico inibidor sobre os TAM'’s, cuja capacidade apoptotica (efeito citotoxico

do NO) sobre as células tumorais foi, por conseguinte, diminuida®’®

. A ativagao e
mobilizacio de células derivadas da medula 6ssea”", a formacio de calcificagdes em cancros
da mama’? e a atividade angiogénica em paralelo com o VEGF”® e o FGF"*, foram também

relacionadas com a atividade da osteopontina em modelos de estudo.
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5.1.5 A co-opcao vascular

A resisténcia a terapéutica anti-angiogénica nem sempre envolve uma resisténcia
adaptativa que culmina com a prevaléncia da angiogénese. Alguns tumores possuem a
capacidade de prosseguir o seu desenvolvimento através da co-opgao vascular, processo no
qual as células tumorais migram ao longo dos vasos sanguineos do hospedeiro, apropriando-
se destes e da sua vertente nutritiva e oxidativa, sem que haja brotamento de novos vasos.
Por este motivo, a prevaléncia deste tipo de mecanismo é maior em tumores residentes em
ambientes mais vascularizados, como o cérebro, pulmao e figado, embora tenha sido
detectado em diversos tipos de cancro®" 7,

Adicionalmente, é possivel que existam tumores que ostentam fenotipos “mistos”,
isto é, com propriedades angiogénicas (na zona “central” do tumor, mais madura) e co-
optativas vasculares (nas extremidades em desenvolvimento). Desta forma, é expectavel que
as terapéuticas anti-angiogénicas instituidas neste tipo de tumores nao tenham o efeito
desejavel, dada a capacidade das células tumorais de se apropriarem de vasos sanguineos
pré-existentes””. Nestes casos, possiveis combinagdes terapéuticas que abranjam os dois
mecanismos podem ser mais eficazes.

Contudo, outro tipo de mecanismos relacionados com a co-opgao vascular podem
estar na base do desenvolvimento de resisténcias a terapéutica anti-angiogénica. A
mimetizagao vascular € um processo na qual as células tumorais fazem uso da sua
plasticidade e formam, elas mesmas, estruturas tubulares semelhantes a vasos sanguineos.
Também a intussuscepgao, na qual um vaso sanguineo pré-existente se divide para originar

dois vasos “filhos”, possui um papel importante® 7).

5.2 Resisténcia intrinseca

5.2.1 Polimorfismos e diferente grau de expressao das isoformas
do VEGF

As isoformas do VEGF (VEGF,,, VEGF,,,VEGF ., VEGFg, VEGF,,) expressas no
ambiente tumoral exercem influéncia sobre a resisténcia intrinseca prévia a terapéutica anti-

VEGF. A titulo de exemplo, foi reportada a existéncia de isoformas com o formato VEGF

XXX

com potencial angiogénico, e VEGF com caracteristicas anti-angiogénicas. Contudo, as

xxxb?
isoformas VEGF,, aparentam ter capacidade para se ligarem ao bevacizumab, cuja uniao
diminui os niveis circulatorios de ambos e reduz a eficacia terapéutica. Curiosamente, a baixa
expressao desta isoforma, detetada em tumores de cancro colo-rectal metastatico,
aumentou a disponibilidade do bevacizumab como ligando do VEGF-A e, consequentemente,
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produziu um cenario clinico mais promissor. O ratio VEGF,./VEGF_, podera funcionar

XXX| total

como um possivel biomarcador preditivo da resposta terapéutica’’”. Adicionalmente, outro
estudo testou o efeito de um inibidor dos receptores tirosina cinase (SU5416) sobre
tumores (fibrossarcoma) que expressavam apenas a isoforma VEGF,, ou VEGF (em
ratos). A expressao preferencial da isoforma VEGF,,, associada a fragilidade vascular e
hemorragia, fez com que o tumor ficasse particularmente vulneravel a agao de normalizagao
vascular induzida pelo SU5416. Consequentemente, esta agao tornou O tumor mais
resistente a uma posterior intervencio de um agente disruptor vascular”®. O potencial
metastatico da isoforma VEGF g e a sobrevivéncia/proliferagao associada as isoformas
VEGF,,, e VEGF,, (em murganhos), reforcam as caracteristicas distintas das diferentes
isoformas””. Assim, a quantificagio da expressio destas pode funcionar como um
importante biomarcador terapéutico.

Similarmente, os polimorfismos genéticos do VEGF, que sao expressos hum contexto
prévio a terapéutica, podem intervir no processo tumoral. A ocorréncia de SNPs
(polimorfismos de nucleétido Unico), mais concretamente do SNP rs9582036, foi associada a
uma diminuigao da sobrevida livre de progressao (PFS) em grupos de doentes portadores de
cancro pancreatico metastatico (estudo “AViTA”) e cancro colo-rectal metastatico (estudo
“AVOREN”). Por outro lado, o gendtipo VEGF-2578 AA foi associado a um beneficio na
sobrevida global (OS) e a uma menor toxicidade, em doentes portadores de cancro da

mama metastatico sujeitos a terapéutica de paclitaxel associada, ou nao, ao bevacizumab

(ensaio E2100 — fase 111)®°.

5.2.2 A redundancia de fatores proé-angiogénicos num contexto
prévio a terapéutica

Embora o VEGF seja considerado um fator chave na regulagao da angiogénese
patologica, a expressao preferencial de outros fatores alternativos, previamente a
terapéutica, pode ocorrer em diversos tumores. Neste contexto, o VEGF nao sera o
principal fator expresso no microambiente tumoral e, por este motivo, podera nao ser a
Unica forga impulsionadora da angiogénese.

Um dos estudos mais citados neste ambito relata a analise de tumores de cancro da
mama em fase avancada, que expressam um repertorio diversificado de fatores pro-
angiogénicos (como o FGF-2), face a tumores em fases mais iniciais, onde o VEGF ¢é
preferencialmente expresso. Em ambos os casos, os tumores seriam posteriormente sujeitos

a acao do bevacizumab (inibidor do VEGF). No caso dos cancros em fase avangada, os dados
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sugerem a possibilidade de uma resisténcia intrinseca pré-existente ao agente farmacolégico
referido, que resulta do facto de se pretender neutralizar uma molécula que nao €&, no
ambiente analisado, a Unica forga impulsionadora do desenvolvimento tumoral, mas apenas
uma fragao do repertoério redundante de fatores disponiveis. Desta forma, sera de esperar
que a angiogénese tumoral persista, mesmo na presenga do bevacizumab, sendo suportada
~ , . ;. .y . (28)
pela agao de outros fatores pré-angiogénicos ja presentes no meio tumoral*”.
Os doentes portadores de tumores com estas caracteristicas nao tenderao a
responder as terapéuticas anti-VEGF, o que levara ao continuo desenvolvimento tumoral. A

obtengao do perfil de expressao destes fatores demonstra ser uma necessidade cada vez

mais real, de forma a prever e personalizar regimes terapéuticos mais eficazes®®.

5.2.3 A pré-existéncia de células inflamatérias pré-angiogénicas

Para além da sua importancia nos mecanismos de adaptagiao apés a terapéutica anti-
angiogénica, as células inflamatorias pré-angiogénicas podem ser sobreexpressas de forma
intrinseca no microambiente tumoral. Este formato de resisténcia pré-existente condiciona a
eficacia dos agentes terapéuticos posteriormente instituidos. Embora exista a possibilidade
de que essa resisténcia possa ser resultado de uma rapida adaptagio a terapéutica
farmacolodgica, as observagbes reportadas apontam para a pré-existéncia da capacidade de
recrutamento destas células em certos tumores®®.

No ambito de um estudo, foi demonstrado que as células mieldides Gr+CD]| Ib+
podem ser recrutadas para o microambiente tumoral de forma inerente e independente do
tratamento, ou seja, a sua agao pode nao ser induzida por agentes terapéuticos. A auséncia
de resposta aos agentes anti-angiogénicos suscitou esta hipotese entre os investigadores, a
qual veio a ser confirmada®®®"®,

Sera, entao, de especular que o recrutamento de células inflamatorias para o

microambiente tumoral, por parte das células tumorais, possa conferir uma vantagem

intrinseca ao tumor no que diz respeito a resisténcia aos agentes anti-angiogénicos.

5.2.4 A dependéncia da co-opg¢ao vascular no microambiente
tumoral

A angiogénese é um processo fulcral no desenvolvimento tumoral, mas nem todos os
tumores dependem necessariamente desta para poderem sobreviver. Determinadas
caracteristicas podem ser ativadas durante o desenvolvimento ontogénico, nomeadamente
capacidades fenotipicas mais invasivas e/ou metastaticas, em conjunto com um ambiente
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microtumoral adequado, que levam a formagao de tumores “nao-angiogénicos”. Estes fazem
uso da vasculatura circundante do hospedeiro para sobreviverem, sem que haja emissao de

®) A co-opgio vascular pode ser inferida pela extrapolagio de

estimulos angiogénicos
resultados obtidos aquando do desenvolvimento de resisténcias adaptativas a terapéutica
anti-angiogénica de certos tumores que, face aqueles que nao exercem uma resposta aos
agentes farmacolégicos, sugerem a pré-existéncia de mecanismos alternativos®.

Assim, a agao dos agentes anti-angiogénicos € potencialmente limitada por uma
densidade vascular intrinsecamente elevada, associada a tecidos mais vascularizados (figado,
pulmao, cérebro) uma vez que os tumores podem co-optar estes vasos antes de serem
sujeitos a terapéutica®. Um exemplo pratico consiste no estudo genético comparativo
entre formas angiogénicas e nao-angiogénicas de cancro de pulmao de nao-pequenas células.
Observou-se que os tumores nao-angiogénicos, que utilizam a co-opgao vascular como
abastecimento sanguineo, possuiam niveis mais elevados de genes codificantes para proteinas

envolvidas no metabolismo mitocondrial®®®,

Esta particularidade permitiu uma melhor
regulacao da cadeia respiratoria aos tumores referidos, possivelmente devida a tensao de
oxigénio conferida pela proximidade aos vasos sanguineos do hospedeiro, que suportou o

seu crescimento, nio tendo sido necessario recorrer a processos angiogénicos’>.

5.2.5 A hipovascularidade e a indiferenca aos inibidores da
angiogénese

Ao contrario de tumores que exercem uma resisténcia a terapéutica anti-angiogénica
pela capacidade de co-opgao de vasos pré-existentes num ambiente de elevada densidade
vascular, outros podem proliferar num ambiente com caracteristicas de baixa densidade
vascular, originando tumores inerentemente hipovascularizados®.

O adenocarcinoma ductal pancredtico (PDAC) encontra-se neste grupo, tendo sido
observadas instancias em que este se encontra associado a um estroma desmoplastico
essencialmente avascular, que |he confere um aspeto geral hipovascularizado. A indiferenga
perante os inibidores angiogénicos que este apresenta, nomeadamente face ao bevacizumab,
pode resultar de mutagoes no gene supressor de tumores TP53, verificado em 75% dos
PDAC’s®®. A perda da fungio deste gene resulta numa capacidade tumoral adicional na
sobrevivéncia em condi¢oes de hipoxia, nomeadamente naquelas que sao induzidas por
agentes anti-angiogénicos®. Adicionalmente, 75% dos PDAC’s expressam HIF-la
constitutivamente, que se relaciona com o aumento de produgao do transportador de

glicose | e da aldolase-A (intervenientes no metabolismo anaerdbico). A combinagao da
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perda do gene TP53 e da utilizagdo de pathways metabdlicos favoraveis poderao estar na
base da formagio e sobrevivéncia deste tipo de tumores”. Durante o seu desenvolvimento,
é expectavel que tenha existido uma adaptagao progressiva as condi¢coes de hipoxia e
avascularidade que os rodeiam, a qual lhes conferiu uma vantagem intrinseca na resposta a
terapéutica anti-angiogénica®.

E de realcar que a prevaléncia deste tipo de resisténcia podera ser aplicavel a outros

tipos de tumores®.
6 A terapéutica anti-angiogénica: perspetivas atuais e futuras

A discriminagio de diferentes mecanismos de resisténcia a terapéutica anti-
angiogénica veio consolidar a necessidade e a atratividade da inibigao simultanea de multiplas
moléculas envolvidas nos processos tumorais.

A relagao hospedeiro-estroma incentivou a descoberta de novos farmacos anti-
angiogénicos cujo foco se expandiu para além da inibicado do VEGF. A sua maioria possui
como alvo os diferentes fatores pro-angiogénicos alternativos, como o c-Met, Ang-2, FGF-2,
entre outros, alguns dos quais ja se encontram aprovados pela FDA (Tabela 1) e outros
ainda sob estudos clinicos® ®. A titulo de exemplo, o aflibercept é uma proteina de fusio
recombinante cujo mecanismo de agao consiste na capacidade para se ligar ao VEGF-A e ao
PIGF. E considerado uma VEGF-trap (armadilha do VEGF) e foi desenvolvido de forma a
otimizar propriedades farmacocinéticas, mantendo a elevada atividade bloqueadora do
VEGF. Atualmente, encontra-se aprovado no tratamento do cancro colo-rectal metastatico
em combinacio com o 5-fluorouracilo!®. A inibicio de outras moléculas e mecanismos
envolvidos na angiogénese tumoral pode constituir um repertério de alvos terapéuticos
viaveis. Por exemplo, a neutralizagao do HIF- la, utilizando o bevacizumab em combinagao
com o topotecan (inibidor da topoisomerase), reduziu o crescimento de neuroblastomas.
De forma semelhante, a inibicao do c-Met em gliobastomas que apresentam resisténcia ao
bevacizumab provou reduzir a invasao metastatica e a sobrevivéncia tumoral em condi¢oes
de hipéxia®.

Diversos farmacos anti-angiogénicos encontram-se em investigagao clinica avangada,
dos quais sao exemplos, bem como os seus alvos e indicagoes sob estudo: o brivanib (inibe o
VEGFR-2 e FGFR-I — carcinoma hepatocelular), o cediranib (inibe o VEGFR-1 a -3, PDGFR-a
e -B, FGFR-I, c-KIT — cancro colorectal metastatico, glioblastoma recorrente, cancro do
ovario, cancro do pulmao de nao-pequenas células avangado), o dovitinib (inibe o VEGFR-I a
-3, PDGFR-B3 — tumores soélidos), lenvatinib (inibe o VEGFR-I a -3, FGFR-1, PDGFR-a e -} —
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cancro da tirdide, carcinoma hepatocelular) e o linifanib (inibe o VEGFR-I a -3, PDGFR-a e -

B, FGFR-1, c-KIT, CSF-1R, FLT3 — ensaio clinico de fase lll com indicagao para o carcinoma

hepatocelular terminado por toxicidade e sem melhorias na sobrevida global)®.

Composto Alvo Indicagao

B izumab Glioblastoma, CC metastatico,
evacizu Anticorpo anti-VEGF RCC metastatico, alguns
(Avastin)

Terapias cancros NSCL
baseadas em Aflibercept (Eylea) VEGFI-.trapude d(i/l’El(r;l:S de CC metastatico
Anticorpos '8a¢ao ao

Ramucirumab Anticorpo monoclonal Adenocarcinoma gastrico ou
(Cyrazma) humano do VEGFR-2 gastro-esofagico avangado
Axitinib (Inlyta) VEGFRI-3, PDGFR-p RCC avangado
c-KIT
Cabozanti.nib VEGFR-1-3, c-MET Carcinoma medl’le.tr da tiroide
(Cometriq) metastatico
Everolimus (Afinitor) mTOR RCC, tumores
neuroenddcrinos
Pazopanib (Votrient) | VEGFR-I-3, PDGFR, c-KIT RCC

Pequenos

Inibidores de -1- -
z Regorafanib (Stivarga) VEGFR-I 3.' PDGFR-p, CC metastatico
moléculas Tie2
Sorafenib (Nexavar) VEGFR-1-3, PDGFR, RAF | Carcinoma hepatocelular, RCC
Sunitinib (Sutent VEGFR-1-3, PDGFR, RCC, tumores
unitinib (Sutent) | |7, FLT3, RET, CSF-IR neuroenddcrinos
Carcinoma medular da tirdide
Vandetanib (Caprelsa) | VEGFR-1-3, EGFR, RET localmente avangado em
doentes nao operaveis, ou
metastatico

Tabela I: Lista de farmacos anti-angiogénicos aprovados pela FDA (2014). Legenda: CC — cancro
colorectal; RCC — carcinoma das células renais; NSCL — cancro do pulmao de nao pequenas células;
c-KIT — recetor tirosina cinase com afinidade para o fator de células estaminais; mTOR — proteina
alvo da rapamicina; FLT3, RAF e RET — enzimas envolvidas na angiogénese; CSF-IR — recetor do
(Adaptado de MCINTYRE, A, HARRIS, AL,
Metabolic and hypoxic adaptation to anti-angiogenic therapy: a target for induced essentiality. EMBO
Mol Med, 7 (2015), 368-379).

fator estimulador de colénias de macrofagos |.

Embora a inibicao simultinea de diversos fatores pro-angiogénicos possa conferir
uma vantagem terapéutica, sera previsivel que a diversidade de moléculas compensatérias
permita, eventualmente, contrabalangar este efeito e provocar um relapso tumoral através
de uma resisténcia adquirida. E, portanto, essencial a obtencio de perfis angiogénicos e
metabolicos personalizados, especificos para cada doente, bem como um ajustamento
ponderado do regime terapéutico aplicado, de forma a aumentar a eficacia e a diminuir
toxicidades relacionadas®.
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Outras classes de farmacos anti-angiogénicos podem ser referenciados. Os agentes
disruptores vasculares (VDA) representam uma classe de agentes anti-angiogénicos que tém
como alvo células endoteliais imaturas, rapidamente proliferativas. Através da rutura do
citoesqueleto e consequente colapso vascular, este grupo de farmacos, da qual é exemplo o
zybrestat, foram combinados com o bevacizumab em ensaios pré-clinicos e clinicos.

Contudo, demonstraram elevados niveis de toxicidade®

. A inibicao do recrutamento de
células inflamatérias derivadas da medula 6ssea diminui a capacidade angiogénica tumoral,
tendo ja sido desenvolvidos farmacos que tém como alvo o SDF-1, o CXCR-4 e até a Bv8
(através de anticorpos) cujos resultados sao promissores. O mesmo € aplicavel a agentes
que intervém na agao dos pericitos, TAF's e no desenvolvimento tumoral baseado tanto na
co-opgao e mimetizagao vascular, como no aumento das capacidades invasivas e metastaticas
tumorais®.

A descoberta de novos mecanismos de resisténcia tem vindo a ser relatada, a qual
pode constituir uma adigdo farmacolodgica ao leque de alvos disponiveis. Podem ser
destacados o sequestro lisossomal de farmacos anti-angiogénicos (sensibilidade anti-tumoral
reduzida) e as vesiculas extracelulares (contém uma variedade de moléculas, podendo ser
enviadas das células tumorais para o estroma e vice-versa). Estudos demonstram que estas
vesiculas extracelulares podem conter miRNA (micro RNA), os quais tém vindo a ser
implicados na regulagio da angiogénese. Assim, estas moléculas constituem alvos
terapéuticos viaveis, representando uma area de pesquisa farmacolégica que ja tem vindo a
apresentar alguns resultados promissores®” .

A unanimidade da comunidade cientifica parece recair sobre a necessidade urgente
de uma personalizagao da terapéutica fazendo uso de biomarcadores especificos com valor
preditivo fulcral na eficacia farmacologica. Exemplos de biomarcadores sob investigagao
incluem: biomarcadores circulatérios (ex.: a concentragao de ligandos soluveis angiogénicos);
biomarcadores genéticos (ex.. SNP); biomarcadores tecidulares (ex.: coloragao
imunohistoquimica de recetores angiogénicos); biomarcadores fisiologicos (ex.. a
hipertensao). Contudo, a reprodutibilidade preditiva destes biomarcadores, em varias
indicagoes, € limitada. Este entrave pode ser contrabalangado pelas tecnologias protedmicas
e genomicas, as quais tém potencial para ser a chave na ligagao entre o alvo farmacologico e
a terapéutica instituida®. Adicionalmente, a utilizagio complementar de algoritmos que
incorporem multiplos parametros (como o tipo de cancro, a evolugao e localizagao deste,
dados genéticos, marcadores em circulagao, dados obtidos a partir de técnicas imagiologicas)

aparenta ser o caminho ldgico a seguir®). Técnicas imagiolégicas e histoldgicas poderio ser
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ferramentas adicionais neste ambito. A monotorizagao e o feedback continuo da terapéutica
permitirdo adaptar e otimizar regimes farmacologicos futuros, através das conclusoes

inferidas, nao s6 durante o tratamento de doentes, mas também em ensaios pré-clinicos e
clinicos®” (Figura I).
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Figura | — Representacao esquematica de possiveis combinages terapéuticas a serem aplicadas no
futuro, com o objetivo de melhorar a eficacia clinica e a evasao as resisténcias anti-angiogénicas. A
comparagao pode ser feita com um canivete suico, sendo que apenas uma combinagiao ideal de
técnicas cientificamente avangadas e a utilizagdo de algoritmos pré-definidos permitirdao estabelecer
regimes especificos e propicios para cada subgrupo de doentes. Todo este processo sera
monitorizado e o feedback informativo utilizado num modelo ciclico de melhoria continua, evitando o
surgimento de resisténcias terapéuticas. Adaptado de VAN BEIINUM, J.R., NOWAK-SLIWINSKA,
P., HUIJBERS, E.J., THIJSSEN, V.L., GRIFFIOEN, A.W., The great escape; the hallmarks of resistance
to antiangiogenic therapy. Pharmacol Rev, 67 (2015), 441-461.
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7 Conclusido

A angiogénese tumoral como uma via fulcral de subsisténcia de varios tipos de cancro
tem concentrado atengbes na comunidade cientifica. Este alvo terapéutico promissor
emergiu com especial influéncia aquando da identificagado do VEGF como um elemento chave
deste mecanismo. A inibigao da atividade deste fator pro-angiogénico levou ao
desenvolvimento de diversos agentes farmacologicos mas, ao contrario do que se antecipava,
a emergéncia de resisténcias terapéuticas tumorais, adaptativas e intrinsecas, comprometeu a
eficacia na pratica clinica e consolidou, uma vez mais, a eximia capacidade de sobrevivéncia
destas estruturas. Estudos posteriores e avangos cientificos identificaram mecanismos
plausiveis que permitem prolongar a sobrevivéncia tumoral face a terapéutica.
Adicionalmente, possibilitaram o desenvolvimento de novos farmacos, alguns ja aprovados
para uso terapéutico, com vista a inibicao dos multiplos pathways e sinalizadores celulares
desvendados.

Assim, a potencialidade desta vertente terapéutica ainda é uma realidade. De forma a
evitar o aparecimento de resisténcias e a aumentar a eficacia farmacologica no tratamento
do cancro, sera essencial apostar na elaboragao cuidada de perfis especificos para cada
subgrupo de doentes, aliada a aplicagao pratica de técnicas cientificas avangadas com valor
preditivo confirmado. A heterogeneidade da resposta aos agentes anti-angiogénicos parece
ser um dado adquirido, mas o planeamento personalizado de regimes terapéuticos,
inclusivamente em conjunto com outras terapias e mediante cada caso apresentado, estd ao
alcance da comunidade cientifica e tem potencial para amenizar essas discrepancias

observadas ao longo destes anos de estudo.
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