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Abreviaturas e Siglas

ALT — (do inglés) Alanine Aminotransferase

AST — (do inglés) Aspartate Aminotransferase

DCE-MRI — (do inglés) Dynamic contrast-enhanced Magnetic Resonance Imaging
FDA — (do inglés) Food Drug Administration

FGF — (do inglés) Fibroblast Growth Factor

GIST — (do inglés) Gastrointestinal Stromal Tumour

HER — (do inglés) Human Epidermal Growth Factor Receptor
HGF — (do inglés) Hepatocyte Growth Factor

IgG — (do inglés) Immunoglobulin G

IMG — (do inglés) Intussusceptive Microvascular Growth
mCRC — (do inglés) Metastatic Colorectal Cancer

mRCC — (do inglés) Metastatic Renal Cell Carcinoma

NSCLC — (do inglés) Non-Small-Cell Lung Carcinoma

OS — (do inglés) Overall Survival

PFS — (do inglés) Progression Free Survival

PLGF — (do inglés) Placental Growth Factor

RCC — (do inglés) Renal Cell Carninoma

RTK — (do inglés) Receptor Tyrosine Kinase

TKI — (do inglés) Tirosine Kinase Inhibitor

VEGF — (do inglés) Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR — (do inglés) Vascular Endothelial Growth Factor Receptor



Resumo

Este trabalho tem como objetivo fazer um resumo acerca da terapia anti-VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), um tipo de terapia promissora focada na vasculatura tumoral
que acarreta efeitos secundarios significativamente mais brandos, quando comparada com
outro tipo de terapias. Aborda ainda o papel da angiogénese mediada pelos diversos VEGF’s
na proliferagao tumoral e como o uso deste tipo de agentes pode trazer grandes beneficios
para os doentes cancerigenos. Sao ainda apresentados os medicamentos mais em foco e os
seus resultados nos diversos ambientes cancerigenos, baseados em ensaios clinicos recentes.
Trata também da questao da resisténcia a este tipo de terapia, abordando os topicos mais
proeminentes tais como mecanismos alternativos de vascularizagao tumoral, mecanismo
alternativos de sinalizagao pro-angiogénicos e a adaptagao das células tumorais a condigoes
de stress. Por ultimo, faz um progndstico do caminho que este tipo de terapia podera e

devera seguir

Abstract

This paper aims to make a summary about the anti-VEGF therapy (Vascular Endothelial
Growth Factor), a type of promising therapy focused on tumor vasculature which carries
significantly milder side effects compared with other therapies. It also addresses the role of
angiogenesis mediated by VEGF's in tumor proliferation and how the use of these agents can
bring great benefits for cancer patients. They also present the medications that are more in
focus and results in the various carcinogenic environments, based on recent clinical trials. It
also addresses the issue of resistance to this type of therapy, addressing the most prominent
issues such as alternative mechanisms of tumor vasculature, alternative signaling mechanism
pro-angiogenic and tumor cell adaptation to stress conditions. Finally, it makes a prediction

of the path that this type of therapy must follow.



Introducao

Os VEGF ou factor de crescimento endotelial é uma familia de moléculas primeiramente
identificadas e isoladas como um mitogénio especifico das células endoteliais com capacidade

de induzir angiogénese tanto em processos normais como patologicos.

A angiogénese é um processo fisiol6gico normal do organismo que consiste na formagao de
novos vasos sanguineos a partir de outros pré-existentes, a alteragao para que o processo
ocorra parte de um desiquilibrio entre agentes pré e anti angiogénicos. Este processo no
qual os VEGF's desempenham um papel critico, é responsavel no adulto por regular o ciclo
reprodutivo da mulher, a cicatrizagao de feridas, a inflamagao, a permeabilidade vascular, o
tonus vascular e a hematopoiese. Esta ainda relacionado com diversos processos patologicos
como degeneragao macular, artrite reumatoide, crescimento tumoral e metastizagao. A
angiogénese € assim vista como um processo chave no crescimento e maturagao tumoral, a
neovascularizagao do tumor vai entao resultar num maior aporte sanguineo fazendo assim
chegar ao tumor uma maior quantidade de oxigénio e nutrientes tornando assim o seu

desenvolvimento sustentavel.

Olhando entao para o papel dos VEGF's neste processo patologico. Judah Folkman, em
1971, foi o primeiro a teorizar os beneficios que uma terapia focada nos fatores de
crescimento poderia trazer no combate ao desenvolvimento tumoral. Judah ajudou assim a
clarificar o papel destes mediadores, bem como ao agregar informacao doutros estudos
posteriores foi possivel estabelecer que: a) vascular endothelial growth factor A é um
mediador chave tanto no despertar como no desenrolar deste processo, b) VEGF's estao
sobre-expressos na maioria dos tumores solidos e c) a inibicao dos VEGF's consegue

suprimir o crescimento de tumores em modelos animais (2-4).

Assente nestas observagoes, tém vindo a ser desenvolvidas varias terapias focadas na
angiogénese, bloqueando os mediadores VEGF’s e inibindo assim os processos fisiologicos

desencadeados por estes.

Assim, é objetivo deste trabalho analisar o progresso deste tipo de terapia, abordando as
questoes actuais existentes sobre o tema e propondo possiveis caminhos para que este tipo

de terapia se venha a desenvolver por forma a poder tornar-se mais eficaz.



Familia do factor de crescimento endotelial vascular

A familia dos VEGF’s é constituida por varios mediadores sendo eles VEGF-A, VEFG-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-F e PLGF. Estes vao atuar através de trés recetores tirosina cinase
— VEGFR-I, VEGFR-2 e VEGFR-3. Apesar de as suas fungoes fisioldgicas nao estarem
completamente determinadas certos VEGFR’s tém sido alvo de terapias anti tumorais devido

ao seu papel ja conhecido na angiogénese (5).

O mediador mais importante é o VEGF-A, a sua atividade como o nome indica foi estudada
maioritariamente nas células endoteliais mas é sabido que tem atividade noutros tipos de
células nomeadamente nas células neuronais, em células tumorais e em células do epitélio
renal. (6) Estudos in-vitro demonstraram ainda a sua atividade na estimulagao da mitogénese
das células endoteliais e na sua migragao. Estudos de delecio do gene VEGF-A
demonstraram a sua relagao estreita com a angiogénese, uma vez que Os ratos que
apresentavam esta condigao apresentaram letalidade embrionaria devido a varios defeitos de

formacgao das estruturas vasculares.

Apesar das fungoes do VEGF-B continuarem pouco claras é sabido que forma ligagdo com o
VEGFR-I. Tém ainda sido sugeridos varios papéis onde este esta envolvido, nomeadamente
na fungao cardiaca em adultos. No entanto, parece nao ter um grande envolvimento no que
diz respeito ao desenvolvimento angiogénico, nem no desenvolvimento cardiovascular.
Chegou-se a estas conclusdes em estudos knockout onde foi feita a delecao do gene VEGF-

B e apesar de algumas anormalidades na condugao cardiaca os ratos eram viaveis (7).

O VEGF-C maturado liga-se tanto ao VEGFR-2 como VEGFR-3. Este mediador da familia

VEGF esta envolvido no desenvolvimento linfatico e na sua manutengao no ser adulto (8).

Estudos knockout efetuados em ratos demonstraram que a sua delegao provoca letalidade
embriodnica. A perda deste gene é assim definida por linfoedema devido ao desenvolvimento
deficiente da vasculatura linfatica. Foi também possivel observar o desenvolvimento normal
dos vasos sanguineos uma vez que estes nao apresentaram alteragoes nos ratos que
possuiam esta condigao, permitindo assim concluir que a primeira vista este nao esta

fortemente relacionado com a angiogénese (9).

VEGF-D tem como recetores VEGFR-2 e 3. Estudos onde foi feita a delegao do gene VEGF-
D evidenciaram uma viabilidade embridnica dos ratos, observando-se também a presenga da

vasculatura linfatica normal. Estes dados sugerem que o VEGF-C e outros fatores de



crescimento possam ser capazes de preencher o seu papel durante o desenvolvimento e

também no ser adulto (10).
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O dltimo membro da familia dos VEGF’s é o PLGF. E expresso primariamente na placenta tal
como o seu nome sugere, mas € também encontrado no coragao, na retina, na pele e
musculo-esquelético. Os estudos onde este gene estava deletado demonstraram reduzida

vascularizagdo do corpo luteo e da retina, mas os ratos eram viaveis (11).

Receptores VEGF

Para estimularem uma resposta fisioldgica todos os membros da familia dos VEGF’s
necessitam de se ligar a recetores tirosina cinase, recetores estes que se encontram nha
superficie celular. Existem trés recetores tirosina-cinase que medeiam as fungoes
angiogénicas da familia dos VEGF- VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. Embora estes recetores
potenciem diversas fung¢oes, estes sao estruturalmente muito semelhantes. Cada um é assim
constituido por um dominio com sete partes tipo imunoglobulina extracelular, um segmento
justa-membranar e um dominio proteico divisivel intracelular tirosina-cinase e finalmente por
uma cauda terminal do tipo carboxilo. E através destes que as suas fungdes na angiogénese
sao mediadas. Assim, quando se da a ligagao recetor-mediador é induzida uma
transfosforilagao através da qual os recetores se tornam ativos. Esta fosforilagao ira ocorrer
em diferente extensao, tempo e localizagao. O receptor VEGFR-2 aparenta ser o mediador
mais importante envolvido na sinalizagao angiogénica induzida pelos VEGF's. O VEGFR-I
apesar de a sua fungao nao estar particularmente bem definida ja existem dados que
apontam para uma fun¢ao de modulador do VEGFR-2. Esta fungao é exercida funcionando
este como recetor chamariz, utilizando a sua forte afinidade para os VEGF, aprisionando o
ligando prevenindo assim a sua ligagao a outros recetores (12). O recetor VEGF é essencial
durante o desenvolvimento embrionario, esta afirmagao é reforcada com os ensaios clinicos
sobre animais VEGFR-| nulo que mostraram letalidade embrionaria devido a uma rede

vascular desorganizada e destruturada (13).

No entanto, ratos que nao expressem o dominio tirosina-cinase do VEGFR-1 mas que
mantenham o dominio extracelular de ligagao ao ligando e o segmento transmembranar sao
viaveis, demonstrando assim a importancia do sequestro do ligando na fungao deste recetor

(VEGFR-1) (14).



A ligacao do VEGF a este receptor permitiu ainda concluir que este induz a atividade da
SHP-I fosfatase que, por sua vez, reduz os niveis de fosforilagao do VEGFR-2 (15). Estas
informagoes suportam assim o papel regulador que o VEGFR-| tem sobre o VEGFR-2 o que

pode ter implicagdes no direcionamento da terapia VEGF sobre os tumores.

Como ja referido anteriormente o VEGFR-2 é o mediador predominante da sinalizagao
angiogénica induzida por VEGF’s. Este é passivel de ligacao a todos os mediadores VEGF’s
embora possua menos afinidade para os VEGF's do que o VEGFR-I que tem uma atividade
cindtica maior. A expressao de VEGFR-2 por macréfagos demonstrou mediar a infiltragao de
macrofagos em animais portadores de tumores (16). Ratos VEGFR-2 nulo revelaram-se letais
entre o dia 8,5 a 9,5. Estes apresentam defeitos severos no desenvolvimento celular

endotelial e hematopoiético sem organizagao dos vasos sanguineos no embriao desenvolvido
(17).

VEGFR-3 liga tanto o mediador VEGF-C e D encontra-se predominantemente na superficie
do endotélio linfatico e tem fungoes na remodelagao do plexo capilar primario no embriao,
com papel demonstrado na angiogénese e linfoangiogénese no adulto (18-20). Ratos VEGFR-
3 nulos revelaram letalidade embrionaria ao dia 9.5, apresentando falha cardiovascular
resultado de uma estruturagao e organizagao anormal dos grandes vasos com consequéncias

no limen dos vasos e acumulagao de fluido no interior da cavidade pericardica (21).

As anormalidades registadas nos estudos acima mencionados sugerem que este recetor tem
funcoes primeiramente associadas ao desenvolvimento do sistema cardiovascular e na
vasculatura linfatica em adultos (22). Assim o VEGFR-3 e os seus ligandos (VEGF-C/D) por
apresentarem uma sinalizagao molecular forte entre eles para a linfoangiogénese nos
tumores apresentam-se como outro possivel caminho para uma terapéutica anti-angiogénica

e anti-metastatica.

Terapéutica inibitéria dos VEGF’s na terapia anti-tumoral

Os mediadores VEGF’s e os seus receptores tem um papel central no processo angiogénico.
A inibicio dos processos angiogénicos desencadeados por estes é assim de grande
importancia e tem sido o grande foco de interesse visto que, 60% dos tumores malignos

expressam altas concentragoes de VEGF's.



Assim que os tumores crescem para la de um certo tamanho a simples difusao de oxigénio e
nutrientes torna-se insuficiente, necessitando de um maior aporte de sangue para suprir as
necessidades crescentes. Assim, seria de supor que travando a angiogénese o tumor
diminuiria e na melhor das hipoteses desapareceria por falta de oxigénio e nutrientes.
Sugeriu-se assim que a inibicio dos VEGF’s teria uma maior eficacia numa fase precoce da
doenga. Contudo, devido a habilidade dos VEGF’s para regular a permeabilidade dos vasos
sanguineos seria também de esperar que a sua inibicao poderia ainda diminuir a formagao de
fluido ascitico e o edema observado em tumores com vascularizagao ja estabelecida (23-24).
A confirmagao desta hipotese surgiu através de estudos DCE-MRI de tumores tratados com

dois inibidores de VEGFR Vatalanib e Bevacizumab.

Assim, as estratégias para inibicdo da cascata de sinalizagdo do VEGF incluem anticorpos
direcionados contra VEGF ou VEGFR, analogos soliuveis dos VEGFR (VEGF-trap) e
inibidores de tirosina-cinase. Uma das primeiras estratégias para inibir a atividade dos VEGF

envolveu o uso de anticorpos estritamente direcionados contra os recetores VEGF.

Dados préclinicos acerca de anticorpos anti-VEGFR-2 demonstraram diminuigao na
sinalizagao induzido pelos VEGF, diminuicao da angiogénese e diminuigao no crescimento,
tanto primario como metastatico numa variedade de sistemas tumorais (25). Como o
VEGFR-2 é considerado geralmente o mais importante transdutor do sinal angiogénico
dependente dos VEGF’s representa assim um alvo primario no que diz respeito a terapia
anti-angiogénica. O sucesso deste tipo de terapia apesar de ter obtido resultados positivos
nao foi de encontro ao esperado, variando esse sucesso de acordo com o tipo de cancro e
consoante o estadio da doenga (metastatico, adjuvante, neoadjuvante). Como tal tem sido

feito estudos tendo em conta o estadio do tumor para avaliar a sua eficacia consoante este.

Terapéutica usando anticorpos monoclonais
Bevacizumab

Avastin® ou bevacizumab foi o primeiro firmaco aprovado pela FDA desenhado para
bloquear a formagdo de novos vasos sanguineos em tumores. Foi desenvolvido pela
Genentech e aprovado em 2004, com indicagao para o cancro do colorectal metastisado
quando usado em concomitancia com quimioterapia como tratamento de primeira linha e

usado em segunda linha em conjunto com tratamento quimioterapia baseado no 5-
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fluoruracilo. Trata-se de anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgG direcionado contra
VEGF’s, que atua bloqueando a ligacao do VEGF, ao seu respectivo recetor, retardando o
tempo que a doenga leva a progredir em pacientes que sofram de cancro metastatico das

células renais e de cancro do pulmao das nao pequenas células.

Bevacizumab foi desenvolvido para inibir os VEGF’s e através destes causar destruicao da
rede de vasos sanguineos que nutre as células cancerigenas, tendo em vista o retardar do
crescimento tumoral. Esta molécula apresenta as mesma propriedades bioquimicas e
farmacolégicas que um anticorpo natural, mas com reduzida imunogenecidade e um tempo
de semi-vida aumentado. Estda aprovado para o tratamento do gliobastoma, para o
tratamento do mRCC como primeira linha ou segunda quando usado com quimioterapia
standartizada de 5-fluorucilo, Non-small-cell-lung-cancer em combinagao com carboplatina e
paclitaxel, esta aprovado para tratar advanced nonsquamous NSCLC e usado com interferon
alfa para cancro metastico do rim. A toxicidade mais comum associada ao uso de
bevacizumab incluem hipertensao, proteinuria, episédios hemorragicos, eventos
tromboticos, dificuldades na cicatrizagio e podem também ser encontrados casos de
coagulos arteriais que podem levar a quadros mais graves como enfartes ou ataque

cardiacos.

Aflibercept (VEGF Trap)

Aflibercept com o nome comercial Zaltrap® é um falso recetor solGvel para os VEGF's. A
molécula liga-se ao VEGF-A antes que possa chegar aos seus receptores naturais (25).
Consiste de uma proteina de fusio recombinante constituida pelos dominios de ligacao
VEGFR-1 e VEGFR-2 e a regido Fc do anticorpo humano IgG. E um potente inibidor da
angiogénese e liga-se ao VEGF-A 1000 vezes mais fortemente a este que os anticorpos
monoclonais e inativa todas as isoformas do VEGF-A sejam elas circulantes ou teciduais

inativando também PLGF e o VEGF-B.

O bloqueio da angiogénese provocado por este, podera ser maior do que aquele conseguido
com outras moléculas, tais como anticorpos monoclonais dirigidos contra os recetores
VEGF. O aflibercept tem uma semi-vida relativamente longa, de aproximadamente duas
semanas. Os resultados dos ensaios clinicos indicam que o sucesso clinico do aflibercept
pode depender de um tratamento prolongado e de uma terapia combinada focada

simultaneamente na inibicao da angiogénese e na invasao tumoral (26).



Este foi aprovado pela FDA para o tratamento do cancro colonrectal metastatico em
combinagao com 5-fluorouracil, leucovorina, irinotecano, em agosto de 2012, com o nome

comercial de Zaltrap®.

Aflibercept atua como um falso recetor sollvel que se liga ao VEGF-A, com uma maior
afinidade do que os seus recetores nativos, bem como aos ligandos relacionados PIGF e
VEGF-B. Atuando como uma armadilha para o ligando, o aflibercept previne a ligacao dos
ligandos enddgenos aos seus recetores respectivos e assim bloqueia a sinalizagio mediada

pelo recetor.

Os efeitos secundarios associados ao seu uso sao varios desde leucopenia, diarreia,
neutropenia, proteinuria, aumento da AST, estomatite, fadiga, trombocitopenia ao aumento
da ALT, hipertensao, perda de peso, diminuigao do apetite, epistaxe, dor abdominal, disfonia,

creatinina no soro aumentada, e dor de cabecga.

Inibidores da Tirosina-Cinase
Sunitib

Comercializado sob o nome de Sutent® é uma pequena molécula administrado por via oral,
sendo um inibidor multiplo dos recetores tirosina-cinase e tendo a sua estrutura baseada
numa indolidona. Sunitib é usado como primeira escolha no tratamento de primeira linha do
RCC. O sunitib inibe a sinalizagao celular referente angiogénese mediada por VEGF’s por ser
direcionado para mdltiplos RTK’s. Estes incluem PDGFR’s e VEGFR’s que tém um papel
tanto na angiogénese tumoral como na proliferagao de células tumorais. A inibicao
simultanea destes alvos leva em paralelo a reduzida vascularizagao do tumor e a morte das
células cancerigenas e ultimamente a redugao do tumor. Sunitib também inibe o KIT, factor
das células estaminais, o RTK que quando impropriamente ativado devido a sua mutagao leva
a maioria dos GIST (27). Tem como indicagio também um tipo de cancro pancreatico
conhecido como tumor pancredtico neuroendocrino. A toma de sunitib podera acarretar
alguns efeitos secundarios tais como fadiga, fraqueza, diarreia, boca seca, hipertensao, perda

de apetite, dores de cabega, tonturas e diminui¢ao do ritmo cardiaco.
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Sorafenib

Sorafenib com o nome comercial Nexavar® surge de uma colaboragio entra a Onyx
Pharmaceuticals que primeiramente desenvolveu a molécula e a Bayer que ajudou a
complementar o seu desenvolvimento. Foi desenvolvido como um inibidor multiquinase que
diminui a proliferacio das células tumorais em vitro. Actua inibindo a actividade alvos
presentes nas células tumorais (CRAF, BRAF, V600E BRAF, c-KIT e FLT-3) e na vasculatura
tumoral (CRAF, VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR-B). As RAF quinases sao quinases
serina/treonina, enquanto que c-KIT, FLT-3, VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR-B sao recetores
quinase/tirosina. As Raf fazem parte do mecanismo oncogénico Ras, este € um gene que leva
a divisao celular quando se encontra sobre-expresso, como acontece em diversos tumores
incluindo RCC. Esta indicado para o tratamento do carcinoma hepatocelular, carcinoma das
células renais avangado que nao apresentou resposta ao tratamento com interferon alfa ou
interleucina-2, € ainda usado para tratar pacientes com carcinoma da tiroide diferenciado
(papilar/folicular/células de Hurthle), localmente avangcado ou metastatico, em progressao,

refratario ao iodo radioativo.

Toxicidade relacionada com o seu uso inclui rash, hand foot skin reaction, fadiga, diarreia e

hipertensao (28,29).

Pazopanib

Pazopanib com o nome comercial de Votrient® esta concebido para bloquear o crescimento
de células tumorais de varias maneiras. Caracteriza-se por ser um inibidor da tirosina-cinase
administrado na forma de sal hidrocloridrico. Esta indicado para o tratamento de primeira
linha em adultos do carcinoma de células renais avancado. E também usado no tratamento
de doentes adultos com subtipos seletivos de Sarcoma dos tecidos moles avangado, que

tenham sido submetidos previamente a quimioterapia.

Trata-se de um inibidor potente multiplo das tirosina-cinases (TKI) dos recetores do factor
de crescimento endotelial vascular -1,-2, e -3, dos recetores do factor de crescimento
derivado das plaquetas (PDGFR — a e B e do recetor do fator das células estaminais. Em
estudos pré-clinicos, o pazopanib inibiu de forma dose-dependente a autofosforilagao
induzida por ligando dos recetores VEGFR-2, C-KIT e PDGFR-B em células cancerigenas. In
vivo o pazopanib inibiu a fosforilagao VEGF induzida do VEGFR-2 em pulmoes de ratinho,
angiogénese em modelos animais e o crescimento de multiplos tumores xenografos

humanos em ratinhos.
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No que diz respeito a toxicidade relacionada com o uso de pazopanib sao frequentes os
seguintes efeitos secundarios diarreia, hipertensao, mudanga da coloragao capilar, niveis
elevados de AST e ALT, niveis aumentados de bilirrubina, contagem baixa sanguinea para

linfocitos e plaquetas e niveis de fosforo e sédio diminuidos bem como glucose aumentados.

Terapia anti-angiogénica no contexto metastatico

Uma vez que a angiogénese é considerada necessaria para o crescimento das metastases em
todos os locais do corpo assumiu-se que os pacientes com tumores metastisados
beneficiariam também deste tipo de terapia. Contudo os resultados foram varidveis, uma vez
mais, variando consoante o tipo de tumor. Estes resultados variaveis sugeriram que, apesar
de se encontrarem no mesmo estadio da doenca continuava a haver tumores sensiveis a

terapia e outros indiferentes a ela.

Inibidores da tirosina-cinase foram desenhados para inibir a sinalizacao dos recetores VEGF.
No mRCC estes agentes demonstraram grande sucesso, com quatro agentes aprovados pela
FDA para este estadio da doenca, sorafenib, sanitib, pazopanib e oxitinib. Sorafenib foi o
primeiro inibidor da tirosina-cinase a demonstrar efeito em mRCC durante um ensaio
clinico de fase Ill. Os resultados traduziram-se num aumento em quase o dobro do PFS (5.5

vs 2.8 meses) e uma melhoria no OS foi também observada (30,31).

Bevacizumab, um anticorpo monoclonal humanizado que se liga especificamente ao VEGF-A,
demonstrou também ele eficicia em varias indicacdes dentro do estadio metastatico. O
primeiro ensaio de fase Il publicado demonstrando a eficacia de um agente anti-angiogénico
na clinica foi em mRCC onde a combinagao de quimioterapia com bevacizumab apresentou
resultados positivos tanto no PFS (10.6 vs 6.2 meses) como no OS (23. Vs 15.3 meses)

comparado com a terapéutica apenas de quimioterapia (32).

Evidencias adicionais suportando a eficacia da terapia anti-angiogénica no cancro colorectal
surgiram do estudo com aflibercept, uma nova proteina de fusao que se liga a trés ligandos
da familia VEGF: VEGF-A, VEGF-B e PIGF. Inibindo também VEGF-B e PIGF que também se
encontram implicados na angiogénese e na manutencio de vasos recém formados,
aflibercept podera assim ter efeitos anti-angiogénicos adicionais quando comparado ao

bevacizumab que apenas tem como alvo VEGF-A (33-36).
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A adigao do aflibercept a quimioterapia mostrou um aumento tanto no PFS como no OS
quando comparado com o tratamento, apenas com agentes quimioterapeuticos no mCRC
(37). Além disso, uma separagao das curvas de sobrevivéncia foi observada neste estudo,
com um aumento na sobrevivéncia de 2 anos no grupo tratado com aflibercept quando
comparado com o grupo de controlo (37). Baseado nesta informagao, o aflibercept foi
recentemente aprovado para o tratamento do mCRC quando em combinagao com
quimioterapia. Curiosamente, apesar do beneficio observado em terapias conjuntas de
bevacizumab ou aflibercept com agentes quimioterapeuticos no mCRC, esforcos para
combinar agentes TKI com quimioterapia em mCRC provaram-se desapontantes em termos

de aumento do OS (38-40).

Contudo, em contraste com alguns dados promissores, ha imensos exemplos de tumores
metastizados onde os agentes anti-angiogénicos falharam consistentemente em exercer um
impacto significativo sobre o OS, podem incluir-se nesse lote cancro da mama, prostata,

pancreas e melanoma.

A terapia anti-angiogénica no tratamento de tumores metastaticos da mama tem interesse
significativo. Em 2005 em estudos de fase Ill (AVF2119) demonstrou que a adigao de

bevacizumab ao capacitabine nao originou resultados positivos, tanto no PFS como no OS
(41).

No entanto em 2007, outro estudo de fase Il (E2100) incluindo bevacizumab a terapia com
paclitaxel acabou por demonstrar um aumento no PFS (I1.8 vs 5.9 meses), mas nao
apresentou aumento no OS no tumor metastatico da mama (42). Baseado nestes dados, a
FDA acelerou a aprovagao da combinagao de bevacizumab com paclitaxel para o tratamento
de tumor metastatico da mama HER-2 negativo. Outros trés estudos de fase Ill com
bevacizumab associado a quimioterapia foram desenvolvidos para o mesmo tipo de cancro
(AVADO, RIBBON-1 e RIBBON-2) e apesar de demonstrarem novamente uma extensao do
PFS, os resultados para o OS revelaram-se mais uma vez desapontantes, nao apresentando
melhorias quando comparados com o tratamento usando apenas agentes quimioterapicos

(43-45).

Tomando em consideragao estes dados a FDA em 2010 decidiu revogar a licenga do
bevacizumab para esta indicagao. A acrescentar a isto, resultados desencorajadores também
foram observados com o uso de TKI no tumor da mama. Mas nao sé nos tumores da mama
os resultados foram dececionantes, também no adenocarcinoma da prostata (46) e cancro

da préstata e tanto com o uso de bevacizumab como de aflibercept (47).
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O porqué de alguns agentes anti angiogénicos mostrarem eficacia em alguns tumores
metastaticos e noutros nao, € atualmente desconhecida (48). Na base disto estarao
importantes diferengas biologicas entre os tipos de cancro e poderao ser a base para estes

resultados tao contrastantes obtidos com esta abordagem terapéutica.

Terapia anti-angiogenica no contexto adjuvante

O uso de agentes anti-angiogénicos neste contexto tumoral, baseia-se no principio que apos
remogao cirurgica do tumor primario a inibicdo da angiogénese pode impedir recidivas

localizadas ou o crescimento de micrometastases tumorais.

Dois estudos de fase Ill no contexto adjuvante (NSABP-CO8/AVANT) foram desenhados de
maneira a poder comparar o OS em tumores do colorectal tratados apenas com
quimioterapia durante 6 meses em grupo e quimioterapia em combinagao com bevacizumab
também durante o mesmo periodo de tempo, seguindo-se mais 6 meses de terapia de
manutengao apenas com bevacizumab. Contudo nao foram observadas diferencas

significativas no OS quando avaliados durante um periodo de tempo de 3 e 5 anos (49,50).

Com provas dadas no contexto metastatico em tumores do colonrectal o bevacizumab nao
conseguiu alcancar resultados encorajadores no contexto adjuvante. Estes resultados
sugerem que mesmo em tumores onde os agentes anti-angiogénicos ja deram provas de

eficacia quando usados noutro contexto nao mostram eficacia.

E, esta premissa nao é sé verdadeira para o bevacizumab, ja que estudos revelam que
seguindo o exemplo deste outros agentes anti angiogénicos demonstraram resultados
desapontantes no cancro do colorectal. Assim, irinotecano, cetuximab e bevacizumab apesar
de mostrarem resultados no contexto metastatico, falharam em reproduzi-los no contexto
adjuvante (49,51-53). As razoes por detras destes resultados nao estao de todo esclarecidas,
mas pensa-se prenderem-se com a biologia das micrometastases poder ser bastante
diferente dos processos biologicos que ocorrem nos tumores metastaticos ja estabelecidos

e que isso tem consequéncias importantes para a resposta terapéutica registada.
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Terapia anti-angiogénica no contexto neo-adjuvante

Teoricamente falando o uso de agentes anti-angiogénicos teria grande interesse e traria

grandes vantagens no tratamento em tumores deste tipo de contexto cancerigeno.

Primariamente poderia ser usada para reduzir o tamanho do tumor, convertendo tumores
nao operaveis em tumores que fossem passiveis de operar e ainda seria de prever que o seu
uso diminuiria as hipoteses tanto de recidivas como de metastizagao local. No entanto em
ensaios clinicos randomizados demonstraram dados contraditorios, nomeadamente em
pacientes com cancro da mama (54,55). Nao sendo assim claro se o uso de terapia anti-
angiogénica neste tipo de contexto traria beneficios aos doentes pois ainda nao existem

dados maturados sobre este contexto cancerigeno.

Entraves a terapia anti-angiogénica

A resisténcia a terapia anti-angiogénica tem sido uma das causas apontadas para os
resultados variaveis obtidos na pratica clinica no uso deste tipo de terapia. A resisténcia
pode ser genericamente classificada como intrinseca, onde os tumores nao apresentam
resposta desde o inicio da terapéutica, e adquirida, onde os tumores apesar de apresentarem
numa primeira fase resposta ao tratamento acabam por progredir independentemente de

estarem a ser tratados.

Uma vez que a terapia anti-angiogénica visa atingir o tumor atuando na sua vasculatura, os
mecanismos que determinam a sua sensibilidade ou resisténcia advém provavelmente de uma

interagao complexa entre as células tumorais e o estroma a que estao associadas.

Estudos efetuados em pacientes com mRCC tém vindo a revelar algumas informagoes sobre
esta relagdo tumor-estroma no que diz respeito a resisténcia intrinseca. Quando examinados
tumores que estejam a ser tratados com um Unico agente anti-angiogénico, estes
demonstraram nao sé diferengas em termos de fluxo sanguineo como também mudangas em
relagio 4 dimensao da lesao. Em alguns casos é possivel observar uma forte resposta
vascular ao tratamento que é acompanhada pela diminuigao significativa do tumor (56,57).
Tumores onde surja este tipo de resposta provavelmente possuem duas importantes
condigOes: a) que o crescimento e manutengao da sua vasculatura é extremamente sensivel
ao tratamento e b) que sobrevivéncia das células tumorais esta intimamente interligada com

o seu suprimento vascular.
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Num segundo cenario apesar da resposta vascular ser boa o crescimento tumoral é apenas
estabilizado o que leva a crer que apesar da diminuicio do aporte vascular as células
tumorais sofreram um processo adaptativo de forma a conseguirem sobreviver no novo
ambiente vascular. No entanto, hd casos onde a resposta vascular a terapia é nula ou
inexistente, resultando em poucas ou nenhumas alteragoes a progressao tumoral (56-58).
Assim nos casos onde a terapia nao se mostra eficaz, a resisténcia devera advir de meios
alternativos que o tumor podera ter encontrado de forma a poder vascularizar-se e
recorrendo a um tipo de vasculatura que seja insensivel a terapéutica anti-VEGF instituida ou
ainda a uma possivel adaptagao tumoral para que o seu crescimento e manutengao continue
a ocorrer apesar do reduzido fluxo vascular (57). Algumas teorias surgiram para explicar

esta resisténcia e o porqué deste tipo de terapia nao atingir o seu pleno potencial.

Heterogeneidade da vasculatura tumoral

Como foi dito anteriormente a vasculatura tumoral apresenta grande heterogeneidade no
que diz respeito a sua resposta a terapia anti-angiogénica, com alguma vasculatura a

demonstrar sensibilidade e outra a apresentar uma forte resisténcia.

Em estudos pré-clinicos a terapia focada nos VEGF’s foi capaz de suprimir eficazmente o
crescimento de novos vasos tumorais, mas mostrou-se menos eficaz no que diz respeito a

vasculatura ja estabelecida (125-127).

Isto podera ser explicado se pensarmos que os novos vasos tumorais recém-formados
forem extremamente dependentes dos mediadores VEGF e a medida que estes vao
maturando perdem essa dependéncia. Essa maturacao podera ocorrer através de diferentes
processos, “levando a formacao de até pelo menos seis diferentes tipos de vasos sanguineos

tumorais, variando quanto a sua sensibilidade para a terapia anti-VEGF” (60).

Ora, um dos aspetos da maturagao dos vasos sanguineos é o recrutamento de pericitos para
os vasos tumorais. Processo este mediado por recetores de crescimento derivados das

plaquetas.

Esta demonstrado que a inibigao do recrutamento de pericitos mediado pelo PDGF aumenta

a eficacia da terapéutica anti-VEGF (62,63).

Muitos dos inibidores tirosina cinase anti VEGF usados hoje na pratica clinica sio potentes
inibidores tanto dos VEGFs como também do PDGF inibindo assim o recrutamento

pericitico. No entanto, foram recolhidos dados em modelos xenografos usando TKI que
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apresentaram dados contraditérios. Tanto aumentando como diminuindo os niveis de

cobertura efetuada pelos pericitos, dependendo do estudo em questao (64-67).

Assim, em vasos tumorais maduros que demonstrem resisténcia ao Anti-VEGF continuam a

ser dificeis de tratar nao apresentando respostas satisfatorias.

Mecanismo alternativos de sinalizacdao pro-angiogénicos

Mesmo quando a sinalizagio VEGF esta inibida o crescimento e manutengao de vasos

sanguineos pode ser estimulada através de outros meios de sinalizagao.

Estudos pré-clinicos conseguiram identificar védrios candidatos capazes de induzir o
crescimento e manutengao da vasculatura tumoral. Estes mesmos estudos provaram ainda,
que a terapia simultaneamente focalizada nos sinalizadores VEGF’'s e em outros fatores de
crescimento aumenta a resposta a terapéutica. Assim, terapias que visem multiplos fatores
de crescimento pro-angiogénicos poderao ser necessarias para alcangar uma supressao
eficaz e duradoura da angiogénese tumoral e por conseguinte, o retardar ou parar o seu

crescimento.

Existem ainda dados que comprovam que a presenga de fatores circulantes
(FGF2,HGF,PLGF) imediatamente antes da progressao da terapia anti-angiogénica, esta

relacionado como desenvolvimento de resisténcia a esta (68,69).

Contudo, esta ainda por confirmar clinicamente que estas vias alternativas de sinalizagao

pro-angiogénicas medeiam resisténcia a este tipo de terapia.

Apesar da maioria dos TKI usados na pratica clinica visarem alvos multiplos e conseguirem
suprimir nao so a sinalizagdo mediada pelos VEGF mas também pelo FGF e PDGF, alguns
tumores continuam a mostrar sinais de progressaio mesmo durante o tratamento com estes

TKI-multi-alvo.

Adaptacao das células tumorais a condi¢Ges de stress

Como ficou explicito durante todo este trabalho o objectivo da terapia anti-VEGF é reduzir
o aporte de oxigénio e nutrientes ao tumor, suprimindo o seu crescimento. Contudo,
trabalhos pré-clinicos demonstraram que as células tumorais mesmo privadas destes
componentes, possuem a capacidade de se adaptarem e a este novo ambiente e

sobreviverem nele.
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Estes mecanismos de sobrevivéncia incluem uma resisténcia por parte das células tumorais a
morte quando sob condigoes de stress. Isto podera ser conseguido através de aberragoes
genéticas ocorridas nessas células como a perda da fungao do gene de supressao tumoral

p53 (70,71).

Tumores tratados com terapia anti-angiogénica poderao adaptar-se, alterando o seu
metabolismo e recorrendo a processos de autofagia (64,72-76). Pré-adaptagao ou adaptagao
reativa podem assim desempenhar um papel fundamental em determinar se os tumores

respondem ou nao as terapias Anti-VEGF.

Mecanismos alternativos de vascularizacao tumoral

Apesar de ser comumente aceite que os tumores utilizam maioritariamente o crescimento
angiogénico dependente dos VEGF, comega a ser cada vez mais aparente que a sua
vascularizacao se da através de diversos mecanismos incluindo crescimento microvascular
(IMG), angiogénese glomeroloide, mimetismo vasculogénico, looping angiogénico, co-opgao

de vasos e intussuspeccao (3,77,78).

IMG é um processo que gera dois novos vasos através da fissio de um vaso pré-existente,

este fendmeno foi observado em melanoma primario humano e glioblastoma (79,80).

Angiogénese glomeruloide, resulta de ninhos apertados de vasos tumorais conhecidos como
corpos glomeruloides. Estes corpos glomeruloides foram observados em diversos tipos de

tumor incluindo glioblastoma, melanoma, tumores da mama, endométrio e prostata (81).

Na vasculogénese mimica, as células tumorais, as células organizam-se em estruturas tipo
vasos que sao irrigados através da sua ligagao a vasculatura normal. Foi identificado este
fenomeno em diversos tumores humanos como melanoma, mama, ovario prostata e

sarcoma (82).

Estudos pré-clinicos recentes revelaram que as células estaminais tumorais podem ter
capacidade de se diferenciar diretamente em células endoteliais ou em pericytes, que podera

ser o mecanismo usado para que ocorra este fendmeno angiogénico (83-85).

Na angiogénese em loop, os vasos sao extraidos do tecido normal circundante pela agao de
miofibroblastos contracteis arrastando-os para irrigarem o tumor (86). Embora este
mecanismo sé esteja bem caracterizado na cicatrizagao, € hipoteticamente possivel que os

tumores também se possam servir dele. E de mencionar que estes mecanismos alternativos
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de angiogénese poderao ser independentes dos sinalizadores VEGF e por isso capazes de

mediar a vascularizagao tumoral apesar da terapéutica Anti-VEGF.

Como exemplo, o crescimento microvascular intuspectivo foi demonstrado como um
mecanismo que permite ao tumor escapar dos efeitos dos inibidores tirosina cinase num
modelo pré-clinico de cancro da mama (87). Contudo, apesar de toda esta informagao
continuamos a entender pouco sobre os mecanismos moleculares que controlam estes

fenémenos alternativos de vascularizagio tumoral.

Terapia anti-angiogénica e o futuro

A experiencia clinica adquirida até hoje ja demonstrou que a terapia anti-angiogénica é um
recurso a ter em conta no combate ao cancro. No entanto, o seu total potencial esta ainda
por explorar, existindo ainda muitas incognitas por desfazer e assim é necessario identificar
o caminho que de futuro a terapia deve tomar para que se torne o mais eficaz possivel. A
compreensao acerca da biologia vascular tanto dos tumores primarios como das suas

metastases € um deles.

E necessario pensar que nem todos os tumores vascularizam da mesma forma, e embora nio
seja conhecido o porque desta heterogeneidade na vascularizagdo é claro que esta
heterogeneidade é importante na maneira como os tumores irao responder a terapéutica.
Assim a evolugao tumoral, bem como o ambiente no qual o tumor primario se origina ira
muito provavelmente ter um papel importante na evolugao da vascularizagio do tumor. A
vasculatura nao é uma identidade homogénea, existe uma heterogeneidade consideravel de
formas e fun¢oes que pode ser observada entre diferentes 6rgaos (88). Como diferentes
tipos de tumores primarios se desenvolvem em diferentes 6rgaos (cérebro, pele, rim, figado,
pulmao, etc) é possivel que os mecanismo que desenvolvem, de maneira a poderem-se

vascularizar, também sejam diferentes.

De maneira a poder desenvolver terapias anti-angiogénicas mais eficazes é necessario que
ganhemos uma melhor compreensao da biologia vascular pertencente a cada tipo de tumor.
A importancia da sinalizagao VEGF nas diferentes fases da doenga é também um assunto que
interessa abordar. O facto de a mesma terapia demonstrar eficicia no contexto metastatico
para diversas indicagbes no contexto adjuvante estd ainda por demonstrar. Essa eficacia
pode ter importantes implicagdes na maneira como vemos e tratamos tumores em

diferentes contextos. E assim necessiario encarar que em metastases ja estabelecidas a
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angiogénese derivada da sinalizagagio VEGF tem uma implicagdio maior que nas
micrometastases, sendo necessario aprofundar os mecanismos que estao inerentes a
vascularizacao de micrometastases de maneira a poder identificar e revelar o porqué das
diferencas de resultados na terapia quando comparados com os resultados obtidos no

tratamentos de metastases ja estabelecidas.

Outro ponto a abordar é a vasculatura dos tumores primarios ser diferente das suas
metastases filhas, pois se assumirmos que o ambiente do 6rgao tem uma profunda influéncia
sobre os mecanismos que o tumor utiliza para gerar vasculatura entao, devem existir
diferengas entre as duas vasculaturas. As dificuldades encontradas por um tumor primario da
mama referentes a sua vascularizagao, deverao ser diferentes daquelas apresentadas em
outros ambientes como o pulmao, préstata ou cérebro. A suportar esta teoria esta a ideia
que a colonizagao metastatica de novos oOrgaos € ineficiente e € necessario ao tumor
adaptar-se a esse novo ambiente (89). Assim é de grande valor clinico entender
completamente os processos angiogénicos utilizados tanto pelo tumor primario como das

suas metastases em diferentes 6rgaos.

Outro factor de resisténcia reside na heterogeneidade dos tumores. Constatou-se que em
doentes com multiplas metastases, a resposta que estas tem a terapia anti-angiogénica varia,
e podemos verificar que algumas das lesdes vao responder a terapia enquanto outras vao
continuar a progredir (57). Isto acaba por tornar-se complicado no que diz respeito a gestao
da terapéutica ideal para o paciente e pode significar o fracasso desta precocemente. Embora
a origem desta heterogeneidade seja ainda ambigua, a ideia dos processos bioldgicos
vasculares distintos pode estar na base desta. Estudos histopatologicos em humanos
incidindo sobre o pulmao e figado revelaram que tumores presentes nestes locais mostram
uma significativa heterogeneidade tumoral tanto intra como inter tumoral, utilizando tanto a

angiogénese como a co-opgao vascular para garantir acesso ao fornecimento vascular (90-

97).

Estas informagoes sugerem que dentro do mesmo tumor e entre tumores diferentes no
mesmo paciente, mais que um mecanismo podera ser utilizado para os respectivos tumores
vascularizarem. Analises gendmicas aos tumores mostraram ainda diferengas significativas
quer intra quer inter tumorais (89) esta diversidade genética podera contribuir para a
existéncia de diferentes mecanismos de vascularizagao a ter lugar no mesmo paciente. A

compreensao de como esta heterogeneidade surge e a forma de como foca-la eficazmente é
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um objetivo chave nao s6 para a terapia anti-angiogénica mas para todas as terapias anti-

tumorais (98,99).

Como podemos constatar a biologia inerente a resposta a terapia anti-angiogénica é
complexa, bem como o proéprio funcionamento molecular do tumor. E assim normal que a
falta de biomarcadores preditivos para esta classe de agentes se mantenha sem avangos
claros. Para identificar quais os pacientes irao beneficiar do uso deste tipo de agentes sao
necessarios biomarcadores que possam ser associados aos mecanismos biologicos
complexos que estao por detras da vascularizagao tumoral. O mais importante na questao
dos biomarcadores nem sera a sua descoberta. Uma vez que, cada vez siao encontrados
novos biomarcadores mas sim a padronizagio de métodos de avaliagao destes entre
unidades de salde de forma a poderem ser validados prospectivamente e utilizados na rotina
terapéutica. No entanto nao sera de prever que o uso de um Unico biomarcador seja
suficiente para prever a eficacia dos agentes anti-angiogénicos, especialmente em pacientes
com multiplas metastases, onde a afericao de apenas um unico biomarcador nao deve ser
capaz de antecipar uma eficacia da terapia devido a heterogeneidade tumoral. No futuro sera
de prever que a decisao de utilizar um agente anti-angiogénico em particular tenha em conta
diversos fatores incluindo: a) tipo de cancro; b) estadio e localizagdo do tumor incluindo
locais das metastases envolvidas; c) informacao genética; d) marcadores circulantes tanto pré
terapia como durante o seu decorrer; e) informagao imagioldgica tanto adquirida antes do
inicio da terapia como durante o seu decorrer. Assim, atualmente, varios agentes estao
disponiveis para o tratamento deste tipo de doenga e é cada vez mais importante fazer uma
escolha informada de modo a diminuir efeitos secundarios e garantir uma maior eficacia

possivel.
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Conclusao

O objetivo deste trabalho foi fazer uma revisao do estado atual da terapia anti-angiogénica e
enquadrar o papel dos VEGF’s neste tipo de terapia. O desenvolvimento deste tipo de
terapia foi muito antecipada, uma vez que se pensou que iria contornar grande parte das
resisténcias que tem sido associadas ao tratamento de tumores, por se focar na vasculatura
tumoral e nao no préprio tumor. Podemos dizer com base neste trabalho que é um campo
que promete dar um grande contributo e que se trata de uma alternativa credivel no
combate ao cancro. O caminho percorrido desde a teorizagao por Judah Folkman, em
meados da década de oitenta, de que os VEGF e a angiogénese podiam ser alvos fidveis para
a terapia anti-tumoral foi grande, existindo hoje em dia iniUmeros farmacos anti-angiogénicos
a ser usados na pratica clinica. No entanto, ha medida que vamos avangando e
compreendemos melhor os mecanismos por detras da angiogénese tumoral também novos
desafios vao surgindo. Apesar de todos esses novos desafios a terapia anti-angiogénica
associada a quimioterapia tem vindo a alcangar alguns sucessos, e apesar desses sucessos
ainda ha muito trabalho a ser desenvolvido de maneira a alcancar todo o potencial
terapéutico que este tipo de abordagem encerra. Futuramente cada vez mais este tipo de
terapia sera de grande utilidade no combate ao cancro, e prevé-se que terapias cada vez
mais personalizadas, tendo em conta o tipo de tumor e as suas especificidades estejam para
surgir. E possivel concluir que a investigacio e o investimento até hoje feito nesta abordagem
terapéutica nao foram em vao e que abriram novos horizontes no que concerne a terapias

alternativas de combate ao cancro.
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