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Abstract

Abstract

This essay is focused on cancer metastasis. Tumor cell dissemination allows
progressive secondary colonization of organs distant of the primary tumor. This
process is named metastasis and due to its complexity, it is one of the main causes
of cancer related death. The formation of metastases is controlled by various factors
and is divided into different steps. Due to the increase of deaths caused by
metastatic disease, research efforts have been focusing on the discovery of new
therapeutic targets for this condition that would prevent the initial metastases and
reduce/shrink established metastases. It has been reported that metastatic cells are
not autonomous as they interact with the surrounding tumoral microenvironment,
benefiting from its features.

This dissertation aims to perform a literature review of this complex disease
known as metastasis. Topics such as recently FDA-approved anti-metastasis drugs
and new therapeutic targets will be discussed herein. In addition, promising pre-
clinical approaches will be discussed along with the trials that demonstrate their
efficacy, serving as a promising basis for new and more advanced studies which will

lead to their approval, consequently helping future generations.

Keywords: Cancer, metastasis, investigation, therapeutics.
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Resumo

Resumo

Este trabalho centra-se no problema da metastizagdo associada ao cancro. A
disseminacédo das ceélulas tumorais permite a colonizagdo secundaria progressiva de
orgéos distantes do tumor primario. Este processo, designado de metastizacéo, é
uma das principais causas de morte por cancro. O processo metastatico é
controlado por diversos factores e esta dividido em diferentes etapas. Atualmente,
com o0 aumento do numero de mortes por doenga metastatica, procura-se chegar a
novos possiveis alvos para terapéuticos, cujo o objetivo se resume a prevencgdo da
metastizagao inicial e a redugdo das metastases ja estabelecidas. Verificou-se que
as células metastaticas n&o apresentam autonomia, uma vez que interagem com o
microambiente tumoral envolvente, tirando partido das suas caracteristicas.

A presente dissertacdo teve como principais objetivos a revisdo da literatura
deste fendbmeno tdo complexo que é a metastizacdo. Aqui sdo abordadas tematicas
como medicamentos anti-metastizacdo, aprovados recentemente pela FDA, a
descoberta de novos alvos nesta terapéutica e as abordagens pré-clinicas
promissoras que projetam o progresso para outros estudos mais avancados que

provem a sua eficacia para serem aprovados e poderem ajudar geracdes futuras.

Palavras-Chave: Cancro, metastizacao, investigacao, terapéutica.
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Enquadramento

Capitulo 1 - Enquadramento

1. Epidemiologia do Cancro

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o cancro é das principais
causas de morbilidade e de mortalidade em todo o mundo, correspondendo a
principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda principal causa de
morte nos paises em desenvolvimento. Esta doenga tornou-se num dos maiores
problemas da Saude Publica, havendo um crescimento progressivo do numero de
novos casos."™ De acordo com os dados do GLOBOCAN 2012, estima-se que em
2035 o impacto global do cancro é de cerca de 10 milhdes de novos casos
diagnosticados e 6,4 milhdes de mortes (Figura 1). A OMS estima ainda que cerca

de 1/3 dos casos do cancro poderiam ser prevenidos.’
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Figura 1 — Previsdo da Evolucado da Incidéncia e Mortalidade do Cancro no Mundo (2015 a
2035). Figura de elaboragéo propria a partir dos dados disponiveis em International Agency
for Reaserch on Cancer. GLOBOCAN 2012°
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Relativamente a Portugal, prevé-se que até 2035 se vai manter a tendéncia
da evolucdo da incidéncia de casos de cancro de aproximadamente 10.000 novos
casos (Figura 2).*
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Figura 2 — Previsdo da Evolugdo da Incidéncia de Cancro em Portugal (2015 a 2035). Figura
de elaboragéo propria a partir dos dados disponiveis em International Agency for Reaserch
on Cancer. GLOBOCAN 2012°

O tratamento e a cura para o cancro tém sido muito estudados. Contudo,
dada a importancia de encontrar a cura desta doenga surgem algumas dificuldades
devido a existéncia de mais de uma centena de diferentes tipos de cancros e ainda
ao escasso conhecimento da patogénese dos tumores malignos. Em Portugal,
aproximadamente metade do numero de novos casos de cancro diagnosticado, em
2012 sao atribuiveis ao cancro do colon, da préstata e da mama. Enquanto que
cerca de metade do numero de mortes estdo associados ao cancro do célon e da
prostata.*®

A mortalidade em Portugal, devido aos tumores malignos mais comuns, &
proporcional a incidéncia dos mesmos no nosso pais. Isto €, o cancro do colon é
aquele que apresenta maior incidéncia e a maior mortalidade. Conclui-se assim que
dos seis tumores com maior incidéncia e com maior taxa de mortalidade temos o do
célon, o da préstata, o da mama, o do pulméo, o do estdmago e o da bexiga (Figura
3).6,7
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Figura 3 - Estimativa do nimero de incidéncia e mortalidade de casos em ambos 0s sexos
em Portugal 2012. Figura de elaboragdo prépria a partir dos dados disponiveis em

International Agency for Reaserch on Cancer — World Health Organization 4

Sabendo que o diagndstico da doenga metastatica na maioria dos pacientes
indica uma doenga terminal, pretende-se que o foco da presente dissertacdo se
centre neste problema. Verifica-se que passados dez anos, 0s pacientes
diagnosticados com doenga localizada, geralmente apresentam uma sobrevivéncia
em cinco anos caracterizada como excelente (Figura 4a). Os cancro da mama, da
prostata e uterino apresentam uma sobrevivéncia a cinco anos que nao é muito
diferente da constatada em 2005. Os cancros que apresentam uma sobrevivéncia a
5 anos superior, e mais discrepante da apresentada em 2005, sdo os do pancreas,
0 do esdéfago e o dos pulmdes. Apesar de apresentarem uma menor sobrevivéncia
em cinco anos, sdo aqueles que aumentaram em dez anos. Pacientes com doencga
regional, ou seja metastizacdo nos ganglios regionais, no momento do diagndstico
tém uma sobrevivéncia global mais baixa. A excepcéo verifica-se nos doentes com
cancro da bexiga ou da prostata, uma vez que nao apresentam ganhos na
sobrevivéncia em dez anos (Figura 4b). Observando o panorama de pacientes com
doenga metastatica distante (Figura 4c), apenas quatro dos doze locais
apresentados no grafico (coloretal, eséfago, pulmonar e oral) apresentam ganhos de
sobrevida no momento do diagnéstico. Desses, apenas o cancro na cavidade oral,
apresentou um ganho de sobrevivéncia superior a 3%. Desta forma, podemos

verificar o quao alarmante se encontra a situagcao da metastizagdo do cancro, uma
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vez que a sobrevivéncia a cinco anos diminuiu entre a metastizacao regional e a

metastizacio distante, incluiu-se aqui o cancro dos ovarios, préstata e utero.?
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Figura 4 — Sobrevivéncia em 5 anos para pacientes com cancro inicialmente diagnosticados

com doencga metastatica Fonte: Steeg, S. Targeting metastasis. Nat. Rev. Cancer 16, 201-18 (2016)
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2. Cancro

Segundo Weinberg (1988), a origem desta doenga parece ser desconhecida.
a ativagdo dos oncogenes, devido a alteragées sofridas em ambos genes.? Os genes
supressores de tumores codificam proteinas que sao responsaveis pela inibigdo do
crescimento celular. PTEN (Proteina fosfatase e homdlogia da tensina) é
considerado o gene mais mutado ao nivel do cancro humano levando a sua perda
de fungao. "0

Sabe-se que nas células dos organismos multicelulares existem mecanismos
gue sao responsaveis pelo controlo do crescimento e proliferacdo celular. As células
sdo submetidas ao ciclo celular, ocorrendo repetidamente de forma a que a célula
dé origem a varias réplicas. Quando surge um erro no seu material genético,
existem mecanismos de reparacdo capazes de corrigi-lo e a célula pode manter-se
saudavel.®® Alguns genes supressores tumorais tém a capacidade de regular
enzimas que corrigem esses erros genéticos. Contudo, quando ocorre uma mutagao
nestes genes, as enzimas podem perder essa capacidade. Nao havendo corregao
destes erros, podem acumular-se multiplas mutagbes genéticas que irdo
desencadear um crescimento descontrolado da célula percursora de cancro. Esta
célula pode apresentar os mecanismos de crescimento alterados, desencadeando
um crescimento descontrolado da célula cancerosa e mais tarde, pode levar a
metastizagdo em varios 6rgaos. %1

De acordo com Renan' as analises estatisticas indicam que mudltiplas
mutagdes em genes alvo especificos sdo fundamentais para que ocorra a formacgao
e o desenvolvimento de tumores clinicamente diagnosticaveis. Assim, lesées no
material genético representam marcadores importantes para a detecgdo e
adeterminacgao do grau do cancro.”"

Em 2000, Hanahan e Weinberg15, apresentaram um modelo que demonstra
que os diversos fenodtipos de células de cancro sdo uma manifestacdo das seis
caracteristicas que ditam a sobrevivéncia, a proliferacdo e a metastizagdo das
células tumorais. Neste modelo, encontravam-se inicialmente capacidades como, a
autonomia dos sinais de crescimento, os mecanismos de evasdo a agao dos genes
supressores, a resisténcia a morte celular, a indugcédo da angiogénese, o potencial de
replicagao ilimitado e a invaséo dos tecidos e metastizacdo. Os mesmos autores, em
2010 conseguiram melhorar o modelo, acrescentando quatro outras capacidades
demonstradas pelo cancro. O impedimento da destruicao pelo sistema imunitario, a

promogao da inflamacéo, a instabilidade gendmica e mutagao e a reprogramacgéo do
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metabolismo energético foram as novas capacidades acrescentadas ao modelo
proposto por Hanahan e Weinberg. Estas caracteristicas adquiridas pelo tumor
desencadeiam uma independéncia do crescimento da célula relativamente aos
sinais do ambiente. Isto ird provocar desregulacdo da proliferagcdo celular,

desencadeando tumores macroscopicos.'>"’

Autonomia Evasdo aos
dos Sinais de genes
Crescimento supressores

Impedimento
da Destruicao
Imune

do Metabolismo
Energético

Potencial de
Replicagao
llimitado

Resisténcia
a morte
celular

Instabilidade
Gendémica e
Mutagao

Promocgao da
Inflamacao

Indugdo da Ativacio da
Angiogénese Invasao e
Metastases

Figura 5 — Caracteristicas que o cancro adquire para alcangar o seu desenvolvimento,
sobrevivéncia e progressado. Fonte: Hanahan, D. & Weinberg, R. Hallmarks of cancer: The
next generation. Cell 144, 646-674 (2011).

1.2. Caracteristicas das Células Tumorais

1.2.1. Autonomia dos sinais de crescimento

Na superficie celular das células normais, encontram-se receptores do tipo
tirosina cinase (RTK) que contém, dominios de tirosina cinase intracelulares (PTKs).
Quando ocorre a ligagdo dos fatores de crescimento a estes receptores, as PTKs
emitem sinais através das vias de sinalizac¢do intracelular, que regulam a progressao
do ciclo celular. No caso das células tumorais estes sinais encontram-se
desregulados, podendo influenciar a sobrevivéncia e o metabolismo destas
células.”'®"® Podem ocorrer mutagdées nos RTK, desregulando a sua sinalizaggo,
provocando a sua sobre-expressdo e aumentando as proteinas receptoras que
levam as células a responder em maior quantidade ao ligando do fator de

crescimento. %181
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As células cancerosas podem controlar a proliferagcao celular, produzindo
ligandos de fatores de crescimento, a que respondem através dos respetivos
receptores, resultando na estimulagao da proliferagao autdcrina. Podem ainda enviar
sinais estimulantes para as células normais proximas do tumor, fornecendo varios

fatores de crescimento ao mesmao.

1.2.2. Mecanismos de evasao a agao dos genes supressores

Para além da capacidade que os tumores tém de controlar positivamente, os
fatores de crescimento, podem ainda atuar nos genes supressores de tumores que
regulam negativamente a proliferagdo celular. Existem dezenas de genes
supressores de tumores, cuja atividade se baseia na redug&o do crescimento celular
e proliferagdo. A maioria dos tumores apresenta determinadas mutagdes que podem
interromper o controlo do crescimento normal das células, da diviséo celular ou do
desencadeamento da apoptose em caso de danos geneéticos. Dois importantes
genes supressores de tumores s&do o RB e o TP53. Enquanto que o TP53 é um
gene supressor de tumor que codifica a proteina tumoral p53, o RB1, codifica a
proteina retinoblastoma (pRB)."*?%?’

Inicialmente, pensou-se que a fungdo supressora de tumores da RB seria a
capacidade de reter as células na fase G1, bloqueando a sua transicao desta fase
para a fase S do ciclo celular. Apds realizagdo do knockout do gene da pRB em
fibroblastos de ratos embrionarios, verificou-se a rapida entrada em fase S. Assim,
confirmou-se que quando esta proteina é expressa ocorre um bloqueio do ciclo
celular, fazendo com que permaneca na fase G1, através da inibicdo da expressao
dos genes dos fatores de transcricdo E2F. Estes genes codificam enzimas
importantes na sintese de desoxinucleétidos, envolvidas no inicio da replicagdo do
DNA, alguns oncogenes e ainda ciclinas e Cdks. '®%%%

Atualmente, conhecem-se outras capacidades desta proteina,
nomeadamente, o seu controlo da diferenciacdo celular, a sua regulacdo da
apoptose, a sua manutengdo de paragem do ciclo celular e a sua preservacéo da
estabilidade cromossomal.®#2242°

Binné (2007) e Peng (2004) demonstraram que a capacidade da RB em reter
a célula na fase G1, ndo ocorre apenas por interacdo com E2F mas sim também
com promotores de anafase APC/C (Complexo promotor da anafase/ciclossoma).
Assim, a RB pode ligar-se antagonizando ou potenciando a fung¢do de inumeros

fatores de transcrigao.?*?+%
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Relativamente ao gene supressor de tumores TP53, este codifica a proteina
p53 que desempenha um papel chave na regulacdo do ciclo celular e na apoptose,
em resposta a varios tipos de stress ou quando as células estdo lesadas. Estudos
recentes demontram a existéncia de pelo menos trés fatores que desencadeiam a
ativagcdo de p53. A primeira via, € desencadeada através danos genéticos, a
segunda corresponde aos sinais de crescimento resultantes da expressido de
oncogenes e por ultimo, surgem os farmacos de quimioterapia, a luz ultravioleta
(UV) e os inibidores das proteina cinases. ="

O proto-oncogene MDM2 (Homdélogo humano do murino duplo minuto 2) é
um potente regulador negativo de p53, que quando se liga, impede a ativagdo da
transcricao promovendo a sua degradacio por ubiquitinagdo e por protedlise. O
MDM2 ¢é fundamental para manter a p53 ativa. Também o gene supressor p14°%F
participa no loop, uma vez que interage diretamente com MDM2 e antagoniza a sua
inibicdo de p53. A p53 por sua vez reprime a expressdo de p14""F. O feedback
p14""F/MDM2/p53 permite controlar o balango da proteina p53, garantindo a
manutencdo da integridade do genoma e a prevencdo de cancro. Mutagbes em
MDM2 e p14*°"F  afetam a atividade supressora de tumor do p53 e
consequentemente, promovem o desenvolvimento de cancro.?%932-%

Logo que ocorra um erro genético, os niveis de p53 aumentam rapidamente,
desencadeando uma inibicdo do crescimento celular e a paragem do mesmo, na
fase G1 para que este erro seja corrigido. A fungao da proteina € controlada através
da sua interagdo com o proto-oncogene. O MDM?2 vai desencadear a redugéo na
estabilidade de p53. Desta forma, consegue inibir a funcdo de p53 impedir a
continuacdo do ciclo celular e impedir a apoptose, permitindo a passagem para a
fase S. Desta forma, consegue-se entdo evitar a acao dos genes supressores de
tumores. A acumulacao de alteragcdes genéticas e a incapacidade de eliminar estas
alteragdes, aumenta a predisposicdo para o desenvolvimento de tumores na

auséncia de p53. 3436%
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1.2.3. Resisténcia a morte celular

Lockshin (1964) propds a designagcado de morte celular programada, quando
esta ocorre de forma ndo acidental. Mais tarde, Kerr et al (1972) veio atribuir a este
acontecimento, o nome de apoptose. Estes autores, destacaram a importancia da

38-40

eliminacdo de células de forma controlada. Inicialmente pensava-se que a

proliferacdo celular e a morte celular seriam mecanismos completamente opostos.
Contudo, descobriu-se que estes dois processos podem estar interligados. 42

Ao longo das ultimas décadas, foram realizados estudos que indicaram que a
apoptose constitui uma barreira natural para o desenvolvimento de cancro. Sabendo
que a apoptose é desencadeada em resposta a diversas tensoes fisioldgicas que as
células tumorais estdo sujeitas. *"***

Todos os tumores compartilham a capacidade de proliferar para além das
limitagbes do crescimento nas células normais. Tal como ja foi mencionado
anteriormente, o cancro é desencadeado apds alteracbes nos mecanismos de
controlo da proliferacdo e sobrevivéncia celular. A evolugdo neoplasica ocorre
quando estamos na presencga de proliferagdo desregulada e da apoptose. 42

Das varias tensbes que induzem a apoptose, podem-se destacar, o
desequilibrio resultante dos altos niveis de oncogenes, os erros no DNA
responsaveis pela hiperproliferacdo. Outros estudos indicam ainda que, quando os
tumores conseguem progredir, o processo de apoptose é atenuado. *'*?

Como mencionado anteriormente, a proteina p53 tem um papel importante
na apoptose e quando esta proteina se encontra expressa, desencadeia uma
paragem do crescimento e/ou apoptose. '>30:353745

O mecanismo de morte celular programada esta dividido em dois circuitos
principais, a via extrinseca (citoplasmatica) ou a via intrinseca (mitocondrial). A via
extrinseca é ativada logo que ocorra a ligagao de ligandos especificos com os
receptores de membrana, da familia dos do fator de necrose tumoral (TNF), que vao
desencadear uma série de eventos nomeadamente a ativacdo da cascata das
caspases. De seguida, os receptores de morte celular vdo reconhecer o ligando
especifico. Por sua vez, os seus dominios de morte interagem com FADD (Proteina
de dominio de morte associada a Fas), também chamado de MORT-1, que tém a
capacidade de recrutar a caspase-8 que por sua vez ativa a caspase-3,
desencadeando a morte celular programada.*®4¢®

Ultimamente, tem sido demonstrado o envolvimento de TNF em varias
etapas de desenvolvimento do cancro, entre elas, a transformagdo celular, a

sobrevivéncia, a proliferacdo, a invasdo e a angiogénese. O TNF permite
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desencadear a ativacdo de NF-kB, enquanto os genes alvo de NF-kB, regulam a
proliferacdo celular. O NF-kB vai ativar a transcricdo de genes responsaveis pelo
bloqueio da indugdo da morte celular programada por TNF-a. Os fatores anti-
apoptose induzidos por NF-kB, incluem os inibidores da apoptose (clAPs), a
caspase-8/FADD, o c-FLIP e os membros da familia Bcl-2 (Proteina 2 de linfoma de
células B).**"

A via intrinseca é atualmente a mais apontada como uma barreira para a
patogénese do cancro. Esta via é ativada quando a célula esta sujeita a stresses tais
como hipdxia, ativagdo de oncogenes e privagdo de fatores de crescimento. Apds
ser ativada, vao ocorrer alteragbes na permeabilidade da membrana mitocondrial,
conduzindo a libertagdo do citocromo ¢ para o citosol, que por sua vez se vai ligar a
dATP, APAF1 (Protease Apoptotica Ativadora de Fator 1) e a pré-caspase-9,
formando um complexo. A caspase-9 apds ser ativada ira clivar as caspases
subsequentes, amplificando os sinais e desencadeando a apoptose. Joza (2001)
demonstrou a importancia do fator Indutor de Apoptose (AIF) nesta via, apds
estimulo apoptético. Refere o autor que este fator migra para o ndcleo induzindo a
condensacdo da cromatina e a fragmentacdo do DNA, independentemente da
ativacdo das caspases. 0%

O processo de passagem do citocromo ¢ pela membrana mitocondrial ainda
nao é bem conhecido, mas sabe-se que a familia Bcl-2 esta envolvida neste
processo. Enquanto Bcl-2 € um inibidor da apoptose, as proteinas relacionadas Bax
(Proteina 4 tipo Bcl-2) e Bak (Proteina Killer-Antagonista homéloga a Bcl-2) séo
proteinas pro-apoptéticas e irdo perturbar a membrana mitocondrial externa,
libertando proteinas pré-apoptoticas que permitem a libertagdo do citocoromo c.
Esta libertacdo, ativa a cascata de caspases, que por sua vez ira induzir a apoptose.
Apdés um estimulo de morte, a Bcl-2 vai inibir a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa, pelo que o citocromo ¢ nao sera libertado e desta forma nao
ocorre a ativagdo da cascata de caspases, ndao havendo morte celular
programada.15,43,46,55,56

As células tumorais encontram varias formas de contornar a apoptose. A
mais comum é a perda da fungdo do gene supressor TP53, evitando assim a
correcdo dos erros genéticos que tenham ocorrido ou ainda, no caso de nao
correcdo, impedindo a entrada em apoptose. As células tumorais podem também
aumentar a expressao de reguladores negativos da apoptose, nomeadamente Bcl-2,
por desregulacdo de fatores pro-apoptéticos como Bax e Bak, ou ainda, por

alteracdes no TNF, componente importante na via extrinseca da apoptose. '**°
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1.2.4. Indugao da angiogénese

Para que um tumor se continue a desenvolver e propagar, € essencial o
crescimento de vasos sanguineos a partir da vasculatura pré-existente, para
satisfazer as necessidades do mesmo. Este processo designa-se de angiogénese. A
angiogénese € estimulada quando os tecidos necessitam de nutrientes e oxigénio e
divide-se em quatro etapas. Primeiramente, a membrana basal dos tecidos é ferida
localmente havendo destruicdo e hipoxia e de seguida as ceélulas endoteliais
ativadas pelos fatores angiogénicos migram, proliferam e estabilizam. A
angiogénese é entado regulada por fatores que induzem ou que se opdem a este
processo e a alguns destes reguladores sendo proteinas de sinalizacdo, ligam-se a
receptores de superficie celular das células vasculares endoteliais.'>*"%

O VEGF-A (Fator de crescimento do endotélio vascular A) é o principal
indutor da angiogénese estimulando diretamente as células endoteliais através, do
seu receptor (Flk-1) (Recetor 2 do VEGF-A (cinase hepatica fetal)) ou o VEGFR-1
(FIt-1) (Recetor 1 do VEGF-A (tirosina cinase 1 tipo Fms). O receptor VEGFR-1,
modula a ligagdo de VEGF ao receptor VEGFR-2, que por sua vez, induz uma
resposta endotelial eficiente, estimulando cada passo na angiogénese. A expressao
do gene VEGF pode estar aumentada tanto por hipéxia como pela sinalizagdo de
oncogenes.®">%%°

Contrabalangando, o TSP-1 (trombo-espondina-1) como responsavel pela
inibicdo da angiogénese, verifica-se que também este se vai ligar a receptores
transmembranares das células endoteliais, chamando supressores, contrariando o
processo angiogénico.’’

A vasculatura tumoral, contrariamente a vasculatura normal, € composta por
uma mistura cadtica de vasos, hierarquicamente desorganizados. A vascularizagao
no tumor varia, aumentando em locais cujo crescimento é ativo, muitas vezes na
periferia e estando ausente em regides de necrose. Estas diferencas de densidade
vascular, em diferentes locais, podem complicar as estimativas de vascularizagao
tumoral. Tumores com elevada densidade tendem a ser mais agressivos e
propensos a metastases. Contrariamente aos vasos sanguineos normais, a area de
superficie encontra-se modificada relativamente ao volume, prejudicando a absorgcao
de nutrientes. /6262

Ultimamente, a angiogénese tem sido bastante estudada, tendo-se
destacado alguns avangos na compreensdo da mesma. Inicialmente pensava-se
que este processo era apenas importante apds a rapida formagdo de tumores.

Contudo, dados mais recentes afirmam que a angiogénese nao é apenas importante

11
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para esse processo, mas também contribui para a fase pré-maligna de progressao

neoplasica. '°%

1.2.5. Potencial de replicagao ilimitado

Como j& foi referido anteriormente, num tumor, as células cancerosas
proliferam rapidamente e exigem um potencial replicativo ilimitado para que o tumor
se propague e gere tumores macroscopicos.

Evidéncias indicam que os teldmeros, estruturas repetitivas compostas por
proteinas e DNA nao codificante conservado ao longo do tempo, formam as
extremidades dos cromossomas e envolvem-se na capacidade de proliferagdo ou na
replicacdo ilimitada. Pensa-se que a replicagdo incompleta de moléculas lineares de
DNA pela DNA polimerase, a degradacéo por uma exonuclease e o stress oxidativo,
sdo0 processos que contribuem para o encurtamento dos teldmeros. A maioria das
células tumorais expressam a telomerase, uma enzima responsavel pela extenséao
do comprimento dos teldmeros, combatendo a erosao progressiva dos telomeros de
forma a contornar as limitagdes da replicacdo. Desta forma, a presenca de
telomerase estd relacionada com a resisténcia a apoptose e a senescéncia.
Contudo, quando ocorre a supressdo da atividade desta enzima, ocorre um
encurtamento dos telomeros, desencadeando a ativagdo da apoptose ou da
senescéncia.>%%¢

Sabe-se que a senescéncia e a morte celular programada s&o duas barreiras
protetoras da expansdo neoplasica. O encurtamento telomérico tem sido
considerado como um aspeto determinante no potencial replicativo limitado de
células normais, sendo superado nas células tumorais com a ajuda da telomerase.

Desta forma, o cancro consegue continuar a desenvolver-se e propagar-se. >’

Como vimos anteriormente, a proteina p53 é bastante importante no
processo de correcdo de erros genéticos. A auséncia desta proteina pode permitir
neoplasias sobreviventes ao encurtamento dos telomeros e aos ciclos de quebra-
fusdo-ponte (BFB). Destes ciclos resultam alteragcdes que incluem delecbes e
amplificacdes de segmentos, capazes de aumentar a mutabilidade do genoma. O
aumento do numero de mutagcbes gendmicas desencadeia a rapida aquisicdo de

oncogenes mutantes e a inativacdo de genes supressores de tumores. %’

12



Enquadramento

1.2.6. Instabilidade genémica e mutacgao

A instabilidade gendmica é uma caracteristica da maioria dos tumores
humanos. Durante a proliferacdo celular, existem sistemas de manutencdo do
genoma, que detetam e resolvem erros no DNA, fazendo com que a taxa de
mutagdo seja muito baixa. Durante o processo de carcinogénese, os sistemas de
controlo encontram-se comprometidos, permitindo a ocorréncia de diversas
mutagdes genéticas de diversos tipos. Certas alteragdes para além de serem
hereditarias podem ser adquiridas através de mecanismos epigenéticos (metilagao
do DNA, modificagdes histénicas etc) como a inativagdo de genes supressores de
tumores. Isto provoca um aumento da taxa de mutacdo, que desencadeado por
diferentes tipos de mecanismos, origina instabilidade genémica.®®%°

Estudos feitos em varios tipos de cancros, entre eles, o do célon e o da
mama (os mais frequentes), avaliaram as mutagdes presentes. Para cada tumor foi
feito um estudo de sequenciagdo dos genes e dessa forma, pbéde-se comparar as
mutagdes presentes em cada tumor, podendo verificar-se que em qualquer um dos
tumores estdo presentes bastantes mutagcbes, o que confirma a tal instabilidade

gendmica. (Tabela 1)

Tabela 1 — Estudos de Sequenciagdo gendmica. Tabela de elaboragdo proépria a partir dos
dados de Salk, J. J., Fox, E. J. & Loeb, L. A. Mutational heterogeneity in human cancers: origin and
consequences. Annu. Rev. Pathol. 5, 51-75 (2010) 70

Numero
Numero de Ndmero de | Numero médio
Numero total estimado de
Tipo de Estudo genes genes de mutagoes .
de mutagoes mutagoes
examinados mutados por tumor
condutoras
Exémico
Mama (n=11) 18.191 1243 1137 84 140
Coloretal (n=11) 18.191 942 848 76 140
Diversos (n=210) 518 798 581 - 119
Pancreas (n=24) 20.661 1163 1007 48 160
Giioblastoma (n=21) 20.661 748 685 47 155
Giioblastoma (n=91) 601 453 223 - 8
Pulmao (n=188) 623 1013 348 - 26
Gendémico
Leucemia mieloide - 500-1000 10 Nao aplicavel 10
aguda
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A maioria das neoplasias apresentam instabilidade cromossomica (CIN),
caracterizada pelo numero de alteragcdes ao longo do tempo em células tumorais,
comparando com as células normais. Apesar de CIN ser uma das principais causas
de instabilidade gendmica, outras formas de instabilidade incluem a instabilidade de
microssatélites (MSI ou MIN), caracterizada pela expansdo de repeticdes de
oligonucleotidos, presentes em sequéncias de microssatélites.®

Gorgoulis et al.”

averiguaram as lesGes pré-cancerosas humanas, com a
ativacdo dos oncogenes e verificaram que a instabilidade gendmica afeta
preferencialmente os locais mais susceptiveis ' Estes autores, afirmam que quando
ocorre uma estimulacido aberrante da proliferagao celular, desencadeia-se stress de
replicacdo de DNA. Este stress, através da formacdo de DNA DSBs (quebra de
cadeia dupla), pode ativar o mecanismo de controlo de danos no DNA, parando o
ciclo celular para corregcdao dos mesmos ou levando a apoptose, funcionando assim
como um supressor de tumor. No caso das células que apresentam defeitos na
manutencdo e reparacdo do genoma, ha uma probabilidade de que esses defeitos
na reparacao do DNA DSB levem a desequilibrios e instabilidade genémica. Quando
ap53 se encontra inativada, as células perdem a capacidade de reparacéo de erros,
escapando dos seus efeitos apoptoticos e/ou senescéncia, e a lesao pré-cancerosa

pode evolui r para cancro. (Figura 6). 2

Figura 6 — Modelo da ativagao do controlo de danos do DNA no cancro. Figura adaptada de
Gorgoulis V. G., et al. Activation of the DNA damage checkpoint and genomic instability in human

precancerous lesions. Nature 907-913 (2005). &

Mais recentemente, com a evolugdo das técnicas de sequenciagdo de DNA,
revelaram-se padrbes distintos de mutagcbes de DNA em diferentes tumores. Desta
forma, através destas técnicas € possivel verificar prevaléncia de mutagdes

aleatorias. Embora as mutagdes variem drasticamente entre diferentes tumores, a
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instabilidade genémica é inerente & maioria das celulas tumorais humanas. "
1.2.7. Promocao da inflamacgao

Em 1863, Virchow afirmou que a origem do cancro poderia estar associada a
locais com presenca de inflamagao cronica. Isto aconteceria devido a presenca de
substancias irritantes, lesbes tecidulares e inflamacdo, que desencadeavam a
proliferacéo celular. ""°

Durante a leséo tecidular associada ao ferimento, ha um aumento da
proliferacao celular, enquanto ocorre o processo de regeneracéo do tecido agredido.
ApOs a expulsdo do agente agressor e a reparagdo estar completa, tanto a
proliferacdo como a inflamagcdo diminuem. Em microambientes ricos em células
inflamatérias e fatores de crescimento/sobrevivéncia, as células continuam com o
processo de proliferagao. ">"®

Nos ultimos anos, a compreensdo do cancro tem vindo a evoluir apoiando a
hipotese de Virchow. Cerca de 15% dos cancros tém origem infecciosa e a
inflamacdo € um componente importante dessas infecgdes crénicas. Resumindo,
existem varios tumores onde a inflamacao € um fator no seu desenvolvimento, entre

eles temos o cancro da bexiga, do cérvix, dos ovarios entre outros (Figura 7).

Malignidade Estimulos inflamatérios /Condigoes

Bexiga Esquistossomose

Cervical Papilomavirus

Ovarios Doenca inflamatdria pélvica/talco/
remodelagéo do tecido

Gastrico Gastrite induzida por H pylori

Linfoma MALT H pylori

Osofagico Metaplasia de Barrett

Colorectal Doencga inflamatdria intestinal

Hepatocelular Virus da Hepatite (B e C)

Broénquico Silica, amianto e fumo do tabaco

Mesotelioma Amianto

Sarcoma de Kaposi Herpesvirus humanos tipo 8

Figura 7 — Associagdes entre a inflamagéo e o risco de desenvolvimento de cancro Fonte:
Balkwill, F., & Mantovani, A. Inflammation and cancer: Back to Virchow? Lancet 357, 539-545 (2001)

A imunidade tem um papel importante na defesa do nosso organismo. A
primeira linha de defesa é a imunidade inata, apresentando mecanismos celulares e
bioquimicos protetores contra organismos patogénicos, respondendo de forma
rapida as infecbes. Para além da imunidade inata, também existe a imunidade

especifica, que consegue distinguir diferentes substancias. A imunidade especifica
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pode ser do tipo humoral, mediada por anticorpos produzidos pelos linfécitos B e
pode ainda ser do tipo celular, sendo mediada por linfécitos T. 7’

A partir dos mecanismos de escape imuno-tumoral, concebidos pela teoria
de “imunossurveillance” criada por Ehrilch, Schreiber et al. desenvolveram a
hipotese de “Imunoediting”. Esta hipotese refere que o nosso sistema imunitario ndo
protege s6 o hospedeiro contra a carcinogénese, mas pode também promover o
crescimento tumoral. De acordo com a teoria de Imunoediting, o processo de
“‘edicdo imunitaria” divide-se em trés etapas. A primeira, é a fase da eliminagao,
onde as células inatas e especificas reconhecem e destroem o tumor, a segunda é a
fase do equilibro, onde o tumor e o sistema imunitario entram em equilibrio dindmico
e a terceira, ocorre quando existe uma perturbagdo no equilibrio imuno-tumoral,
onde as células que reconhecem e destroem o tumor, vao sofrer alteracbes
desencadeando o desenvolvendo tumoral. "3

A inflamacdo associada ao cancro, apresenta células e mediadores
inflamatérios nos tecidos tumorais tais como as quimiocinas, as citocinas e as
prostaglandinas. Estas células estdo presentes no microambiente da maioria dos
tumores. A associacdo da inflamacado ao cancro pode ainda ser dividida em duas
vias, a extrinseca e a instrinseca e as diferencas entre elas dependem das
condicdes a que estdo sujeitas.

A via intrinseca é desencadeada por alteracbes geneéticas que causam
inflamacdo e neoplasia, nomeadamente, inativacdo de genes supressores de
tumores, ativacdo de oncogenes e rearranjo ou amplificagcdo cromossomica. No
caso dos oncogenes, o RET & um importante oncogene que codifica um receptor de
proteinas tirosina-cinases. A ativacdo de RET induz a transcricdo que por sua vez
desencadeia a produgdo de mediadores inflamatdrios, conduzindo a um
microambiente inflamatério em tumores. Relativamente a via extrinseca, esta é
desencadeada por condi¢des inflamatérias que aumentam o risco de cancro.

Ambas as vias convergem ativando fatores de transcrigdo, principalmente
o NF-kB (fator nuclear kappa B), STAT3 (Transdutor de sinal e ativador da
transcricao 3) e HIF1a (Fator indutivel por hipdxia 1a). Estes trés fatores de
transcricdo coordenam a produgdo de citocinas, quimiocinas e COX2
(ciclooxigenase 2) que produzem prostaglandinas. A producéo destes mediadores
inflamatérios recruta leucécitos principalmente da linhagem mielomonocitica. Quanto
as citocinas, ativam os fatores essenciais para a transcricho em células
inflamatérias, estromais e tumorais, conduzindo ao aumento da produgado de
mediadores inflamatérios. Estes desencadeiam um microambiente inflamatdrio

associado ao cancro, ocorrendo entdo a proliferagdo celular, a angiogénese, a
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inibicdo da imunidade especifica, a alteragcdo das respostas a hormonas e agentes
quimioterapéuticos e a migragado das células tumorais, invasao e metastase (Figura
8). 80

Concluindo, o estado inflamatério das células pré-malignas e malignas,
ativado pelas células do sistema imunitario, promove a progressdo do tumor,
auxiliando as células tumorais a obterem propriedades essenciais a sua

sobrevivéncia, tornando-o mais agressivo.'"?’

Via extrinseca Via intrinseca

Inflamagao ou infecao Ativacao do oncogene

es (NF-kB, STAT3, HIF1a)

ativados em células tumorais

ranscri¢gao de rat

@ Reuniao das ! i

células inflamatérias  yerivada de mielc

/ '-‘_";, . \
i %
Masto Neutr
Transcricao de fatores (NF-kB, STAT3, HIF1a) ativados e
células inflamatorias, células estromais e células tumorais
Chemoquinas, citoquinas, prostaglandinas (e
| I—
COX2) produzidas

!

Inflamacao relacionada com o cancro

» Proliferagao celt obrevivéncia celular e transigao epitelial-me uima

Figura 8 — Caminhos que conectam a inflamagéo ao cancro. Figura adaptada de Mantovani,
A., Allavena, P., Sica, A. & Balkwill, F. Cancer-related inflammation. Nature 454, 436—444 (2008).

1.2.8. Impedimento da destruicao imune

O envolvimento do sistema imunitario na resisténcia a formacado e
progressao de tumores € uma questdo que ainda ndo se encontra resolvida. Pensa-se

que os tecidos e as ceélulas sdo constantemente monitorizados pelo sistema
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imunitario, sendo este responsavel pela eliminacdo da maioria das células tumorais
de neoplasias em iniciagdo. O desenvolvimento de tumores sdlidos, advém do escape
ao sistema imunitario ou da sua capacidade de limitarem a detegdo imunoldgica,
evitando assim a sua erradicagao.'

Em 1990 ocorreram progressos na identificagdo de antigénios expressos por
tumores, tendo-se verificado que a maioria dos antigénios expressos pelas células
tumorais ndo estavam exclusivamente presentes nessas células mas também se
encontravam expressos em células normais. Desta forma, pensou-se que os maiores
obstaculos do sistema imunitario contra os tumores, eram o0s mecanismos de
tolerancia das células T contra os antigénios auto-tumorais.”

Como vimos anteriormente, a imunidade especifica pode ser humoral ou
celular e é na imunidade celular que se enquadram os linfocitos T. Estas células
podem ser do tipo auxiliar ou do tipo citotoxico. O linfocito T CD4" (célula T com
proteina CD4 (grupo de diferenciagao 4)), tem a funcdo de auxiliar a defesa contra o
organismo estranho, enquanto que o linfocito T CD8" (célula T com proteina CD8
(grupo de diferenciacéo 8)) tem a fungéo de o eliminar.”” Deste modo, sabe-se que os
tumores possuem antigénios reconhecidos por linfécitos T autélogos.82

Embora a existéncia de células T especificas para antigénios tumorais seja
um pré-requisito para respostas imunitarias anti-tumorais, ndo se sabe o caminho que
estas células seguem durante a progressao do tumor. Bogen (1996) e Levitsky
(1998), apds estudos independentes, demonstraram que as células T CD4"
especificas para o antigénio tornaram-se tolerantes durante o crescimento tumoral in
vivo.5384

Estudos feitos em ratinhos, permitiram verificar que nos casos onde havia
deficiéncia de componentes do sistema imunitario, imunodeficientes, os tumores
desenvolveram-se mais rapidamente ou, eram mais frequentes, do que nos ratinhos
imunocompetentes. As alteragbes feitas nos componentes do sistema imunitario
baseavam-se em deficiéncias nos linfocitos T citotéxicos CD8", das células auxiliares
CD4" ou das células NK e desencadearam um aumento da incidéncia de tumores.?*%°

O’Carroll ® concluiu que a resposta imunitaria pelos linfocitos T comega logo
que estas células comecam a interagir com o tumor. Diversos estudos evidenciam a
capacidade do tumor escapar ao sistema imunitario, reduzindo a funcdo das células
T, desencadeando a imunosupressao no organismo de forma a que o tumor consiga
progredir. Contudo, os fatores desencadeadores destas alteragdes ainda ndo séo
bem conhecidos.®

Vajdic 8" apés realizar experiéncias em ratinhos transplantados verificou um

risco bastante aumentado de cancro, devido a reducdo da capacidade imunitaria.
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Como vimos anteriormente, as células tumorais ao contactarem inicialmente com os
linfocitos T, vao provocar-lhes alteragbes na modificagcdo da sua funcao, levando a
imunosupressdo e consequente progressdo e desenvolvimento tumoral. Individuos
transplantados apresentam um risco aumentado de desenvolver cancro, uma vez que
este processo de reducao da fungao das células T ndo acontece pela mesma razao,
mas sim, porque o organismo de um individuo transplantando, encontra-se
imunodeficiente quando comparado com um organismo saudavel.®’

Experiéncias de transplantes em ratinhos, verificaram que células
cancerosas provenientes de ratinhos imunodeficientes, sao incapazes de iniciar
tumores secundarios em hospedeiros imunocompetentes. Contrariamente, células
tumorais derivadas de ratinhos imunocompetentes, conseguem iniciar tumores
secundarios em hospedeiros imunocompetentes.?*%

Os préprios tumores, apods interagdo com o sistema imunitario, tém a
capacidade de desativar elementos deste sistema, ou de reduzir a fungdo das
mesmas, e desta forma, impedir a destruicdo imunolégica. Existem algumas teorias
que referem que o proprio tumor recruta células inflamatérias com a capacidade de
suprimir o sistema imunitario, como € o caso dos linfocitos T reguladores (CD4") e das
células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSCs). Desta forma, estes
componentes podem suprimir a agdo dos linfocitos T citotoxicos (CD8") que

destruiriam o tumor.%®

1.2.9. Reprogramagao do metabolismo energético

O cancro apresenta diversas capacidades que permitem a sua sobrevivéncia
e progressao. Para além das referidas anteriormente, existe outra caracteristica do
cancro bastante importante, que é a reprogramacdo do metabolismo energético. A
proliferacdo celular em neoplasias ndo ocorre apenas por descontrolo da regulagao
da proliferagdo celular, mas também pelos ajustes do metabolismo energético que
irdo estimular o crescimento e divisao celular.'

A capacidade proliferativa requer um elevado consumo de energia, um
elevado nivel de nutrientes e uma atividade sintética de biomassa (proteinas, lipidos e
acidos nucleicos) bastante elevada. Desta forma, € de esperar que as células
tumorais apresentem alteragdes ao nivel do seu metabolismo energético. Também se
verifica que os sinais estimulantes da proliferagdo celular devem participar no reajuste
89,90

da atividade metabdlica permitindo que as células normais comecem a proliferar.

Nos anos vinte, Otto Warburg descreveu o “Efeito Warburg”, tendo
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observado que a mudancga metabdlica mais conhecida nas células cancerosas ¢ a
sua dependéncia da glicélise aerébia em detrimento da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, procurando gerar a energia suficiente para os processos celulares.
Assim, as células tumorais secretam a maior parte do carbono, derivado da glicose,
como lactato em vez da sua oxidagdo completa. Embora a energia proveniente da
glicdlise seja considerada inefeciente quando comparada com a fosforilagdo
oxidativa, esta produgdo consegue ser cerca de cem vezes mais rapida,
conseguindo uma reproducgéo rapida das células tumorais. Contudo, a causa desta
alteragdo metabdlica ainda permanence incerta e as células tumorais também
conseguem controlar a biossintese lipidica e os processos anabdlicos, apresentando

elevados niveis de aminoacidos.*®

Estudos recentes permitiram descobrir que elevados niveis de lactato,
provenientes da glicélise, podem suprimir a proliferacdo de linfécitos T citotoxicos,
responsaveis pela destruicdo tumoral, contribuindo dessa forma para a progressao
do tumor. Assim, o tumor consegue escapar ao sistema imunitario e progride.
Contudo, as implicagdes e consequéncias da utilizacdo do lactato pelo tumores
ainda ndo s&o totalmente conhecidas. 8%

Num tumor, as células cancerosas podem estar divididas em duas
subpopulacbes: as células dependentes da glicolise (“Warburg-effect”), que
secretam lactato e, as células que importam e utilizam o lactato produzido pelas
células anteriores, como principal fonte de energia. Existe assim cooperacao entre
estes dois tipos de células, ou seja, as células tumorais em hipdxia sdo dependentes
da glicose para o seu metabolismo e produzem lactato que posteriormente, &
utilizado como combustivel para o metabolismo das células seguintes.

Também tem sido demonstrado que a associagao da ativacdo de oncogenes
(RAS (RAt Sarcoma virus)) e os genes supressores de tumores (TP53) aumenta a
glicose. Conclui-se entdo que tanto o oncogene RAS como a hipdxia, podem
aumentar os niveis de fatores de transcricao HIF-1a e HIF2a que,
consequentemente, aumentam os niveis de glicolise.'®%9293

O reajuste do metabolismo energético é desencadeado por proteinas
envolvidas na programagdo das principais caracteristicas do cancro. A
reprogramacédo do metabolismo energético € entdo uma das dez importantes
capacidades/caracteristicas que as células tumorais adquirem para o seu
desenvolvimento e progressdo. Uma vez que as células cancerosas adquirem uma
capacidade de reprogramacdo do seu metabolismo, passando a depender da

glicélise, conseguem desencadear uma proliferagcdo mais rapida e eficiente, na
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progressao do tumor.

1.2.10. Metastizacao

Atualmente, o aspeto mais temivel ao nivel do cancro é a sua
metastizagcdo, que se dissemina na circulagdo sanguinea ou linfatica, tornando-se
mais dificil o seu tratamento. Desta forma, para concluir as dez caracteristicas do
cancro definidas por Hanahan e Weinberg, ira abordar-se a metastizagdo. Esta
caracteristica do cancro foi caracterizada pelos autores em 2000, como uma das
capacidades adquiridas pelo cancro. Apesar de todas as dez caracteristicas serem
de extrema importancia, o presente trabalho ira focar-se predominantemente na
capacidade do cancro se metastizar.

Da-se o nome de metastizagdo a migracéo de células do tumor primario para
novos locais, formando tumores secundarios. As metastases sdo malignas uma vez
qgue neoplasias benignas ndo tém esta capacidade. Uma neoplasia com um elevado
ritmo de crescimento, torna-se rapidamente agressiva, aumentando a probabilidade
de metastizar. Contudo, ndo acontece sempre desta forma, uma vez que ha casos
de neoplasias menores que também desenvolvem metastizagcdo. Apesar da elevada
capacidade replicativa e proliferativa do tumor ser uma caracteristica importante
para o desenvolvimento de metastases, nem sempre acontece nestas condigdes.*

A principal causa de morte em doentes com cancro sdlido ndo é o
crescimento avancado do tumor primario, mas sim a disseminacédo das suas lesdes
secundarias. O conhecimento molecular do processo metastatico é ainda limitado e
apesar dos progressos desenvolvidos na prevengao e deteccao precoce do cancro,
um numero significativo de tumores malignos apresenta metastases ou tem um
elevado risco destas complicagBes, desde o diagnostico. A principal barreira para o
tratamento das metastases é a heterogenecidade biologica das células do tumor
primario e das células metastaticas.**®

Stephen Paget, em 1889, propbs a hipotese “Seed and soil” para explicar
quais sao os orgaos onde existe esta disseminagao. Os seus estudos demonstraram
que a metastase nao ocorre de forma aleatéria, mas sim que, certas células
tumorais tém uma afinidade especifica para o ambiente de certos érgaos, concluindo
que a metastizagcdo apenas ocorre quando existe compatibilidade entre as células
tumorais e o local. Anos mais tarde, em 1929 James Ewing referiu que a
disseminagcao metastatica ocorre unicamente devido a fatores mecanicos. Ja em

1951 Coman et al. vieram confirmaram a teoria de Ewing, descobrindo, que logo
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apos a injecao de células tumorais em animais, se verificou a ocorréncia de
producdo de metastases em alguns 6rgaos viscerais. Estes autores verificaram que
nos orgados onde ocorreu metastizacdo, as células tumorais encontravam-se
alojadas nos capilares enquanto, que nos 6rgdos nos quais esta metastizacdo nao
se verificou, as células tumorais encontravam-se alojadas nas arteriolas. Desta
forma, confirmaram a associagdo das metastases a fatores mecanicos proposta por
James Ewing. Um ano mais tarde, Lucke e a sua equipa compararam o carcinoma
hepatico com o pulmonar e verificaram que pacientes com cancro apresentavam
uma maior taxa de metastases hepaticas quando comparado com as
pulmonares.®”%

Zeidman et al. descobriram que o comportamento das células tumorais é
determinante para o desenvolvimento de metastases. Certas células tumorais tém a
capacidade de conseguirem distorcer-se passando pelos tubos capilares,
contrariamente a outras que ficariam retidas. Destas células sem capacidade de
distorcéo, sabe-se que uma percentagem ira metastizar e a restante morrera.

Durante varias décadas a teoria de James Ewing prevaleceu, até que em
1970, apds estudos experimentais em ratinhos, se verificou que a retencdo das
células tumorais em o6rgaos distantes poderia efetivamente ocorrer. Contudo, a
proliferacao e o crescimento em lesdes secundarias eram influenciadas por células
especificas dos 6rgaos em questdo. Também Weiss e Sugarbaker concluiram que a
disseminacado metastatica ocorria ndo s6 devido a fatores mecanicos mas também
devido a fatores anatomicos, como a circulacdo venosa eferente ou a drenagem
linfatica aos ganglios linfaticos regionais. Assim, um ambiente do 6rgéo alvo
facilitador da sobrevivéncia das células tumorais e ainda as caracteristicas
apropriadas destas células que colonizam o érgdo alvo, sdo aspetos importantes
para a preferéncia da metastizagdo das células em determinados érgaos. Diferentes
tipos de tumores tém diferentes locais de metastases. No caso do cancro da mama,
a metastizacdo da-se preferencialmente nos ossos, pulmées e figado. 191"

No inicio da década de oitenta, Isaiah Fidler com base na hipotese de
Leighton em 1965, que previa que as metasteses surgiam de subpopulagdes
definidas geneticamente determinadas em tumores primarios, realizou o seu estudo
no comportamento metastatico de células de melanoma B16 cultivadas, que foram
injetadas por via IV (intravenosa). Fidler mostrou que as células derivadas de
“outgrowths” destas células (metastases) tém um potencial metastatico mais elevado
do que as derivadas da linha celular do tumor primario. Estas descobertas
permitiram o desenvolvimento do modelo que propunha que a maioria das células

tumorais originais tinham um potencial metastatico baixo, e que durante as fases
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tardias do desenvolvimento tumoral, as células, através de mutagcbes somaticas
adicionais, adquiriam uma capacidade metastatica superior.?®'%2

O desenvolvimento de metastases ocorre devido a predisposicao das células
tumorais para a metastizacdo, contudo o ambiente dos tecidos do local metastatico
também tem um papel importante neste processo. Deste modo um determinado
orgédo pode apresentar uma maior propensao para a adesdo e invasdo de células
tumorais. Isto acontece pelas a interagdes tumor-hospedeiro, fatores de crescimento
e outros fatores relacionados com o tumor. Sabe-se que estes fatores, que facilitam
a adesao do tumor ao 6rgéo, tém vindo a ser investigadas como potenciais alvos de
terapia antimetastatica.”

O processo de metastizagao foi explicado em 2002 por Fidler e consiste num
processo com diversas etapas sequenciais e ligadas entre si. Como se verificou
anteriormente, o crescimento das células tumorais ocorre de forma progressiva com
a ajuda de nutrientes fornecidos por difusdo simples que permitem a expansao da
massa tumoral. Sendo a angiogenese uma caracteristica importante do cancro, tal
como foi referida por Hanahan e Weinberg em 2000, permite que a massa tumoral
se consiga propagar. Para isto, € necessaria a sintese e a secregdo de fatores
angiogénicos que permitem a formacgéo da rede capilar, a partir do tecido hospedeiro
que rodeia as células tumorais. Apds a formacao da rede capilar, segue-se a etapa
de invasdo local do estroma do hospedeiro por algumas células tumorais. Esta
invasdo acontece devido as paredes finas das vénulas e dos canais linfaticos,
permitindo uma facil penetragdo por estas células, sendo esta a via de entrada na
corrente sanguineallinfatica das células tumorais. A maioria das células tumorais
sdo destruidas. Contudo, as que sobrevivem a circulagdo, ficam presas nos
capilares de orgdos distantes aderindo ou as células endoteliais capilares ou a
membrana basal sub-endotelial. O extravasamento ocorre apds esta adesdo as
paredes dos vasos devido a mecanismos semelhantes aos do processo de invasao.
Apoés a retencdo destas células nos 6rgados, ocorre a proliferagdo das mesmas,
dando-se por completo o processo metastatico. O processo de metastizagao pode
repetir-se no o6rgdo que foi metastizado, uma vez que as células metastaticas
tumorais podem continuar a crescer, e desenvolver uma rede vascular que permite
que essas metasteses secundarias entrem novamente na corrente sanguinea e,

desta forma dé continuidade ao processo (Figura 9).%’
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Figura 9 — Passos Principais na Formagédo da Metastizagdo. Figura adaptada de imagem de

Fidler, I. J. The pathogenesis of cancer metastasis: the ‘seed and soil’ hypothesis revisited. Nat. Rev.
Cancer 3, 453-458 (2003)

Durante as ultimas décadas, tém sido abordadas varias hipéteses, para
explicar os diferentes comportamentos das células tumorais. Um estudo em doentes
com lesbes “benignas” como é o caso dos polipos do célon verificou que estes
apresentam uma maior incidéncia de desenvolvimento de carcinoma do colon.
Foudls estudou a transicao das lesdes benignas (ndo metastaticas) para um tumor
maligno (metastatico). Este autor definiu a “progressdo tumoral’, como o
desenvolvimento neoplasico através de alteragbes nas células neoplasicas, mas
Nowell supds que os tumores adquirem instabilidade genética, o que pode permitir
gerar diferentes variantes. Por tudo isto pensa-se que a origem das células
metastaticas advém de mutantes do tumor primario. Um mutante que seja capaz de
ultrapassar todas as etapas necessarias para desencadear metastases evolui e
torna-se num subclone de disseminagao dominante. A forma como este deriva ainda
nao € bem conhecida, mas a capacidade de desencadear metastases tem uma
componente genética hereditaria. A visdo deste investigador determina que os

tumores sdo mais propensos a sofrer mutacbes e que por essa razdo sao
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geneticamente instaveis ou hipermutaveis.'® As células tumorais apresentam uma
heterogeneidade bioldgica, devido a elevada capacidade de evolugdo das células

tumorais, bem como, devido a selecdo do processo metastatico.®’

1.2.10.1. Microambiente Tumoral

Como vimos anteriormente, o processo de metastizagcdo € um processo
complexo e dependente quer das caracteristicas das células neoplasicas, quer das
condi¢cbes do microambiente tumoral (TME), que emerge no decurso da progressao
tumoral, como resultado das interagdes com o hospedeiro. Este ambiente é
constituido pelas préprias células do tumor, pelas células endoteliais, pelos pericitos,
pelas células imunes e pelos fibroblastos associados ao tumor.

As células imunitarias presentes no tumor incluem os Linfécitos T e B, e as
células dendriticas (DC) que medeiam as respostas da imunidade adaptativa. Neste
TME, ainda estdo presentes células mediadoras de respostas da imunidade inata,
tais como os macrofagos, os leucécitos e as células Natural-Killer (NK). As células
NK sdo a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos, contudo, em meio
tumoral sado pouco frequentes. Cheng Sun et al. (2012) verificaram que em
pacientes com cancro, o fator de crescimento TGF-B1 regulava positivamente a
expressdo de proteinas p15 e p21, importantes na paragem ciclo celular,
comprometendo a fungdo de NK, e desta forma, o tumor seria capaz de evitar o
recrutamento destas células.'>'%4-1%

Os linfocitos infiltrados no tumor (TIL) contém células T do tipo CD3", CD4" e
CD8", como vimos anteriormente, pertencendo ao microambiente tumoral. Estas
células sao especificas para os antigénios tumorais. Contudo, embora acumulagées
destes linfocitos T no tumor possam ser consideradas uma vigilancia do hospedeiro,
elas muitas vezes nao sao eficazes na detecgao do crescimento tumoral.

Em 2001, Edward Woo verificou que uma parte dos fendmenos supressivos
podem dever-se a secrecao de citocinas imunossupressoras, tal como o TGF- 3 que
pode desempenhar um papel importante na progressao tumoral.'®'%

O microambiente tumoral apresenta ainda macrofagos associados a tumores
(TAM) mediadores da resposta inata, que apresentam fun¢des diferentes, sendo o
seu papel fagocitar elementos estranhos ao organismo, que neste caso seriam as
células neoplasicas. Contudo, o tumor tem a capacidade de reprogramar estas
células, de forma a que estas libertem citocinas inibitérias como o IL-10, as
prostaglandinas ou as espécies reactivas de oxigénio (ROS) para que inibam as

funcdes dos linfocitos. Para além dos macrofagos, os tumores humanos sao ainda
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enriquecidos por células supressoras mieloides (MSC), que se diferenciam em
diversas células, entre as quais os fibroblastos. Do pouco que se sabe sobre MSC,
pensa-se que estas permitem o desenvolvimento tumoral. As células inflamatérias
presentes no TME libertam moléculas de sinalizagdo importantes para o
desenvolvimento tumoral, nomeadamente VEGF, fatores pro-angiogénicos,
quimiocinas, e citoquinas que aumentam o estado inflamatoério. Estas células podem
produzir enzimas pro-angiogénicas e/ou pro-invasoras como as MMPs
(metaloproteinases da matriz). Os pericitos que vao ser recrutados, permitindo a
vascularizagdo fundamental na progressdo tumoral. Assim, um estudo de Oana
Draghiciu ocorrido em 2015, demonstrou a correlacdo existente entre a inibicdo da
migracao tumoral por MDSC (células supressoras derivadas da linhagem mieloide) e
a diminuicdo da angiogénese tumoral.'”941%9

Os pericitos, em tecidos normais, fornecem sinais de suporte ao endotélio
quiescente. Pode dizer-se que a integracdo anormal destas células na parede
capilar, conjuntamente com a sua cobertura deficiente, é parcialmente responsavel
pelas anomalias vasculares que desencadeiam a metastizagcdo. A angiopoetina 1
secretada pelos pericitos, emite sinais estabilizadores anti-proliferativos para os
receptores de superficie das células endoteliais (Tie2). Alguns estudos
demonstraram que doentes com metastases no figado apresentavam um aumento
do numero de pericitos, ou seja, uma vez ativados estavam envolvidas no
estabelecimento inicial de micrometastases e na formagdo de uma rede vascular
tumoral. Os pericitos estdo envolvidos tanto no tumor primario, como no érgao
metastizado, isto é, podem limitar a intravasacdo do tumor primario, mas também
podem facilitar o extravasamento no local de metastizagdo. O tumor pode deste
modo tirar partido das células do microambiente tumoral, manipulando-as em
beneficio proprio. 101"

Para além de todas as células anteriormente mencionadas, o microambiente
tumoral inclui também os fibroblastos. Estas células encontram-se em diversos
locais no espectro do carcinoma, sendo em muitos casos, as células maioritarias. Os
fibroblastos tém um papel bastante importante na matriz extracelular (ECM) dos
tecidos, uma vez que apds serem incorporados, sintetizam muitos componentes
destacam-se a fibronectina e os colagénios do tipo I, lll e V. Estes regulam ainda a
inflamacao, participam no processo de diferenciacao epitelial e na cicatrizagdo. Para
além de todas estas funcdes, os fibroblastos sdo ainda responsaveis pela secre¢ao
enzimas que regulam a degradacdo de ECM e pelos fatores de crescimento, que
influenciam as células epiteliais vizinhas. O papel destas células no cancro ainda

permanece sem resposta, ndo se sabendo ainda se os fibroblastos induzem a
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progressao do tumor, se protegem estas lesdes, ou se contribuem no processo de
metastizacdo. Algumas experiéncias indicam que estas células tém um papel
importante na definicdo da taxa e extensao da progressao do tumor. As células mais
abundantes no estroma tumoral sdo os fibroblastos associados ao cancro (CAF),
que foram recrutados como normais, mas que sao ativados de forma a tornarem-se
miofibroblastos. Alguns estudos demonstraram que em pacientes com cancro da
mama, os CAFs apresentavam uma maior atividade migratéria do que os de controlo
normal, devido a prévia ativagdo. A ativagcao continua de CAFs, provoca a
granulagao do tecido constituido por fibroblastos e ainda quantidades excessivas de
ECM 15,107,112

Orimo et al. (2005) mostraram que a associacdo de CAFs e das células
tumorais origina um aumento do crescimento tumoral. Este facto indica que os
fibroblastos estdo envolvidos na iniciagdo e desenvolvimento tumoral.
Posteriormente, diversos estudos demonstraram o papel de CAF no cancro,
estimulando o crescimento, a invasdo tumoral e a participacdo no processo de
desenvolvimento de metastases.'®"'"3""

Como podemos verificar o desenvolvimento e a progressdo do cancro nao
ocorre exclusivamente devido as células tumorais, mas também esta associado ao
seu microambiente com as diversas células que o constituem. Contudo, apesar de
muitas outras perguntas terem sido respondidas, ainda existem muitas que

permanecem sem resposta e para as se continua a procurar respostas.
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Capitulo 2 — Tratamento

O cancro é a doenca da atualidade, existem cada vez mais novos casos, e
apresenta uma elevada mortalidade. Por esta razdo o consumo de medicamentos
oncoldgicos tem sofrido alteracbes com os anos. O elevado ritmo de progressao
cientifica e técnica, desencadeou um aumento da quantidade utilizada de
medicamentos e dos custos inerentes. Os desafios associados a esta doencga estao
relacionados com o 6rgdo especifico, uma vez que existem grandes diferencas
fisiopatoldgicas entre diferentes érgaos. A grande capacidade das células tumorais,
de alterarem as células do nosso organismo de forma a que trabalhem a seu favor,
torna mais complicado o seu tratamento. Quando toca ao tratamento do cancro,
existem varios aspetos que temos que ter em consideragdo nomeadamente as
caracteristicas do seu fendtipo maligno, bem como a invasdo e a
metastizagao.* ">

Atualmente, praticamente metade das substancias quimicas em
desenvolvimento, destina-se ao tratamento do cancro. Ensaios clinicos de
medicamentos antitumorais, estejam atualmente em uso clinico ou sejam novos
farmacos, incluem pacientes com doenga metastatica, de forma a avaliar se estes
medicamentos reduzem as lesdes estabelecidas, se prolongam a sobrevida global
do paciente (OS) ou a sobrevida livre de progressdo (PFS). Muitos dos farmacos
aprovados pela FDA para o tratamento do cancro, revelam-se eficazes na
prevencao da metastizacdo mas nao no tratamento concreto da doenga metastatica.
Muitos destes farmacos nao foram testados em modelos pré-clinicos metastaticos,
uma vez que a maioria dos medicamentos visam apenas o crescimento do tumor
primario e ndo a metastase. Assim, doentes com neoplasia, sem evidéncia de
metastases, seriam tratados contra o crescimento celular evitando a colonizagao
metastatica tendo como pardmetros de analise o OS e PFS. Um parametro
importante a ter em consideracdo durante os ensaios clinicos, sdo os efeitos
adversos, uma vez que os doentes metastaticos apresentam-se mais débeis. Apesar
de tanto os doentes com neoplasias como os doentes metastaticos, terem uma
grande susceptibilidade em adquirir efeitos adversos, os pacientes com doenca
metastatica apresentam-se mais condicionados, no que diz respeito ao sistema
imunitario.

Estudos recentes tém demonstrado que farmacos anticancerigenos podem
promover a metastizacado. Diferentes farmacos aprovados, como o paclitaxel para o
cancro da mama, cisplatina para o cancro dos ovarios, anti-androgénios para o

cancro da proéstata, everolimus para o cancro neuroenddocrino pancreatico, tém
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estimulado as metastases em modelos pré-clinicos. Um dos efeitos indesejados da
quimioterapia ou da radioterapia € a indugdo de um microambiente promotor de
metastase, isto porque existe uma propensdo natural para as células estaminais do
cancro (CSCs) e as células tumorais disseminantes (DTCs), migrarem para os locais
receptores de metastases distantes. Desta forma, deveriam ser incluidos nos
protocolos de tratamento oncoldgico padréo, estratégias anti-metastase. Contudo,
isto ndo ocorre da forma como desejamos, uma vez que estes compostos anti-
metastase, ndo se encontram disponiveis atualmente. 7122

Apds tratamento oncoldgico, um microambiente permissivo a metastizagao é
criado, onde circulam CSCs e DTCs sobreviventes ao tratamento. Este
microambiente € composto por factores pré-metastaticos e pro-sobrevivéncia como
quimiocinas SDF-1 (Fator derivado de células do estroma), fatores de crescimento
HGF/SF (Fator de crescimento dos hepatdcitos/fator de disperséo),
esfigofosfolipidos bioativos (S1P (Esfingosina-1-fosfato) e C1P (Ceramida-1-
fosfato)), substancias de alarme (ATP (trifosfato de adenosina) e UTP (trifosfato de
uridina)). Paralelamente, em resposta ao dano, cascatas proteoliticas sao ativadas,
como a cascata de coagulagdo (CoaC), a do complemento (ComC) e a cascata
fibrinolitica (FibC) que consequentemente irdo aumentar a metastizacao das células
tumorais, que sobreviveram a quimioterapia ou radioterapia. Devido a capacidade
das células tumorais sobreviventes da quimioterapia ou radioterapia conseguiem
facilmente chegar a tecidos mais propensos a serem invadidos por metastases,
nomeadamente os ossos, pulmoes, figado e cavidade abdominal e pélvica, um dos
objetivos futuros da ciéncia, sera chegar a farmacos anti-metastase eficazes (Figura
10)_120

29



Farmacos Anti-Metastizagéo: Da Investigagéo A Pratica Clinica
M

QUIMIOTERAPIA

Y

RADIOTERAPIA

TUMOR R 3
N\ 4
PULMAO
<
FIGADO
e B < T MASSA
. ! RESIDUAL
TUMORAL
L A5
METASTASES = % 4
R VY 4 j 0SS0
\ -
N
SOBREREGULAGAO DE: ATIVAGAO DE:;
- Chemokines (SDF-1) & - CoaC
- Bioactive lipids (S1P,C1P) @ -ComC
- Alarmines (ATP) & - FibC

- Growth Factors (HGF/SF) &

Figura 10 — Indugcdo do microambiente receptivo a metastases, em diferentes 6rgaos, apos
tratamento por quimioterapia ou radioterapia. Fonte: Pool, S. et al. mTOR inhibitor RAD0O1
promotes metastasis in a rat model of pancreatic neuroendocrine cancer. Cancer Res. 73, 12-18
(2013).
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3. Farmacos Anti-Metastizacao

Tendo a doenca metastatica o impacto que tem atualmente, a ciéncia tem-se
focado na investigacéo e desenvolvimento de medicamentos inovadores capazes de
reduzir a incidéncia desta doencga. Desta forma, o presente trabalho, daqui para
diante ira focar-se nos farmacos anti-metastizacdo que se encontram em

desenvolvimento.

3.1.Pratica Clinica

3.1.1. Anticorpo Monocolonal Humanizado — Denosumab

Com o prop6sito de descobrir farmacos antimetastizagdo, o anticorpo
monocolonal humanizado Denosumab, tem sido investigado por diversos autores.
Paul Kostenuik e os seus colaboradores em 2009, comecaram a investigar a
capacidade deste anticorpo atuar no processo de metastizacdo. Kostenuik verificou
que este anticorpo monoclonal tinha a capacidade de interromper o processo de
metastizagcado 6ssea. Deste modo, verificou-se que as células tumorais ao chegarem
ao 0sso, conseguem produzir fatores ativadores dos osteoblastos formadores de
0ssos, para produzir RANKL (Receptor activator do NF- kB), também conhecido por
TNFSF11 (Membro 11 da superfamilia de ligandos do TNF). TNFSF11 ira ativar os
osteoclastos destruidores do osso e degradar o mesmo. A medida que a matriz
Ossea € destruida, ela vai produzir fatores como o TGFB, que ativam as células
tumorais e reiniciam o ciclo, conduzindo a uma nova destruicdo da matriz dssea,
com consequente producdo de TGFB e este ciclo continua sucessivamente. O
Denosumab apresenta uma grande afinidade e especificidade para o RANK,
ligando-se a este receptor, impedindo a ligacdo com o seu ligando enddogeno. Nao
havendo a interagcdo receptor-ligando (RANK-RANKL), também n&o havera a
ativacdo dos osteoclastos destruidores Osseos, que por sua vez impedem a

destruicdo da matriz.®'%
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Figura 11 — Modo de atuagdo de Denosumab. Fonte: Steeg, P. Targeting metastasis. Nat. Rev.
Cancer 16, 201-18 (2016).

Foram realizados varios estudos que confirmam o efeito do denosumab no
tratamento de metastases de diversos tipos de cancro. Estes estudos, apresentados
seguidamente permitirdo mostrar os resultados associados a metastizagdo. Os trés
primeiros estudos apresentam dosagens iguais e o0 mesmo termo de comparagao
(acido zolendronico). O quarto estudo, compara o denosumab com o placebo,

permitindo avaliar a sobrevivéncia livre de metastases.

Cancro da Mama Metastizado

Em 2010, Alison Stopeck publicou um artigo, em conjunto com os seus
investigadores, onde comparou a eficacia do tratamento concumitante de
Denosumab e Acido zolencrénico em doentes com metastases dsseas derivadas de

cancro da mama.

Estudo 1 — Denosumab Compared With Zoledronic Acid For Treatment Of Bone
Metastasis In Patients With Advanced Breast Cancer: A Randomized, Double-
Blind Study

Este estudo foi realizado por Alison Stopeck e avaliou os eventos
relacionados com o esqueleto (SRE), tendo sido definidos como uma fratura 6ssea,
resultante da expansdo de uma metastase existente ou de uma nova metastase.
Este estudo foi realizado em pacientes com adenocarcinoma da mama confirmado
histolégica ou citolégicamente. Estes pacientes foram sujeitos subcutaneamente a
120 mg de denosumab ou intravenosamente de 4 mg de acido zeledronico a cada

quatro semanas.'?*

Verificou-se que os pacientes tratados com Denosumab atrasaram o tempo
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até ao primeiro SRE em 18% comparativamente ao acido zoledrénico (Figura 12A).
O anticorpo monoclonal, reduziu o risco de desenvolver multiplos SRE em 23%, em

comparagdo com o outro farmaco. (Figura 12B)."**

Stopeck conseguiu comprovar que o Denosumab é mais eficaz, conseguindo
reduzir o risco de SRE e das SREs subsequentes para o cancro da mama. Esta
melhoria da eficacia, comparada com o acido zoledrénico, sugere uma maior
inibicdo da reabsorgédo Ossea induzida pelos osteoclastos, com o denosumab. Este
farmaco é também mais seguro que o farmaco de comparagdo, embora ainda
estejam presentes alguns efeitos adversos, nomeadamente, o risco de toxicidade
renal. Também se sabe que o uso de bifosfonatos intravenosos, para o tratamento
da osteoporose e algumas quimioterapias, estdo associadas a um elevado risco de
toxicidade renal. O Denosumab é uma boa opgao terapéutica para estes casos, uma
vez que a sua eliminagcdo nao depende da funcao renal, porque é realizada por
catabolismo inespecifico, em células do sistema reticuloendotelial, processo idéntico
a outros anticorpos monoclonais. Esta € uma alternativa para doentes com cancro
da mama metastatico, que anteriormente tenham sido sujeitos a tratamentos de
quimioterapia a base de platina, sabendo-se atualmente que estes tratamentos

provocam um distlrbio na funcéo renal. '

Os resultados de Stopeck apoiam a utilizacdo de denosumab, como uma
nova opcao terapéutica para o tratamento de metastases dsseas, em pacientes com
cancro da mama. Isto porque esta substdncia demonstro ser superior ao acido
zoledrénico, atrasando ou prevenindo as SRE e ainda apresentando outras

caracteristicas benéficas para os pacientes, tal como foi referido anteriormente.’®*

Proporgéo sem SRE

104 o B o 154 - Zoledronic acid 4 mg Q4W (n = 1,020)
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’ (2“ »n 1.0 rF
wsuWw s
0.6 K -
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Figura 12 — Estimativas Kaplan-Meier do tempo para o primeiro evento relacionado com o
esqueleto (SRE) (A) e para a primeira e subsequente SRE (B). Fonte: Stopeck, A. et al.
Denosumab Compared With Zoledronic Acid for the Treatment of Bone Metastases in Patients With
Advanced Breast Cancer: A Randomized, Double-Blind Study. J Clin Oncol 28, 5132-5139 (2010).
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Cancro da Préostata Metastizado

Um ano mais tarde, em 2011, Karim Fizazi e a sua equipa publicaram outro
estudo, semelhante ao anterior, mas neste caso, em pacientes com cancro da

prostata que apresentavam evidéncias de metastases 6sseas.

Estudo 2 - “Denosumab Versus Zoledronic Acid For Treatment Of Bone
Metastasis In Men With Castration-Resistant Prostate Cancer: A Randomized,
Double-Blind Study”

Neste estudo os pacientes receberam os mesmos compostos, com a mesma
dosagem, dos apresentados no estudo anterior (120 mg denosumab e 4mg acido
zolendronico), a cada quatro semanas.'?

O Denosumab atrasou o tempo até ao primeiro evento esquelético (SRE) em
18%, comparativamente ao &cido zoledrénico tal como aconteceu no estudo
anterior. A divergéncia entre os grupos tornou-se evidente logo apods trés meses de
tratamento. O Denosumab também reduziu o risco de desenvolver multiplos SRE,
comparativamente ao acido zoledronico. 38% dos pacientes tiveram eventos
esqueléticos relacionados com o estudo (SRE) 36% no grupo do Donesumab e 41%
no grupo do acido zoledronico.'®

Para este estudo, a tendéncia do Denosumab ser mais seguro,
comparativamente ao acido zoledronico, ndo é tdo acentuada, apresentando em
ambos os casos 97% de probabilidade de desenvolver um efeito adverso. '%°

Fizazi confirmou o que Stopeck tinha afirmado anteriormente, que o Denosumab
atrasa, ou previne tanto o primeiro SRE, como os eventos subsequentes. Mas, neste
caso em pacientes com cancro da prostata avangado. Este estudo, € um dos trés
estudos de fase trés, que comparam o efeito do anticorpo monoclonal Denosumab,
com o acido zoledrénico, nos eventos relacionados com o esqueleto, em doentes
com doencas malignas avangadas, relativas a diferentes tipos de tumores que
envolvem o 0sso. Os resultados dos trés estudos demonstram uma consisténcia na
prevencao destes eventos (SRE). O Denosumab é uma opgao terapéutica potencial
para a prevencdo de complicacbes esqueléticas, em pacientes com cancro da

prostata, metastatico resistente a castragao. %
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Posteriormente, outro estudo foi realizado em pacientes com cancro da
préstata metastatico, contudo, a eficacia do Denosumab foi comparada com um

placebo. "%

Estudo 3 — “Denosumab And Bone Metastasis-Free Survival In Men With
Castration-Resistant Prostate Cancer: Results of a phase 3, Randomized,

Placebo-Controlled Trial”

O tratamento com Denosumab prolongou a sobrevivéncia livre de metastases
Osseas, uma vez que a sua mediana foi de 29.5 meses, comparativamente com os
25.2 meses para o placebo, representando uma diminuicdo do risco de 15%. O
Denosumab, também se demonstrou associado ao aumento do tempo até ao
aparecimento da primeira metastase 6ssea, uma vez que o tempo médio para a
primeira metastase 6ssea foi de 33.2 meses, em pacientes recebendo Denosumab e
de 29.5 meses para o grupo que recebeu o placebo. Foram ainda verificadas
metastases 6sseas sintomaticas em 10% dos pacientes tratados com Denosumab e
em 13% dos pacientes que receberam o placebo. Com o tratamento de Denosumab,
0 risco de metastase 6ssea sintomatica diminuiu 33%. N&o houve diferengcas na
sobrevida global entre os dois grupos. A taxa de efeitos adversos graves, foi a
mesma tanto para o grupo tratado com Denosumab, como para o grupo placebo,
46%. Em toda a coorte de estudo, ndo foram identificados quaisquer anticorpos
antidenosumab em amostras sanguineas dos pacientes em estudo. '%®

O tratamento com Denosumab foi novamente associado a uma melhoria da
sobrevivéncia livre de metastases e a uma melhoria do tempo até ao aparecimento

da primeira metastase dssea. %1%

Cancro Avancado (Excepto Cancro da Mama e Préstata)

A eficacia do tratamento com Denosumab foi ainda avaliada em pacientes
com cancro avangado, exceptuando tanto o cancro da mama como o da prostata,
onde foi possivel avaliar a evolugao da doenca, apés tratamento de Denosumab ou

de acido zoledroénico.
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Estudo 4 - “Randomized, Double-Blind Study of Denosumab Versus
Zoledronic Acid The Treatment of Bone Metastasis in Patients With Advanced

Cancer (Excluding Breast Cancer and Prostate Cancer) or Multiple Myeloma”

Este estudo apresentou semelhangas com os estudos anteriores,
nomeadamente, nas dosagens utilizadas (120 mg de denosumab e 4 mg de acido
zolendrénico) a cada quatro semanas, e ainda no parametro a analisar, que neste
caso se mantém o SRE.'*’

Contrariamente ao que foi demonstrado anteriormente, neste estudo,
pacientes que receberam Denosumab n&o apresentaram um tempo para a primeira
SRE superior ao do 4cido zolendrénico. Também n&o houve diferencas significativas
no tempo para a primeiro SRE, nestes dois grupos. Tanto a sobrevivéncia global,
como a progressao da doenga, sdo semelhantes em ambos os grupos. Como seria
de esperar, pacientes com um SRE, tém uma maior probabilidade de sofrer SRE
subsequentes. A taxa de SRE subsequentes no grupo com Denosumab foi inferior a
do grupo com acido zolendronico, apesar de a nivel estatistico n&o existirem
diferencas. Apenas 6,9% dos pacientes que receberam Denosumab, apresentaram
reagdes adversas de fase aguda (pirexia, fadiga e artralgia) nos primeiros trés dias,
apos o inicio do tratamento, apresentando valores superiores ao dobro, grupo com
acido zolendroénico (14,5%). Efeitos adversos renais foram observados em 10,9%
dos doentes que receberam acido zolendrénico, enquanto que o grupo com
Denosumab foi 8,3%. '

Concluindo, pode-se referir que apesar de ndo existirem diferencas
estatisticas, observam-se sempre algumas diferengas entre os grupos. Fazendo a
comparacdo com os estudos anteriores, podemos entdo afirmar que o tratamento
com Denosumab, administrado por via subcutanea a cada quatro semanas, pode
ser considerado uma boa opc¢do para o tratamento de doentes com metastases
O6sseas, apresentando menos efeitos adversos que o tratamento com acido
zolendrénico. ¥’

Resumidamente, pode dizer-se que estes estudos confirmaram a capacidade
do anticorpo monoclonal Denosumab, de reduzir as metastases Osseas em
pacientes com cancro da mama e da prostata. Tendo-se verificado um atraso, tanto
no surgimento e prevencdo de SRE, como no aumento do tempo até ao
aparecimento da primeira metastase 6ssea e ainda a melhoria da sobrevivéncia livre

de metastases (Tabela 2).
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Este medicamento, foi entdo aprovado pela FDA, como terapia adjuvante no

cancro da prostata (Prolia ®) bem como para a prevencao de SREs em pacientes

com metastases 6sseas provenientes de tumores solidos (Xgeva ®). 12130

Tabela 2 — Resultados resumo da eficacia do denosumab comparado com o acido
zoledronico. Tabela de elaboragéo propria a partir dos dados de. FDA Approval for Denosumab.

National Cancer Institute, https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/fda-denosumab (2013)

Primeiro SRE em estudo
Resumo dos Resultados do Denosumab na )
Metastizagdo Ossea IR G GG
¢ pacienes com | eeréncies
SRE (%) <
Estudo 1 307
Denosumab vs acido zoledrénico RenasHmak 131
na metastizagéo ¢ssea no Cancro - . 36.5
da Mama Acido zoledrénico ’
Estudo 2 Denosumab 35,9
Denosumab vs acido zoledrénico 132
na Metastizagdo 6ssea no Cancro 5 406
da Prostata Resistente a Acido zoledrénico ’
Castracao
Estudo 3 Denosumab 31,4
Denosumab na Metastizagéo 133
Ossea em Cancro Avancgado
(excluindo Cancro da mama e da Placebo 36,3
Préstata)

3.1.2. Anticorpo Monocolonal Humanizado — Bevacizumab

O VEGF é extremamente importante para o processo de angiogénese, que por
sua vez é importante para o desenvolvimento do cancro. E da responsabilidade da
angiogénese a formacgao de novos capilares, que favorecem a administracdo de
oxigénio e dos nutrientes e que contribuem para a colonizagdo metastatica.

Como foi referido anteriormente, o VEGF-A é o principal indutor da
angiogénese, estimulando diretamente as células endoteliais capilares, através dos
seus receptores VEGFR-1 e VEGFR-2. O primeiro receptor, € responsavel por
modular a ligagdo de VEGF ao segundo receptor, que por sua vez ira induzir a
resposta endotelial. A expressdo do gene VEGF, pode ser aumentada tanto por
hipéxia como pela sinalizagdo por oncogenes. O anticorpo monoclonal
bevacizumab, liga-se entdo a este fator de crescimento (VEGF), impedindo a

interacao/ligagcdo com os seus receptores VEGFR-1 e VEGFR2, presentes na
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superficie das células endoteliais. Esta inibicGo de VEGF vai impedir o

desenvolvimento da vasculatura tumoral, impossibilitando a formagdo de novos

vasos e consequentemente, o crescimento tumoral. &3

@D

ech
\I VEGFR

Figura 13 — Modo de atuacédo de Bevacizumab. Fonte: Steeg, P. Targeting metastasis. Nat. Rev.
Cancer 16, 201-18 (2016).

O anticorpo monoclonal Bevacizumab foi estudado para o tratamento de
diversos tipos de cancro, entre eles, o cancro do colorretal metastizado, cancro da
mama metastizado, cancro renal metastizado e cancro do colo do utero persistente,
recorrente ou metastatico. Irdo ser apresentos de seguida alguns estudos que
levaram a aprovacdo do Bevacizumab em alguns destes cancros e outros que
levaram a revogacé&o para o tratamento de outros tipos de cancro.

Em Fevereiro de 2004, o Bevacizumab foi aprovado pela FDA para o tratamento
do cancro do colorretal metastizado. Tendo sido este o primeiro farmaco aprovado
para a prevencao da angiogénese. Para além da sua aprovagado pela FDA este
anticorpo obteve a aprovagdo pela EMA (European Medicines Agency). Esta
aprovagao s ocorreu apdés a realizacdo de diversos estudos, que irdo ser

mencionados de seguida.

Cancro do Colorretal Metastizado

A aprovagdo do Bevacizumab no tratamento do cancro colorretal
metastizado deveu-se a realizacdo de trés estudos importantes, que avaliaram a
eficacia do tratamento deste anticorpo em pacientes com cancro colorretal
metastizado. Um primeiro estudo (“Bevacizumab plus Irinotecan, Fluorouracil, and
Leucovorin for Metastatic Colorectal Cancer’), ocorreu em pacientes que receberam
leucovorina (IFL), conjuntamente com placebo IFL, associado a Bevacizumab (5
mg/kg a cada duas semanas), fluorouracilo e leucoverina. Este mostrou-se positivo,

uma vez que a média da sobrevida global foi superior no grupo tratado com terapia
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combinada de IFL com Bevacizumab (20.3 meses), comparativamente ao IFL com
placebo (15.6 meses), tendo o tratamento com Bevacizumab levado a uma reducao
em 34% do risco de morte. Apds tratamento combinado com bevacizumab, a
sobrevivéncia livre de progressao (PFS), foi de 10.6 meses, ou seja, 4.4 meses
superior a dos pacientes, tratados com IFN e placebo (6.2 meses). **'¥

Apesar do beneficio terapéutico do Bevacizumab, verificou-se um aumento
de 10% na incidéncia dos efeitos adversos, de grau trés e quatro, como hipertensao,
diarreia e leucopenia. Uma vez que o bevacizumab atua inibindo o VEGF, que é
necessario para a cicatrizacdo de feridas, o risco de complicagdes, como feridas
dérmicas, pode ser aumentado em pacientes tratados com Bevacizumab. Verificou-
se que a associacao do Bevacizumab ao IFL foi benéfica no tratamento do cancro
colorretal metastizado, uma vez que houve melhorias da sobrevida global bem como
da duracéo da sobrevivéncia média "%’

Seguiu-se um outro estudo, semelhante ao anterior em pacientes com
carcinoma colorretal metastatico que foram tratados com Bevacizumab combinado
com FOLFOX4 (“Bevacizumab Plus FOLFOX4 as Second-Line Treatment of
Colorectal Cancer”). Neste estudo, os pacientes recebiam intravenosamente
oxaliplatina e leucoverina simultaneamente e de seguida 5-FU (FOLFOX4). Este
processo foi comparado com o grupo de FOLFOX-4 com bevacizumab (BV) e BV
em monoterapia. O esquema explicativo da terapia aplicada a trés diferentes grupos,
encontra-se, de forma mais detalhada na Tabela 3. Os dados demonstraram que o
grupo tratado com FOLFOX4 e Bevacizumab, produziu uma duragado mais longa da
sobrevivéncia, uma vez que o tempo meédio de seguimento dos individuos
sobreviventes foram de 25 meses para o FOLFOX4 e de 28.9 meses para o
FOLFOX4 mais Bevacizumab. A mediana da sobrevida global foi superior em
FOLFOX4 com Bevacizumab em 13 meses, comparativamente com os 10.8 meses
do grupo apenas com FOLFOX4. Os efeitos adversos que surgiram foram
semelhantes ao estudo anterior, mantendo a consisténcia dos efeitos anteriormente
referidos associados ao Bevacizumab. A associagdo do Bevacizumab a
quimioterapia com FOLFOX4 levou a uma melhoria estatistica e clinicamente
significativa na sobrevida global, comparativamente com o tratamento apenas com
quimioterapia com FOLFOX4. Por esta razdo, este tratamento foi aprovado, pela

FDA, como terapia de segunda linha para o cancro colorrectal metastatico'®
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Tabela 3 — Esquema do protocolo das terapias do ensaio. As terapias foram administradas a
cada duas semanas do estudo. Tabela de elaboragéo propria a partir dos dados do ensaio
BV vs FOLFOX4. Fonte: Cohen, M. et al. FDA drug approval summary: Bevacizumab plus FOLFOX4

as second-line treatment of colorectal cancer. Oncologist 12, 356-361 (2007).

Terapia Oxiplatina Leucoverina 5-FU Bevacizumab
Perfusédo de 85 Perfuséo de 200 Bolus IV de 400 mg/m®
FOLEOX4 mg/mzdurante 120 mg/mzdurante 120 seguido de 600 mg/m2 _____
minutos (dia 1) minutos (dia 1 e 2) IV durante 22 horas
(dia1e2)
Perfuséo de 85 Perfuséo de 200 Bolus IV de 400 mg/m® Perfuséo de 10
FOLFOX4 + mg/mzdurante 120 mg/mzdurante 120 seguido de 600 mg/m2 mg/kg durante 90

bevacizumab

minutos (dia 1)

minutos (dia 1 e 2)

IV durante 22 horas

minutos (dia 1)

(dia 1 e 2)

Perfuséo de 10
mg/kg durante 90
minutos (dia 1)

Bevacizumab | @00 - | e e

O Bevacizumab (Avastin® nome comercial do bevacizumab dado pela
Genentech) esta aprovado (2004) para o tratamento do carcinoma colorrectal
metastatico de primeira linha, através da combinagdo com quimioterapia que incluiu
leucovorina, 5-fluorouracilo e ironotecano.’™ O Avastin® também foi aprovado
(2006), como tratamento de segunda linha para 0 mesmo cancro, mas neste caso
combinado com quimioterapia do tipo FOLFOX4 (5-flourouracilo, leucoverina e

oxaliplatina).'?®1%

Em 2013, a FDA e a EMA aprovaram o Avastin® em combinagdo com
quimioterapia fluoropirimidina e irinotecano ou fluoropirimidina e oxaliplatina, para o
tratamento de primeira linha do carcinoma colorrectal metastatico com
Bevacizumab. Esta aprovacgao foi baseada nos resultados de um terceiro estudo
(“Bevacizumab plus chemotherapy as salvage treatment in chemorefractory patients
with metastatic colorectal cancer”). Este estudo permitiu avaliar a eficacia do
Bevacizumab, no tratamento do cancro colorrectal metastatico. O regime de
tratamento deste estudo consistia em 5 mg/kg (IV de duas em duas semanas) de
Bevacizumab ou 7.5 mg/kg (IV de trés em trés semanas) em combinacdo com
leucovorina, 5-fluorouracilo e oxaliplatina (FOLFOX) ou leucovorina, 5-fluorouracilo e
irinotecano (FOLFIRI) ou capecitabina e oxaliplatina (XELOX)."3"''

A mediana da sobrevida global foi de 11.2 meses para o tratamento com o
BV enquanto que, na quimioterapia isolada foi de 9.8 meses. A mediana de PFS foi
de 5.7 meses no grupo tratado com quimioterapia combinada com BV e de 4.1
meses no grupo apenas com quimioterapia. O seguimento médio no grupo de

quimioterapia combinada com Bevacizumab foi de 11.1 meses enquanto no grupo
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de quimioterapia isolada foi de 9.6 meses. Assim tanto a OS como a PFS foram
superiores no grupo com Bevacizumab. Também se verificou que 98% dos
pacientes tratados com Bevacizumab e quimioterapia, e que 99% dos pacientes
apenas com quimioterapia tiveram efeitos adversos. Todos os efeitos adversos que
apareceram durante o estudo foram comuns e ja observados anteriormente. "%
Este estudo suporta a hipétese de que a inibicao de VEGF por parte do
Bevacizumab, impede a interacdo de VEGF com os seus receptores de superficie
das células endoteliais, durante o crescimento e metastase tumoral, sendo benéfico

em doentes com carcinoma colorrectal metastatico.'%'4°

Tabela 4- Resumo dos Resultados do Tratamento com Bevacizumab aprovado no Cancro
colorrectal Metastatico. Tabela de elaboragdo prépria a partir dos dados dos diferentes

ensaios anteriores (Ensaio 1, 2 e 3).

Resumo dos Resultados do Bevacizumab no PFS ORR* Ano da Referéncias
Cancro Colorretal Metastatico (Meses) (%) aprovagio bibliograficas
° pela FDA 9
Estudo 1
q - IFL + 10.6 44.8
Bevacizumab com Irinotecano, B izumab 135
Fluoruracilo e IFL vs IFL e evacizuma 2004
Placebo (primeira linha no cancro IFL + Placebo 6.2 34,8
colorrectal metastatico)
Estudo 2
FOLFOX4 + 7.5 22,2
Bevacizumab com FOLFOX4 Bevacizumab 2006 138
(Segunda Linha no cancro FOLFOX4
colorrectal metastatico) 4.5 8,6
oS
Estudo 3 (meses)
Bevacizumab com FOLFOX e Quim'?c\)’t;ra i 5.7 11,2
FOLFIRI (cancro colorrectal . p 2013 139-141
metastatico que progrediu) Quimioterpia 4.1 9.8
isolada ' ’

*ORR - Taxa de Resposta Objetiva

41




Farmacos Anti-Metastizagéo: Da Investigagéo A Pratica Clinica

Cancro da Mama Metastizado

Em Fevereiro de 2008, o Bevacizumab foi aprovado para o tratamento do
cancro da mama metastizado, de acordo com o programa de aprovacgao acelerada
da FDA. Este programa possibilita um acesso rapido dos medicamentos inovadores
para condigdes graves, sendo aprovados, com base em dados que ndo sao
suficientemente completos para permitir a sua aprovagao total. Esta aprovacao
acelerada, baseou-se num estudo comparativo da eficacia da combinacdo de
Bevacizumab e paclitaxel, com paclitaxel em monoterapia no tratamento de doentes
com cancro da mama metastizado."®

A eficacia e a seguranca do bevacizumab neste tratamento de primeira
linha foi avaliada, com base em diversos estudos. Assim, num primeiro estudo
ocorreu uma comparacdo entre o tratamento com Bevacizumab associado a
paclitaxel com o paclitaxel em monoterapia. Esta combinagcdo de paclitaxel com
Bevacizumab prolongou a PFS, comparativamente com a monoterapia com
placlitaxel (11.8 meses vs 5.9 meses), ndo se tendo verificado melhoria na sobrevida
global. A tendéncia manteve-se na ORR (Taxa de resposta obijetiva), tendo sido
também superior na terapia combinada (36,9%) comparada com a monoterapia
(21,2%). Surgiram efeitos adversos tais como proteinuria e hipertensdo, mas apenas
no grupo com Bevacizumab, sendo estes efeitos adversos inerentes ao proprio
tratamento com o anticorpo monoclonal. 39142143

Num segundo estudo foi avaliada novamente a eficacia e a seguranca do
tratamento com Bevacizumab, em doentes com carcinoma da mama metastatico
apenas como segunda e terceira linha. Neste caso, salienta-se que a populagdo em
estudo recebeu previamente antraciclina e taxano, pelo que foram randomizados
para receber capecitabina combinada com Bevacizumab ou capecitabina em
monoterapia. Relativamente a este estudo ndo se conseguiu demonstrar uma
melhoria significativa na PFS ou na sobrevivéncia global.'?% 44

Quanto ao ultimo estudo analisado, podemos referir que recolheu apenas
dados dos seus efeitos adversos onde se demonstrou um aumento de 20% no grupo
de terapia combinada (Bevacizumab e paclitaxel), comparativamente a monoterapia.
Os efeitos adversos mais comuns, no grupo tratado com Bevacizumab em terapia
combinada, foram neuropatia sensorial, hipertensdo, fadiga, infegdes sem
neutropenia, neutropenia, vomitos, diarreia, dor Ossea, cefaleia, proteinuria e
isquemia cerebrovascular. Verificou-se que 1,7% dos efeitos adversos, na

populacdo em estudo, acabaram por ser fatais.
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Desta forma, em 2011 a FDA revogou a utilizagdo de bevacizumab para o
cancro da mama metastizado, uma vez que, apos os trés estudos mencionados
anteriormente, os resultados ndo foram coerentes, ndo demonstrando o seu
beneficio ao nivel do atraso do crescimento do tumor, que poderia justificar o risco
dos efeitos adversos graves e potencialmente fatais. Por esta razdo o Avastin®

deixou de ser utilizado para o tratamento do cancro da mama metastizado.

Carcinoma Renal Metastizado

A aprovacgao do Bevacizumab, no tratamento do cancro renal metastizado,
baseou-se em varios estudos importantes, que avaliaram a eficacia do tratamento
deste anticorpo em pacientes com cancro renal metastizado. Um primeiro estudo,
desenvolvido por James Yang em 2003 (“A Randomized Trial of Bevacizumab, an
Anti—Vascular Endothelial Growth Factor Antibody, for Metastatic Renal Cancer”),
comparou o tratamento com Bevacizumab em diferentes dosagens, 3mg/kg e 10
mg/kg, a cada duas semanas. Com estes estudo verificou-se que o grupo que
recebeu Bevacizumab a 10 mg/kg apresentou uma PFS mais longa (4.8 meses) do
que a verificada no grupo de placebo (2.5 meses). Relativamente a dose mais baixa
de Bevacizumab, quando comparada com o grupo placebo, ndo se verificaram
diferencas significativas. O grupo sujeito a uma dose superior de bevacizumab
apresentou entdo uma PFS de 64%, comparativamente aos 39% do grupo sujeito a
uma dose inferior e a 20%, no grupo placebo. Relativamente a sobrevida global da
doenca nao foram verificadas diferencas entre os grupos. Este acontecimento,
serviu de base para o desenvolvimento de novos estudos mais aprofundados,
demonstrativas das vantagens claras da utilizacdo deste anticorpo na doenca
metastatica. '

A combinagado de Bevacizumab com interferdo a-2a, foi aprovado pela FDA em
2009, para o tratamento do carcinoma metastatico das células renais. Esta
aprovacao baseou-se nos resultados de dois ensaios.

O ensaio principal, duplamente-cego randomizado de fase lll, tinha como
objetivo a avaliagdo da eficacia e seguranga do Bevacizumab, combinado com
interferdo a-2a (Referon), comparando-o com interferdo a-2a associado ao placebo.
O ensaio de suporte utilizava a combinagao de bevacizumab com interferdao a-2b
(Intron) comparativamente a este isolado. Este estudo, contrariamente ao principal,

nao era cego. Um terceiro estudo foi realizado, de forma a avaliar também a eficacia
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e a seguranca do Bevacizumab combinado, mas neste caso, com cloridrato de
erlotinib (Tarceva) possibilitando a sua comparagdo com o bevacizumab isolado.™’

O ensaio fundamental (“Bevacizumab Plus Interferon Alfa-2a For Treatment Of
Metastatic Renal Cell Carcinoma: A Randomised, Double-Blind Phase Il Trial”)
realizado em 2009, avaliou a eficacia do tratamento com Bevacizumab combinado
com interferao a no tratamento de pacientes com carcinoma de células renais (CCR)
metastatico no tratados anteriormente. "

Verificou-se que a associagao de interferdo a-2a com Bevacizumab, melhorou
significativamente a sobrevida livre de progressdo, sendo a mediana,
substancialmente mais longa no grupo tratado com interferdo a-2a e Bevacizumab
(10,2 meses) comparativamente a sobrevida livre de progressdo no grupo placebo
que foi de apenas 5.4 meses. Também foi visivel a melhoria da taxa de resposta
global, tendo o grupo tratado com Bevacizumab mais interferdo a-2a apresentado
uma taxa de resposta global de 31% enquanto que, o grupo placebo foi de apenas
13%. Em 70% dos pacientes tratados com Bevacizumab demonstraram retragcao
tumoral, comparativamente a 39% do grupo com placebo.

Os dados de segurancga, sédo consistentes com o observado anteriormente em
doentes cancerosos tratados com Bevacizumab, tendo surgido efeitos adversos em
97% dos pacientes tratados com Bevacizumab e em 94% dos sujeitos a placebo.™"

Um outro estudo de suporte, importante na aprovacdo do Bevacizumab no
tratamento de CCR metastatico, comparou o tratamento com Bevacizumab
combinado com interferdo a-2b e interferdao a-2b em monoterapia. (“Bevacizumab
Plus Interferon Alfa Compared With Interferon Alfa Monotherapy in Patients With
Metastatic Renal Cell Carcinoma: CALGB 90206)."%

Neste estudo, foi visivel que a associagdo de Bevacizumab com interferdo
prolongou novamente a sobrevida livre de progressao, apresentando uma mediana
de 9.7 meses no grupo com terapia combinada, comparado com 5,2 meses nos
pacientes em monoterapia. A ORR manteve esta tendéncia, apresentando-se
também superior no grupo tratado com a combinagédo de Bevacizumab e interferao
(25,5%), do que no grupo tratado apenas com interferdo (13,1%). A duragdo média
de resposta foi de 8.7 meses para monoterapia comparativamente com os 11.9 na
terapia combinada."* Foi possivel novamente, verificar que os doentes tratados com
este anticorpo apresentaram efeitos secundarios tais como a hipertenséo e a
proteindria, mantendo uma consisténcia no que foi verificado anteriormente, onde
estes efeitos adversos estdo associados ao tratamento com Bevacizumab. '*

O terceiro e ultimo estudo comparou o Bevacizumab e everolimus no tratamento

do mesmo carcinoma (RCC). (“A Phase Il Study of Bevacizumab and Everolimus as
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Treatment for Refractory Metastatic Renal Cell Carcinoma”)."® A populagdo em
estudo recebeu intravenosamente Bevacizumab a 10mg/kg a cada 14 dias e
everolimus administrado oralmente todos os dias. Todos os pacientes em estudo
tinham recebido anteriormente um inibidor de VEGF, 70% o sunitinib ou 30% o
sorafenib.’™ A combinacgdo de Bevacizumab com everolimus neste estudo foi téxica
e desta forma, a eficacia alcancada néo suportou o efeito combinado. "

O Bevacizumab combinado com interferdo a foi aprovado como primeira
linha no tratamento do carcinoma das células renais metastizado, apdos ter
demonstrado taxas medianas de sobrevida livre de progressdo entre 8.5 a 10.2
meses e respostas objetivas de 26% a 31%.

Apesar de anteriormente se ter feito referéncia a um estudo com o
Bevacizumab em monoterapia no tratamento do cancro renal metastizado,
verificaram-se novos dados sobre o efeito deste anticorpo em monoterapia. Estes
dados foram recentemente (2015) reportados num estudo randomizado de fase dois,
onde os pacientes foram sujeitos a diferentes terapias: Bevacizumab em
monoterapia em diferentes dosagens e combinado com diferentes inibidores
mTOR."® Os pacientes sujeitos a Bevacizumab em monoterapia, apresentaram uma
sobrevivéncia livre de progressao superior (7.5 meses) a verificada por James Yang,
em 2003 (4.8 meses). Contudo, ficou demonstrado que os regimes de combinagéo
sao benéficos uma vez que apresentaram uma eficacia coerente, tendo-se verificado
que este grupo foi 0 que obteve uma resposta mais longa e com uma maior taxa de
resposta. Apesar dos resultados em termos de eficacia terem sido positivos, ha uma
certa dificuldade em combinar estes agentes, devido a sua taxa elevada de
toxicidade. A toxicidade de inibidores de VEGF e de inibidores do receptor VEGFR
ainda n&o é bem conhecida. Algumas investigagdes demonstraram que a resisténcia
ao receptor de VEGF ¢, em certa parte, resultado da producao de fatores de
crescimento endoteliais alternativos, capazes de restaurar a angiogénese, apesar do

receptor permanecer bloqueado. '*°

Um estudo realizado em paralelo com este comparava a associacdo de
Bevacizumab e temsirolimus com bevacizumab e interferdo. Chegou a conclusao
que apesar das diferencas nao serem muito grandes, o grupo tratado com
Bevacizumab e interferdo apresentou uma PFS superior com 9.3 meses,
comparativamente aos 9.1 meses, no grupo com temsirolimus. O mesmo aconteceu
para a ORR que foi de 27%, para pacientes que receberam Bevacizumab e
temsirolimus e de 27,4% para os que receberam o anticorpo e o interferdo. Os

efeitos adversos foram consistentes com os conhecidos para os trés compostos em
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estudo. Os efeitos adversos mais comuns foram, a proteinuria e a hipertensao, que
estdo ambos associados ao tratamento com Bevacizumab, mantendo a consisténcia
dos efeitos adversos nos estudos anteriores do tratamento com Bevacizumab.'®
Como conlcusdo, podemos referir que o interferao combinado com
Bevacizumab é a terapéutica de primeira linha aprovada pela FDA para doentes
com mRCC, uma vez que os dados de seguranca foram consistentes entre os

diversos estudos.

Tabela 3 — Resultados resumo da eficacia (sobrevivéncia livre de progresséo) do
bevacizumab nos diferentes estudos indicados que levaram a aprovacdo pela FDA do

bevacizumab em RCC. Tabela de elaboragéo prépria a partir dos dados dos diferentes estudos.

Resumo dos Resultados do Bevacizumab no Cancro
das Células Renais Metastizado PFS (meses) | Referéncias
bibliograficas
Bevacizumab + Interferao 10.2
Estudo Fundamental a-2a ’
Bevacizumab com Interferdo a-2a 131
em CCR
Placebo 54
Estudo de Suporte Bevacizumab + Interferao 10.2
Bevacizumab com Interferdo a-2a a-2a ’
vs Interferdo a-2a sozinho em 182
CCR
Interferao a-2a 54
Ensaio 3
Bevacizumab com Everolimus em Bevacizumab com 133
RCC Interferdo a-2a em CCR Everolimus 5.1

Cancro Colo do Utero Persistente, Recorrente ou Metastatico

Em 2014, a FDA aprovou um novo uso do Avastin ®, que consiste na sua
utilizacdo em combinagdo com paclitaxel e cisplatina ou topotecano, para o
tratamento do cancro cervical persistente, recorrente ou metastatico. A sua
aprovacao baseou-se nos resultados de um ensaio randomizado com quatro grupos.
A primeira comparacgao foi feita entre o grupo com Bevacizumab (15 mg/kg IV a
cada 3 semanas) mais quimioterapia e quimioterapia isolada (paclitaxel e cisplatina
ou paclitaxel e topotecano). A segunda comparagao ocorreu entre o grupo tratado
com paclitaxel mais cisplatina e com paclitaxel e topotecano, independentemente da

juncao do anticorpo monoclonal. %1%
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Na primeira comparagado, o ensaio demonstrou que houve uma melhoria
estatisticamente significativa, no grupo tratado com Bevacizumab combinado com
quimioterapia, comparativamente com os doentes que apenas receberam
quimioterapia. A mediana da sobrevida foi superior nos pacientes tratados com BV e
quimioterapia (16.8 meses) comparativamente com os pacientes com quimioterapia
isolada (12.9 meses). O risco associado a adicdo de Bevacizumab, a qualquer um
dos regimes foi semelhante. Ndo houve uma melhoria na sobrevivéncia global nos
grupos tratados com Bevacizumab e nos que foram tratados com paclitaxel mais
cisplatina. Paclitaxel com topotecano e Bevacizumab, é entdo o regime aceitavel
para o tratamento de pacientes com cancro cervical, que n&do podem ser sujeitas a
tratamento de platina.'®*'®’

O Avastin ®, para além de ter sido aprovado para o tratamento do
carcinoma das células renais metastatico, do cancro colorrectal metastatico e do
cancro colo do utero persistente, recorrente ou metastatico, também foi aprovado
para terapias oncolégicas ndo especificas da doenga metastatica, nomeadamente,
no tratamento de primeira linha do cancro das células ndo pequenas do pulméo, de
segunda linha no glioblastoma e ainda no cancro dos ovarios, trompas de falépio ou

peritoneal primario resistente & platina.’®

3.1.3. Crizotinib

Como se verificou anteriormente, a causa de muitos tumores devem-se a
mutacdes em determinados genes. Uma destas situacdes € a do cancro das células
nao pequenas do pulmao (NSCLC). O oncogene ROS-1 codifica o receptor ALK
(Receptor tirosina cinase do linfoma anaplasico), sendo que este coordena uma
proteina da familia de RTKs. Estas sao vias de sinalizacdo importantes em diversos
processos celulares, tais como a proliferagéo e a divisdo celular. Entre 3 a 5% das
pessoas com NSCLC apresentam mutagdes neste gene. Sendo ROS-1 um gene
semelhante a ALK, uma mutacdo em ROS-1 ira também desencadear um
crescimento tumoral e a sobrevivéncia do mesmo, neste caso entre 1 a 2% das

pessoas com NSCLC apresentam esta mutagao.'®* ">

O Crizotinib liga-se com elevada afinidade as proteinas ALK e ROS-1,
inibindo potentemente a sinalizagdo de ROS-1 impedindo a proliferagdo, migragéo e
invasdo celular.”®

Em Margo de 2016, a FDA aprovou o crizotinib (Xalkori ®) para o tratamento
do cancro avancado metastatico das células nao pequenas do pulm&o nos tumores,

que apresentam alteracdes no gene ROS-1. Esta aprovagdo baseou-se nos
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resultados de um ensaio clinico que envolveu 50 doentes com NSCLC metastatico
com mutagdo em ROS-1, tendo sido sujeitos a uma dose oral de 250 mg de
Crizotinib duas vezes por dia. Para além da FDA, este anticorpo obteve ainda a
aprovacdo pela agéncia europeia do medicamento. '*

A taxa de resposta objetiva foi de 72%, onde 6% dos pacientes, tiveram uma
resposta completa, 66% tiveram respostas parciais e 18% apresentaram a
estabilizacdo da doenca como a melhor resposta. A duragdo média da resposta foi
de 17.6 meses e a média da PFS foi de 19.2 meses. Sendo que 50% dos pacientes
ainda se encontravam em seguimento para a progressao. Pelo menos em 10% dos
pacientes surgiram efeitos adversos, onde a deficiéncia visual, a diarreia, as
nauseas, o edema periférico, a obstipacdo, os vomitos, a fadiga disgeusia e as
tonturas, foram os mais comuns. Este estudo conseguiu demonstrar a potente
atividade anti-tumoral do Crizotinib em pacientes com NSCLC avangado

(metastatico) com rearranjo em ROS-1."%°

3.1.4. Ipilimumab

O sistema imunitario desempenha um papel determinante no combate ao
cancro, contudo, foi referido anteriormente que o TME apresenta células imunitarias
que podem ser utilizadas pelas das células cancerosas para o seu proveito.

A resposta primaria do sistema imunitario, apds contacto com o tumor, é a
ligacado da proteina do complexo major de histocompatibilidade (MHC) ao receptor
da célula T. A CTLA4 (antigénio 4 associado a linfocitos T citotéxicos) compete com
CD28 para se ligar ao receptor B7 na célula apresentadora de antigénio, atenuando
as respostas das células T. O Ipilimumab bloqueia o CTLA-4 potenciando as
respostas das células T, prolongando a sua atividade e facilitando o trabalho do
sistema imunitario no combate a doenca metastatica.'®”'*

Em 2011, a FDA aprovou o anticorpo monoclonal Ipilimumab (Yervoy ®),
para o tratamento de melanoma nao-ressecavel ou metastatico."® Esta aprovacéo
baseou-se num estudo de fase Ill randomizado, em doentes com génotipo positivo
HLA-A2*0201 (vacina de tumor), que receberam pelo menos um tratamento
sistémico prévio para o melanoma. Este anticorpo também se encontra aprovado a
nivel europeu através da EMA.

Os doentes foram distribuidos aleatoriamente em grupos, uns receberam 3

mg/kg de ipilimumab via IV em combinagdo com a vacina do tumor, outros,
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Ipilimumab mais placebo e por ultimo, um grupo recebeu a vacina de tumor com
placebo.

A taxa de OS foi superior, nos doentes tratados apenas com Ipilimumab
(10,9%), comparativamente com os doentes que receberam Ipilimumab com vacina
do tumor (5,7%). Os que apenas foram tratados com vacina, apresentaram uma taxa
de OS de apenas 1,5%. Verificou-se que os pacientes tratados com Ipilimumab e
placebo apresentaram uma OS mediana de 10 meses, enquanto que os pacientes
tratados com o vacina do tumor e placebo apresentaram apenas 6 meses. Os
efeitos adversos mais comuns apos este estudo, foram manifestagcdes derivadas do
sistema imunitario, tais como a diarreia, o prurido, a erupcdo cutdnea e a colite.
Concluindo, pode referir-se que o Ipilimumab é uma boa opgéo terapéutica no
tratamento do melanoma metastatico, uma vez que demonstrou uma sobrevivéncia

global favoravel. %%

3.1.5. Pembrolizumab

Da mesma forma que ipilimumab desempenha um papel importante no
tratamento anti-metastizagdo, associado ao sistema imunitario, o pembrolizumab
também é uma boa opc¢éo para o tratamento da doenga metastatica. Mas neste caso
o pembrolizumab é um inibidor de PD-1. O PD-1 encontra-se nas células T ativadas,
nas células B e nas células mieloides. Certos tumores apresentam uma elevada
expressao do ligando de PD1 (PDL1). A interacdo PD1-PDL1 permite ao tumor a
supressao do controle imunitario. " 162

Em 2016, a FDA aprovou o anticorpo monoclonal pembrolizumab (Keytruda
®) para o tratamento do cancro metastatico das células ndo pequenas do pulmé&o.
Esta aprovagido baseou-se em dois estudos randomizados. Um dos ensaios foi
realizado em doentes com NSCLC metastatico, que nado tinham sido sujeitos a
tratamento prévio para a doenca. Os doentes que receberam 200 mg de
Pembrolizumab a cada 3 semanas, apresentavam uma melhoria na PFS, com uma
mediana de 10.3 meses comparativamente com os 6 meses, dos que receberam
qguimioterapia com compostos de platina. Desta forma, foi demonstrada a mais valia
do tratamento com Pembrolizumab nos pacientes com NSCLC. O segundo estudo,
com uma amostra de doentes superior, comparou-se o tratamento com 2 mg/kg de
Pembrolizumab a cada 3 semanas, com 10 mg/kg de Pembrolizumab a cada 3
semanas e ainda, com o grupo tratado com docetaxel. Foi visivel uma melhoria de

OS nos grupos com Pembrolizumab, tanto a 3 mg/kg como a 10 mg/kg. A
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sobrevivéncia média foi superior no grupo tratado com a dose maior de
pembrolizumab com uma sobrevivéncia média de 12.7 meses, enquanto que o
grupo que recebeu uma menor dose de pembrolizumab apresentou uma
sobrevivéncia média de 10.4 meses, ja o grupo sujeito a quimioterapia com
docetaxel obteve uma sobrevivéncia média de 8.5 meses. Os efeitos adversos mais
comuns, foram a diminuicdo do apetite, a fadiga, as nauseas, a dispneia, a tosse e a
obstipagcado. Contudo, surgiram ainda alguns efeitos adversos raros, mais graves,
como a pneumonite imunomediada, a colite, a hepatite, aendocrinopatias e a
nefrite. 62163

Concluindo, a utilizagdo de pembrolizumab é favoravel no tratamento de

NSCLC metastatico, tendo sido visiveis as melhorias neste campo.

3.1.6. Cilengitide

Anteriormente vimos a importédncia da interrupcdo da interagdo RANK-
RANKL e a inibicdo do VEGF, para o tratamento da doenga metastatica. Para além
do VEGF, as integrinas também tém um papel importante no processo de
angiogénese, sendo estas moléculas de adesdo a superficie celular. Estas
moléculas de adesdo sido essenciais para o processo de proliferagdo celular e
angiogénese tumoral, encontrando-se expressas nas celulas cancerosas. As células
endoteliais quando ativadas por citoquinas secretadas pelo tumor, expressam as
integrinas a,Bs e a,Bs. Por sua vez, estas ligam-se a componentes da matriz celular
como a vitronectina, as fibronectinas, os produtos de degradacdo da matriz e as
trombospondinas. Antagonistas destas integrinas conseguem ativar a apoptose das
células tumorais evitando a proliferagdo das mesmas.? %4165

Chegou-se a conclusdo que as integrinas a,f; e a,8s seriam um alvo
terapéutico e por esta razdo surgiu o cilengitide, um inibidor peptideo ciclico das
mesmas, como candidato a terapéutica anti-metastizagdo. O cilengitide tem uma
grande especificidade para as integrinas a,B; e a,8sligando-se as mesmas, inibindo

a ligacdo das integrinas a vitronectina, promovendo a morte celular (Figura
14) 8,164,166
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Figura 14 — Modo de atuagédo de Cilengitide. Fonte: Steeg, P. Targeting metastasis. Nat. Rev.
Cancer 16, 201-18 (2016).

Melanoma Metastizado

Estudo 1 - A randomized phase Il study of cilengitide (EMD 121974) in patients

with metastatic melanoma

Um estudo de fase Il permitiu avaliar a eficacia do cilengitide no tratamento
do melanoma metastatico. Os pacientes em estudo foram randomizados em grupos
tratados com 500 mg de cilengitide ou com 2000 mg, por infusdo IV duas vezes por
semana. Apenas trés pacientes (um paciente no grupo tratado com 2000mg de
cilengitide e dois pacientes do grupo com 500 mg do mesmo), permaneceram livres
da progressao da doenga as 8 semanas, tendo apresentado PFS de 10.5 (2000mg
cilengitide), 5.5, e 3.9 meses (500mg cilengitide).

A taxa de PFS as 8 semanas foi de 12%, no grupo que recebeu uma dose
inferior de cilengitide e de 14% no grupo que recebeu a dose maior do mesmo. A
sobrevivéncia global foi de 9.6 meses em seis pacientes que ap6s mais quatro anos
ainda estao vivos. Relativamente a seguranca de cilengitide, verificou-se que este é
bem tolerado, uma vez que os efeitos adversos que surgiram nao sao significativos,
tendo surgido mais frequentemente efeitos como obstipacdo, fadiga, anemia,
artralgia e neuropatia periférica.’®

Este estudo demonstrou que a dose de 2000 mg de cilengitide, € bem
tolerada mas apresenta uma eficacia clinica minima. Apenas 42% dos pacientes
apresentavam a integrina a,B3; expressa nos tumores em estudo. Dado que
teoricamente 80 a 90% dos melanomas, expressam esta integrina, este dado
constitui um bom indicador. Contudo, apesar haver de uma diminuicdo da expressao

desta integrina, ndo sao visiveis diferengas significativas, na eficacia do tratamento
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da doencga metastatica e assim, ainda persistem justificagdes do porqué da sua falta

de eficacia clinica.'®

Glioblastoma

Estudo 2 - Cilengitide combined with standard treatment for patients with
newly diagnosed glioblastoma with methylated MGMT promoter: a multicentre,

randomised, open-label, phase 3 trial

Posteriormente, analisou-se a eficacia do tratamento com cilengitide
combinado, em pacientes recentemente diagnosticados com glioblastoma, com o
promotor MGMT metilado. A MGMT ¢é uma proteina importante no processo de
reparacdo do DNA sendo um importante fator no prognéstico do glioblastoma.

Assim, este ensaio de fase Ill permitiu avaliar novamente a eficacia da
cilengitide com a proteina MGMT metilada. Os pacientes foram randomizados para
receber quimioterapia temozolomida com 2000 mg de cilengitide (IV duas vezes por
semana) ou para receberam apenas temozolomida.

A mediana da sobrevivéncia global foi de 26.3 meses em ambos os grupos.
A sobrevivéncia a dois anos, nao diferiu entre os grupos, mantendo-se consistente
com estudos anteriores em pacientes com MGMT metilado. A PFS mediana foi de
13.5 meses, no grupo que recebeu cilengitide e 10.7 meses no grupo apenas com
quimioterapia. A adigdo de cilengitide ao tratamento do gliobastoma com MGMT
metilado, ndo desencadeou efeitos adversos aumentados.'®’

O tratamento com cilengitide combinado com temozolomida, ndo apresentou
melhoria nos seus resultados, nem na sobrevida global nem na progresséo livre de
doenga nos subgrupos em estudo. Contudo, este farmaco mostrou-se seguro e bem
tolerado quando combinado com a quimioterapia em causa. A atividade de
cilengitide nos estudos de fase | e Il (estudo 1) n&o se verificou neste estudo de fase
lll. Os resultados dos ensaios clinicos foram negativos e por esta razdo nao foi

aprovado pela FDA para a doenga metastatica.'®* 6"

3.1.7. Desatinib e Saracatenib

Uma familia de proteinas cinases importante é a Src (SFKs) podendo ser c-
Src (Pro Proto-oncogene da tirosina cinase Src), Lyn entre outras. As SFKs tém um

papel importante na adesado celular, invasdo, proliferagdo, sobrevivéncia e
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angiogénese durante o desenvolvimento tumoral, sendo os seus niveis de
expressao variaveis entre tecidos. O C-Src encontra-se sobreexpresso durante a
progressao tumoral, estando presente em tumores humanos tais como o do pulmao,
a da mama, o do pancreatico, o do célon e o da prostata. As SFKs podem interagir
com diversos receptores de tirosina cinase, entre eles EGFR e VEGFR. Quanto ao
EGFR pode-se ligar a c-Src fosforilando os locais de tirosina quinase. A
sobreexpressao de c-Src pode aumentar a sintese de DNA induzida por EGF nas
células cancerosas. Algo semelhante acontece com o VEGF, uma vez que as SFKs
conseguem aumentar a regulacdo da expressdo do gene VEGF, aumentando a
atividade deste fator angiogénico desencadeando a progressdo e proliferagao
tumoral. Assim, o aumento de SFKs, nomeadamente de c-Src, esta associado a
certas neoplasias, incluindo metastizacdo das mesmas. Desta forma, um potencial
alvo terapéutico para a doenga metastatica sera entdo a repressdo de c-Src,
diminuindo a atividade de VEGF, a vasculatura tumoral, a progressdo e a
metastizacdo da doenca. O c-Src quando ativado, forma um complexo com a cinase
de adesao focal (FAK), promovendo a formagéo de adesdes focais %% 17°

O Desatinib inibe especificamente o Src e a proteina de fusdo BCR-ABL
subjacente a leucemia mieldide crénica (CML). Saracatinib é também um inibidor
dos mesmos alvos. Estes bloqueiam especificicamente oSrc e suprime a adesao,
migracao e invasao das células cancerosas. O objetivo da implementacéo destes
farmacos sera diminuir o tamanho do tumor mas principalmente das metastases
através do bloqueio de Src (Figura 15). O desatinib, com o nome comercial de
Sprycel ®, foi aprovado pela FDA para o tratamento de fase crénica de CML com
cromossoma Filadélfia positivo, bem como para o tratamento de fase crénica de
CML, com resisténcia ou intolerdncia a terapia primaria e para ambos quando
associados. Contudo, a eficacia clinica do desatinib contra a doenca metastatica,
nao tem sido como seria de esperar. O saracatinib foi descontinuado pelo fabricante,
uma vez que através de um estudo de fase Il realizado em pacientes com cancro da
mama metastizado sujeitos a tratamento com saracatinib, se verificou que este
farmaco nao tem atividade suficiente para tratar estes pacientes com a doenca

metastatica. 8170173
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Figura 15 — Modo de atuag&o do Desatinib e Saracatinib. Fonte: Steeg, P. Targeting metastasis.
Nat. Rev. Cancer 16, 201-18 (2016).

3.2.Investigagao

Anteriormente, vimos alguns dos farmacos que se encontram em pratica clinica,
apdés serem aprovados tanto pela EMA como pela FDA, para o tratamento da
doencga metastatica. Contudo, apesar de estes terem demonstrado alguma eficacia
ha sempre forma de melhorar os resultados, de forma a tratar cada vez mais
especificamente esta doenga e conseguir-se um perfii de seguranca e de
tolerabilidade cada vez superior.

No capitulo da metastizacdo falou-se das diversas etapas deste processo,

sendo que todo este processo representa um potencial alvo terapéutico.

3.2.1. Implantagao (seeding)

A etapa inicial da metastizacdo, seending, envolve a invasdo primaria das
células tumorais do tumor primario, passagem pela circulagdo e extravasamento.
Contudo, na maioria dos doentes esta etapa ja foi ultrapassada na altura do
diagnostico e desta forma, a intervencéo terapéutica torna-se impossivel.® Estudos
comparativos dos perfis de mutagdes de tumores primarios e as lesbes metastaticas
associadas, demonstraram a associagdo da presenga de mutagcdes com o
aparecimento de metastases. Desta forma, um contributo para a investigagdo de
novos alvos terapéuticos baseia-se em estudos de sequenciagdo de DNA. Contudo

s80 necessarios ensaios pré-clinicos que suportem esta evidéncia.® 47
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3.2.2. Fase de dorméncia

A fase de dorméncia da seguimento ao processo de metastizagdo, onde em
cancros como o da mama e da prostata, o processo de colonizacdo metastatica,
ocorre de forma retardada. Ou seja, as células tumorais disseminam-se mas nao
originam metastases evidentes, permanecendo latentes no possivel local onde ira
ocorrer mais tarde a metastizagdo. Estas células tumorais ficam habitualmente
dormentes na medula dssea, até que irdo eventualmente ser ativadas para formar

as metastases.

3.2.2.1. Especifico de interrupgao do crescimento 6 (Growth arrest
specific 6) - GAS6

Trabalhos realizados por Russell Taichman e os seus colaboradores, em linhas
celulares de cancro da prostata (PCa), demonstraram que a quiescéncia das células
estaminais hematopoéticas (HSCs) na medula, € regulada por um microambiente
composto predominantemente por osteoblastos, células endoteliais e outros
elementos da medula 6ssea. Os osteoblastos secretam GAS6 (Especifico de
interrupgdo do crescimento 6 (Growth arrest specific 6)) que tem a capacidade de
regular a quiescéncia de HSC. O GASG6 liga-se a receptores de tirosina quinase Axl,
Tyro3 e Mer e em certos casos inibe a proliferagdo, enquanto que noutros promove
a sobrevivéncia, aumenta a resisténcia a quimioterapia e estimula a proliferagdo. O
equilibrio entre a expressdo de Axl e Tyro3 indica se os HSCs permanecem
quiescentes ou se proliferam. Quando as células PCa que se ligam aos
osteoblastos, aumentam a expressdo de Axl e consequentemente a sinalizacdo
GASB, que inibe a proliferacado das células PCa. Assim, a partir do momento em que
as células PCa disseminadas entram na medula, as interagdes entre GAS6 e os
receptores podem regular o estado de quiescéncia e a proliferacdo das mesmas.
Com este estudo, chegou-se a conclusdo que quando os niveis de Axl séo
superiores a Tyro3, as células disseminadas encontram-se na sua maioria,
quiescentes. Contrariamente, quando a expressao de Tyro3 é superior estas células

proliferam com maior frequéncia.'”’
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3.2.2.2. Deteccao de células dormentes

Em 2015, Michelle Lawson e a sua equipa, conseguiram demonstrar a
capacidade de deteccdo das células dormentes do mieloma. Estas células sédo
resistentes a quimioterapia, uma vez que esta terapéutica apenas atua em células
em divisdo. Encontrando-se estas em dorméncia e ndo em divisdo, torna-se
impossivel a sua eliminacdo por esta via. Neste estudo, conseguiu-se desenvolver
uma técnica de rastreamento das células de mieloma individualmente, por imagem
intravital, conseguindo detetar-se as células em dorméncia e desta forma, fornecer a
base para o desenvolvimento de novas abordagens para a prevenc¢ao da progressao

da doenca.'”®

3.2.3. Colonizagcao Metastatica

A etapa seguinte, a colonizagdo metastatica, continua a ser a etapa mais
analisada para o desenvolvimento terapéutico de farmacos anti-metastizacao e para
a prevencdo de lesBes adicionais. A colonizagdo metastatica engloba todos os
processos que permitem o crescimento de metastases, num local externo ao tumor
primario. Sabe-se que, como ja foi mencionado anteriormente diversas vezes, os
tumores apresentam mutagbes oncogénicas, que permitem a sua evolugdo. As
mutagbes mais comuns sao por exemplo a TP53, tal como ja se falou
detalhadamente, KRAS, ESR1 (Receptor de Estrogénio 1), MYC e BRAF. Muitas
das vias afetadas, por estas mutacbes demonstram afectar a capacidade

metastatica.®

3.2.3.1. Mutagoes TP53 e Plasticidade Transcripcional

Em 2015, uma equipa de investigadores orientada por Eva Lenfert, analisou
o envolvimento das mutagcées TP53 no desenvolvimento de metastases em ratinhos
com tumores mamarios. Neste estudo, foram explorados os efeitos da expressao de
mutagdes em p53 em ratinhos monotransgénicos e bitransgénicos, com tumores
mamarios fenotipicamente semelhantes que possuiam assinatura genética de
transicao epitelial-mesenquimal (EMT), associada a plasticidade de células tumorais.
Anteriormente, foi demonstrado o envolvimento de mutagdes no p53 na indugdo de

EMT."®'  verificou-se um agravamento do fendtipo tumoral nos ratinhos
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bitransgénicos, onde a co-expressao da mutagcdo em p53 agravou o fendtipo de
carcinomas mamarios ao nivel de grau tumoral e potencial metastatico.®’

Esta equipa descreveu a capacidade da mutacdo em p53 atuar como regulador
transcricional global. Contudo, os mecanismos pelos quais esta mutagcédo induz o

gene EMT ainda se encontram sob investigagéo.®’

De acordo com os dados deste estudo, e tal como foi proposto por Ding et. al'®?,
o fendtipo das células tumorais € controlado pela interagao destas células com o
microambiente tumoral. Células que exibem EMT podem apresentar uma maior
probabilidade de escapar a tais controlos do microambiente, permitindo as células
cancerosas disseminar e consequentemente metastizar.'®"

De acordo com o papel dos componentes do microambiente tumoral e a sua
importancia no processo de colonizagdo metastatica, estes podem ser possiveis

alvos terapéuticos no combate & metastizacéo.®

3.2.3.2. Supressao da Metastizagdo por CXCL16 (Quimiocina (C-X-
C motif) ligando 16)

As quimiocinas estdo presentes no TME e tém um papel importante na
regulacdo da migragdo das células imunitarias em inflamagédo e homeostase
através, por exemplo, da interacdo com os receptores acopolados a proteina G.
Certas quimiocinas contribuem para a colonizagdoo metastatica, promovendo a
infiltracao e a sobreviéncia de macréfagos.

Um estudo realizado num modelo murino, avaliou a supressdo da metastizagao
através da quimiocina CXCL16, em células de cancro colorrectal. Esta quimiocina
promove a infiliragdo tumoral de células natural-killer. A CXCL16 é uma quimiocina
transmembranar que induz a expressao do seu receptor CXCR6. CXCL16 encontra-
se expressa em macrofagos, células dendriticas, monécitos e células B, enquanto
que as células T CD8 ativadas, CD4 e NKT expressam o receptor. Células
cancerosas foram injetadas e verificou-se que aquelas que expressavam CXCL16,
tinham a capacidade de inibir as metastases no figado, uma vez que esta induz o
recrutamento de elementos do sistema imunitario. Foi ainda visivel um aumento das
células onde CXCRG6 era expresso no tecido metastatico que expressa CXCL16.
Assim, foi demonstrado o efeito inibitério de CXCL16 sobre as metastases hepaticas

em células com cancro colorrectal.'®
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3.2.3.3. Inibicdo de CCL2 Suprime a Metastizacao

Outro estudo pré-clinico analisou, ndo o aumento dos niveis de uma
quimiocina na diminuicdo das metastases, mas sim se a inibigdo da quimiocina
CCL2 (Ligando 2 de quimiocina com motivo C-C) em células mieloides, com alguma
repercussao nas metastases do figado, derivadas do carcinoma colorrectal. Esta
quimiocina desencadeia o recrutamento das células mieloides presentes no cancro.
O cancro e o comprometimento da sinalizagdo de CCL2/CCR2 inibem o crescimento
tumoral. Apds simulagdo de metastases em ratinhos, através da inoculagdo de
células do carcinoma do célon, foram detectados infiltrados de CD11b/Gr1™
(marcador classico de linhas mieloides 11b e marcador granulocitico 1mid)
associados a metastases hepaticas. Os niveis destes infiltrados sofreram um
aumento brusco aquando do estabelecimento das metastases apds o recrutamento
por CCL2 derivadas do tumor. A inibicao da sinalizacdo de CCL2 e a auséncia do
seu receptor CCR2, reduziu este recrutamento e consequentemente o tumor.
Conclui-se assim que as células mieloides, mais especificamente CD11b/Gr1™¢,
estdo associadas a metastases hepaticas do cancro colorrectal, sendo um potencial
alvo para terapia anti-metastizacdo. CCL2 tem a capacidade de inibir o crescimento
tumoral, podendo ser manipulada pelo cancro. Desta forma, a inibicdo desta
quimiocina melhora a metastizagdo. Ficou comprovado que CCL2 apresenta um
pontencial no tratamento anti-metastizagéo.'®*

Conseguiu-se verificar que elementos do microambiente tumoral, como as
quimiocinas, podem ser potenciais alvos terapéuticos no tratamento anti-
metastizacdo. O facto de existirem multiplos membros desta familia, faz com que
existam varios pontos a ter em consideragdo no combate da doenca metastatica

através de quimiocinas.

3.2.3.4. Repressao da Colonizagado Metastatica por LOXL2

Outro elemento importante do TME é a enzima lisil oxidase (LOX), induzida
pela hipéxia que participa na colonizagdo metastatica, através da mobilizacdo de
células da medula éssea no nicho pré-metastatico e nas alteragbes em ECM. As
células tumorais em hipoxia s&o especialmente agressivas, metastaticas e
resistentes a terapia. Um aumento do nivel de LOX esta associado ao processo de
metastizagdo, essencial para a metastase induzida por hipdxia. 8¢°
Um ensaio pré-clinico comandado por Canasin, analisou a repressao da

colonizacao metastatica, através de LOXL2 (Proteina tipo lisil oxidase 2) e factor
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E47 EMT em células do carcinoma da mama. A EMT proporciona as células
tumorais a capacidade de invasdo dos tecidos e promove a intravasagcdao e o
extravasamento. A regulagdo negativa da molécula de adesdo E-caderina é
mediada por factores de transcricdo indutores de EMT como é o caso do E47, sendo
um EMT-FT (Factores de transcricdo que induzem EMT). Os resultados deste
estudo demonstraram que a LOXL2 interage com E47 para colaborar na regulagao
negativa da transcricdo de E-caderina. A interferéncia de ambos os factores, diminui
o potencial metastatico das células do cancro da mama malignas. Assim, em
modelos celulares sob hipdxia, a LOXL2 secretada pelas células do carcinoma da
mama, induz uma infiltragdo pulmonar e a colonizagdo das células metastaticas.
Conclui-se entdao que elevados niveis de LOXL2 podem promover a colonizagao
precoce metastatica. Este facto, juntamente com a regulagdo positiva de E47
presente em ceélulas do carcinoma primario da mama ajuda na progressao de
metastases nestes tumores.'®®

Pode dizer-se que a familia de LOXL esta associada a estimulacdo da
metastase e desta forma podera ser mais um possivel alvo terapéutico no
tratamento anti-metastizagdo, uma vez que a sua presenga promove a metastizacéo

e consequentemente, a sua inibicdo devera diminuir este processo.

No TME também estdo presentes exossomas, pequenas vesiculas derivadas de
células, que promovem comunicagdes entre células. Estas vesiculas também tém
um papel no nicho pré-metastatico, angiogénese, fungdo imune e comunicagao
entre células cancerosas e o microambiente. Contudo, a sua funcdo depende das
células de origem, bem como, das condi¢des em que sao produzidos. Determinados
siRNAs (RNA silenciadores) exégenos foram veiculados em exossomas in vivo,'®’
formulando-se a hipdtese que as cargas supressoras de metastase poderiam ser
desta forma, entregues nas células alvo.?

Varios ensaios clinicos foram iniciados de forma a explorar a utilizacdo dos
exossomas em doentes com cancro,'® a capacidade destas vesiculas de ativarem o

sistema imunitario'8%1%°

191

e ainda a sua utilizacdo como forma de estimar respostas a
terapias °'. A promogao da metastizac&do pelos exossomas ou supresséo do sistema
imunitario tem sido estudada como uma hipotese para o tratamento da doenca
metastatica. Desta forma, um ensaio clinico ira acompanhar o comportamento das
células imunes, os factores secretados e as exossomas libertados no sangue, antes,
durante e apds a terapia com radiacdo. Contudo, ainda ndo existem mais
informacgdes, uma vez que a data prevista para término do ensaio é Junho de

2018.1%2
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3.2.3.5. Bloqueio de CTLA4

A redugdo de uma metastase estabelecida € um grande desafio, sendo que
uma das possiveis abordagens, para o seu tratamento se baseia na proteina 1 da
morte celular programada (PD1 ou PDCD1) e CTLA4. Analisou-se ainda a eficacia
do bloqueio de CTLA4, como imunoterapia adjuvante, para reduzir a recidiva
metastatica apos cirurgia. Uma abordagem terapéutica possivel para o bloqueio do

CTLAA4 é através do ipilimumab ja descrito anteriormente. '°"~"°

3.2.3.6. Bloqueio de PD1

Outra possivel abordagem baseia-se na interagdo PD1-PDL1, tal como foi
descrito anteriormente através do pembrolizumab, onde o bloqueio desta interagao
tem a capacidade de reduzir a doenca metastatica. Estas evidéncias permitiram
posteriormente a aprovacdo de Pembrolizumab no tratamento do cancro metastatico
das células ndo pequenas do pulméao, como foi mencionado anteriormente nos
farmacos anti-metastizacédo em pratica clinica.'®*'%

Ao longo deste trabalho podemos constatar uma diversidade de abordagens
relativas as novas terapias anti-metastizagdo. Devido a complexidade do processo
de metastizacao, tem-se procurado o tratamento eficaz nas diversas etapas deste
processo, desde o processo de seeding, a dorméncia e a colonizagao metastatica.
Atualmente o maior alvo de investigacdo de novos alvos terapéuticos ocorre a nivel

da colonizacdo metastatica.
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Capitulo 3 — Consideragoes Finais

O cancro é a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e tornou-se
um dos maiores problemas de saude publica na atualidade. Consequentemente, o
consumo de medicamentos oncologicos também tem sofrido um aumento
progressivo e significativo nas Ultimas décadas. Relativamente a metastizacao
verificou-se que as lesbes secundarias ao tumor primario sdo a principal causa de
morte para a maioria dos doentes com cancro metastatico. Atualmente, esta-se a
procurar alterar este paradigma, estando a medicina a encontrar solugdes
terapéuticas para eliminar as células pré metastaticas e ja metastizadas.

Esta dissertacdo procurou focar-se na metastizacdo, e na dificuldade em
travar este processo. Assim, verificou-se que quando disseminadas, as células
tumorais, sao altamente influenciadas pelo seu microambiente tumoral, composto
por diversas células quer do préprio tumor quer ainda por células endoteliais,
pericitos, células do sistema imunitario e fibroblastos associados ao tumor. Tornou-
se claro que o desenvolvimento e a progressdo do cancro nao ocorre
exclusivamente devido as células tumorais, mas tem que se considerar o
microambiente envolvente.

Ao longo das ultimas décadas, a doenga metastatica tem vindo a ser cada
vez mais estudada e clarificada. A sua investigacdo tem permitido dar resposta a
muitas perguntas, contudo ainda existem muitas outras perguntas sem resposta.
Varios agentes tém sido estudados e demonstrados, procurando prevenir ou reduzir
metastases. Ja existem diversas terapias anti-metastizacdo em pratica clinica,
aprovadas pela Food & Drug Administration. Hoje em dia ja se encontram no
mercado medicamentos capazes de reduzir as metastases, desde anticorpos
monoclonais como o denosumab, bevacizumab, Ipilimumab, pembrolizumab e
ainda, outros medicamentos aprovados tal como o crizotinib. Outros farmacos,
apesar da sua eficacia em modelos pré-clinicos, nem sempre demonstraram grande
eficacia quando estudados em humanos.

Atualmente, muitos investigadores procuram fornecer dados pré-clinicos que
validem adequadamente potenciais agentes terapéuticos anti-metastizagcdo. Na
presente dissertacdo, para além da terapéutica em pratica clinica, também foram
abordados os potenciais alvos terapéuticos anti-metastizacdo que se encontram em
investigacdo ainda em fase pré-clinica. Pela complexidade da doenga metastatica,

verificou-se que existem diferentes abordagens a considerar durante a investigacao
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de potenciais alvos terapéuticos os quais vao desde a fase de seeding, passando
pela fase de dorméncia, até a colonizagao metastatica. Existem varias terapéuticas
possiveis de ensaios pré-clinicos, tais como, as direccionadas para mutagcdes no
P53, capazes de levarem a plasticidade das células cancerosas: a supressao da
metastizagao, através da quimiocina CXCL16 ou CCL2: a repressao da colonizagao
metastatica por LOXL2: o bloqueio do antigénio 4, associado aos linfocitos T
citotoxicos e ainda bloqueadores de PD-1. Apds os resultados positivos nos ensaios
pré-clinicos, compete aos investigadores a continuacdo destes estudos que
permitam alcancar resultados clinicos passiveis de levar a aprovacdo desses
medicamentos, como terapias inovadoras no combate as metastases.

Muito do sucesso dos novos farmacos anti-metastizacdo, advém de anos de
investigacdo desenvolvidos por inumeros investigadores. O cancro e mais
especificamente, a metastizacdo é a doenca da atualidade e tém surgido e irdo
certamente continuar a surgir, cada vez mais terapias inovadoras e eficazes no
combate as metastases. Apesar de toda a informacéao inerente a esta doenga que foi
e tem vindo a ser descoberta, sabemos que o tema é complexo e que ainda existem
muitas perguntas que ainda permanecem sem resposta. Contudo, espera-se que o
desenvolvimento da Ciéncia seja cada vez mais eficaz e que desenvolva os
medicamentos “certos” que venham a possibilitar encontrar a cura do cancro e da
metastizacdo, irradicando do nosso planeta a doenga considerada como a “doenca

do século”.
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