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Resumo

O cancro representa um dos principais problemas de satde publica em todo o
mundo, cuja incidéncia mundial atingiu os 14,1 milhdes, em 2012. Em Portugal, os novos
casos de tumores tém aumentado gradualmente e varias estimativas sugerem que, em
2030, a incidéncia de cancro ultrapasse os 60.000 casos.

O processo de carcinogénese reline varios acontecimentos que conduzem a
transformacdo de uma célula saudavel em cancerigena. Apés a formacéo do tumor, este
adquire uma nomenclatura de acordo com a designacdo dos 6rgéaos ou tecidos a partir dos
quais se deu a génese do seu desenvolvimento.

Atualmente, as estratégias mais utilizadas para o tratamento do cancro
compreendem a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia. Nesse sentido, & no ambito da
quimioterapia que esta dissertacdo se enquadra, atraves da sele¢cdo de um conjunto de
péptidos de origem marinha com propriedades citotdxicas. Estes atuam de modo a
inviabilizar as células cancerigenas, ou a interromper processos/inibir substancias
enddgenas necessarias a proliferacéo celular.

O ecossistema marinho revelou, desde meados do século XX, um elevado
potencial a nivel da investigacdo cientifica. No ambito da terapia oncoldgica foram
aprovados, até a data, quatro novos farmacos relacionados com péptidos marinhos.

A presente dissertacdo procura abordar ao pormenor determinados péptidos
marinhos com aplicacdo na terapia oncoldgica. Embora alguns deles ja se encontrem
aprovados pelas entidades reguladoras do medicamento, continuam a integrar 0s ensaios
clinicos com vista a comprovacéo da sua eficacia e seguranca, bem como a descoberta de
associagdes com outros farmacos, de modo a obter efeitos sinérgicos.

Adicionalmente, sera colocado em evidéncia o papel do farmacéutico, enquanto
profissional de saude que constitui o principal agente do medicamento. Este pode
representar uma mais valia para a saude do doente oncoldgico, no ambito da
institucionalizacdo de terapias farmacologicas que integram péptidos marinhos com

propriedades citotoxicas.

Palavras-chave: Brentuximab vendotina, cancro, dolastatina, péptidos marinhos,

plitidepsina, trabectedina.
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Abstract

Cancer represents one of the major public health problems worldwide, with a
world incidence of 14,1 million in 2012. In Portugal, new cases of tumours have gradually
increased, and several estimates suggest that by 2030, the incidence of cancer will rise up
to more than 60.000 cases.

The carcinogenesis includes a series of events that lead to the transformation of
a healthy cell into a cancerous one. After tumour formation, it acquires a nomenclature
according to the organ or tissue designation from developmental.

Currently, the most common strategies for the cancer treatment include surgery,
radiotherapy and chemotherapy. Therefore, this thesis is inserted in the field of cancer
chemotherapy, presenting a selection of peptides extracted from marine sources, wich
have demonstrated to bear cytotoxic effects. These compounds act on cancer cells, either
directly by inhibition of their development, or by inhibition of other endogenus processes
or substances necessary for cell proliferation.

Since the mid-twentieth century, the marine ecosystem has shown great potential
in scientific research. In the field of cancer therapy, four news dugs related to marine
peptides have been approved to date.

The present dissertation aims to explore in detail some marine peptides with
application in the cancer therapy. Although some of them are already approved by the
drug regulators, they continue to integrate clinical trials in order to evaluate their efficacy
and safety, as well as studying possible associations with other drugs to obtain synergistic
effects.

Additionally, the role of the pharmacist will be highlighted as the health
professional who is the main agent of the drug. This health professional may represent
and added value for the health of the cancer patient, in the scope of institutionalization of

pharmacological therapies that integrate marine peptides with cytotoxic properties.

Key words: Brentuximab wvendotin, cancer, dolastatin, marine peptides,

plitidepsin, trabectedin.
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Capitulo I: Enquadramento

1.1 Introducéo

Atualmente, as doencas oncoldgicas representam um dos principais problemas
de salde publica a nivel global. A incidéncia atribuida a patologia oncoldgica é crescente,
tendo-se verificado cerca de 14,1 milhdes de novos casos e 8 milhGes de mortes por
cancro em todo o mundo, no ano de 2012. De acordo com o Dr. Lee Jong-Wook, ex-
diretor da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), “até ao ano de 2020, o cancro podera
matar mais de 10,3 milhGes de pessoas por ano, a menos que sejam tomadas acdes no
campo da prevengdo e do tratamento da doenga” [1,2].

O cancro pode resultar de um conjunto diverso de fatores, designados por
agentes cancerigenos. Estes fatores incluem o tabaco, alguns agentes infeciosos, a
radiacéo ionizante, a obesidade, o sedentarismo, a exposi¢édo a carcinogéneos ambientais
e ocupacionais, entre outros. No entanto, o proprio efeito do material genético inerente a
um determinado individuo pode, igualmente, contribuir para a promocao deste tipo de
patologia [3].

O cancro tem origem mediante um processo designado carcinogénese, que retne
multiplas etapas resultantes de sucessivas mutacdes, e cuja natureza € altamente
polimdrfica. Nesse sentido, € necessario a existéncia de uma bateria de testes de modo a
diagnosticar, atempadamente, 0 cancro com precisdo, bem como estratégias terapéuticas
com seletividade suficiente para atuar de forma eficaz no tipo de cancro em questéo [4].

Os tratamentos relacionados com a quimioterapia atualmente disponiveis
renem varias classes farmacoterapéuticas. Estas dividem-se de acordo com as
caracteristicas dos farmacos que as integram em agentes alquilantes, anti-metabolitos,
antibioticos anti-tumorais, inibidores da topoisomerase, antimitoticos e agentes
hormonais. Contudo, uma vez que nenhuma das classes é seletiva para células
cancerigenas, frequentemente surgem efeitos adversos associados a este tipo de farmacos,
como alopecia, diarreia, vomitos, nauseas, entre outros. E, entdo, necesséario a melhoria
das terapias existentes, bem como a descoberta de novos compostos com maior
seletividade para as células cancerigenas, de modo a aumentar a taxa de sobrevivéncia
dos doentes oncoldgicos e a diminuir o impacto dos efeitos adversos associados ao

tratamento [5,6].
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O ecossistema marinho revelou, desde meados do século XX, um elevado
potencial e interesse a nivel da investigacéo cientifica, atingindo o seu apogeu no século
XXI, através da descoberta de novos organismos marinhos como fonte de compostos
bioativos. A aplicacdo destes compostos estende-se a varias areas, das quais a oncologia
faz parte. As algas e os invertebrados foram os primeiros organismos explorados com
vista a identificacdo de compostos marinhos com atividade citotoxica, em prol dos
avancos nas técnicas de isolamento e caracterizagdo quimica, bem como do aparecimento
de equipamentos de mergulho seguros [7].

A citarabina (Ara-C) foi o primeiro farmaco a ser aprovado com aplicagdo na
terapia oncoldgica, em 1969, por parte da FDA (Food and Drug Administration). Seguiu-
se a trabectedina, que obteve aprovacdo pela EMA (European Medicines Agency) em
2007 e, anos mais tarde, em 2015, a aprovacéo pela FDA. No entanto, ainda sdo poucos
0s péptidos marinhos com aplicacdo na terapia oncoldgica que se encontram aprovados,
embora dezenas de compostos se encontrem em ensaios pré-clinicos e clinicos [7,8].

A presente dissertac@o retine como objetivo elucidar acerca do que representam
0s péptidos marinhos, bem como os tipos de péptidos que existem e as suas vantagens e
desvantagens. Posteriormente, serdo abordados alguns péptidos em especifico, tendo por
base uma escolha que assenta na potencialidade que cada um deles demonstra a luz da
tematica em questdo. Cada um dos péptidos serd analisado com vista a aferir acerca da
sua estrutura quimica, via sintética, mecanismo de acdo, seletividade tumoral e efeitos

adversos associados a cada um deles.
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1.2 Metodologia

A presente dissertacdo de mestrado consiste numa revisao bibliografica em torno
de alguns péptidos marinhos, com propriedades que sao reconhecidas como apropriadas
para a aplicacdo na terapia oncoldgica e que, atualmente, se encontram em ensaios
clinicos.

A pesquisa bibliogréafica que suportou a informacdo documental utilizada teve
como base o recurso a livros e a bases de dados, que possibilitaram o0 acesso a revistas e
artigos cientificos, de acordo com a area em questdo. Desta forma, destacam-se as
seguintes bases de dados, como aquelas que foram mais frequentemente utilizadas:
PubMed, B-On, Web of Knowledge, Medscape e ResearchGate. Os termos mais
utilizados para efetuar a pesquisa nas bases de dados referidas foram “marine peptides”,
“cytotoxic peptides”, “linear peptides”, “cyclic peptides”, “trabectedin”, “dolastatin” e
“plitidepsin”. A informac&o recolhida foi selecionada de acordo com a sua pertinéncia e
utilidade, tendo sido considerados documentos redigidos em lingua portuguesa,
espanhola e inglesa, aproximadamente entre os anos de 2003 e 2017.

Adicionalmente, foram consultadas as paginas de internet de instituicdes
governamentais reguladoras das areas da saude como a Autoridade Nacional do
Medicamento e Produtos de Saude, I.P. (INFARMED, 1.P.), a Direcdo Geral de Saude
(DGS), a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Instituto Nacional do Cancro dos
Estados Unidos da América (National Cancer Institute — NCI) e a Sociedade Americana
do Cancro (American Cancer Society). Por ultimo, as informacGes acerca dos ensaios
clinicos relativos a cada um dos péptidos abordados foram obtidas a partir da pagina de
internet ClinicalTrails.gov.

No ambito da informacdo relativa a perspetiva do farmacéutico ajustada a
tematica da dissertacdo, foram consultados farmacéuticos da empresa Acompanhamento
Farmacoterapéutico, Lda (AcF) e do Hospital do Espirito Santo de Evora, que
possibilitaram a recolha de informacdo adicional acerca da relacdo da profissdo

farmacéutica com a tematica em estudo.
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Capitulo I1: O cancro

2.1 Definicéo e consideracdes gerais

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), “cancro” ¢ o termo que
caracteriza o0 processo de crescimento descontrolado e propagacdo celular, cuja
manifestacdo pode afetar quase todo o corpo. O crescimento pode invadir os tecidos
adjacentes e, até mesmo, formar metéastases em locais distantes. Quando detetada
atempadamente, a patologia oncolédgica pode ser tratada com recurso a tratamentos que
habitualmente envolvem a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia [9].

Normalmente, as células crescem, maturam e dividem-se com vista a formacao
de novas células que, posteriormente, irdo substituir as que envelhecem e morrem,
fazendo com que a renovacdo celular seja um processo coordenado e continuo no
organismo. No entanto, este processo ordeiro pode falhar, verificando-se o aparecimento
de um tumor ou neoplasia, que consiste na formacdo de novas células, em niamero
superior ao necessario ou, na sobrevivéncia de celulas envelhecidas e/ou danificadas, ao
invés da sua morte. Consequentemente, na presenca de uma neoplasia, regista-se o
desenvolvimento de uma massa anormal de tecido, cujo crescimento excessivo e nao
coordenado, persiste de igual forma, mesmo ap0s a interrup¢do do estimulo que originou
as alteracdes [10-12].

Os tumores podem ser considerados benignos, quando ndo possuem a
capacidade de metastizacdo e permanecem no local onde ocorreu a sua formacédo, ou
malignos, quando sdo capazes de invadir e danificar os tecidos e érgéos circundantes. Os
tumores malignos sdo capazes de se libertar do tumor primitivo e entrar na corrente
sanguinea ou no sistema linfatico, formando novos tumores em diferentes 6rgdos. As
metéastases, por sua vez, sinalizam de forma evidente um tumor como maligno, uma vez
0s tumores benignos ndo metastatizam. A metastizacdo € um processo complexo,
constituido por etapas fulcrais, das quais se destacam a perda da capacidade de adesdo
entre as células; a degradacdo e invasdo da membrana basal; a deterioracdo da matriz
extracelular; a entrada do tumor nos vasos sanguineos ou linfaticos e a sua sobrevivéncia
na circulacdo e; por ultimo, a identificacdo de um 6rgdo no qual, posteriormente, o tumor
se ira estabelecer [10,12].

Em geral, os tumores benignos sdo bem diferenciados enquanto que, as

neoplasias malignas, possuem uma vasta gama de diferenciacdo celular, que engloba
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tanto as celulas perfeitamente diferenciadas, como as células completamente
indiferenciadas [10,12].

2.2 Ciclo celular

Uma das causas inerentes ao aparecimento de cancro relaciona-se com o
crescimento e replicacdo celular descontrolados [13]. Nesse sentido, torna-se
indispensavel o esclarecimento dos principios basicos acerca do processo de divisao
celular.

Ao conjunto de transformacgdes que uma célula sofre, desde a sua génese até ao
momento em que sofre replicacdo, da-se a designacdo de ciclo celular. Nos eucariotas,
este € um processo complexo e coordenado, que compreende duas etapas fundamentais:
interfase e mitose. A interfase é a fase mais longa do ciclo celular e abrande o periodo
decorrido entre o final de uma diviséo celular e o inicio da diviséo celular seguinte. Por
sua vez, a interfase divide-se em quatro periodos distintos: G1, S, G2 e GO. A fase G1
consiste numa etapa de preparacédo para a duplicacdo do material genético, marcada pela
intensa sintese de enzimas necessarias a replicagdo. Durante o periodo S ocorre a
replicacdo semi-conservativa do &cido desoxirribonucleico (DNA), permitindo a
transformacéo da célula diploide (2n) em tetraploide (4n), de modo a que esta passe a
dispor de duas copias exatamente iguais do seu DNA. O periodo G2 confere a célula a
preparacdo para a fase mitotica, e possibilita a sintese das proteinas necessarias para que
esta entre em divisdo celular. E, também, nesta fase que ocorre a detecdo e,
consequentemente, a correcdo dos erros ocorridos durante a replicacdo do DNA. A fase
GO ndo se manifesta em todas as células, sendo um periodo no qual ndo se verifica a
divisdo celular [13,14].

Terminada a interfase, a célula entra em mitose, que consiste na divisdo nuclear,
da qual resulta a formacéo de dois nlcleos exatamente iguais aos da célula que lhes deu
origem. A divisdo do citoplasma, citocinese, ocorre nas ultimas fases da mitose e permite

a célula dar origem a duas células-filhas [13,14].
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Figura 2.1 — Diagrama representativo do ciclo celular. De notar que, na fase GO, a
célula entra num periodo de quiescéncia, pelo que a diviséo celular ndo ocorre. Esta fase
ndo se manifesta em todas as células, sendo habitualmente observavel em células
musculares e nervosas. Adaptado de Hunt et al. [14].

2.3 Processo de carcinogenese

Durante o desenvolvimento de uma neoplasia, as células cancerigenas tém
origem a partir de células saudaveis, mediante um processo denominado transformacéo.
A carcinogénese é o termo utilizado para a descricdo da cascata de eventos responsavel
pela transformacao de uma célula saudavel em cancerigena. Este processo retne maltiplas
etapas resultantes de sucessivas mutacdes, que compreendem tanto as alteragcdes do
fendtipo adquirido pelas células, como alteracdes a nivel genético [12,15].

A primeira etapa consiste na iniciacao, na qual ocorre uma mudanca significativa
e irreversivel no material genético da célula mediada pela acdo de um agente
carcinogénico, que pode ser um produto quimico, um virus, a radiacdo ionizante, entre
outros. Uma vez que nem todas as células sdo igualmente suscetiveis aos agentes
carcinogénicos, muitas vezes, as alteragdes genéticas na célula ou outro agente,
denominado de promotor, sdo fundamentais para aumentar a possibilidade de conversdo
das células saudaveis em cancerigenas. De notar que, nesta fase, as células embora
geneticamente alteradas, sdo dificeis de detetar clinicamente, conduzindo a um atraso no
diagndstico do tumor. O cancro pode ser considerado uma doenga genética, uma vez que
pode ter como origem alteragdes nos genes cuja funcgao consiste no controlo de diversos
processos celulares, como o crescimento e a divisdo celular. Estas alteracGes genéticas

envolvem a ativagdo de oncogenes ou inativacao de genes supressores de tumor, podendo
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estar associadas a muta¢des na sequéncia de nucleotidos e topologia do material genético
como insercdes, dele¢des, entre outras [16,17].

Segue-se a etapa de promocédo, na qual a célula que iniciou a sua mudanca
procede a transformagdo em célula cancerigena. Para que se verifique a existéncia de um
cancro, é necessario a combinacdo de uma célula suscetivel e de um agente carcinogeénico,
uma vez que a promocado ndo apresenta efeito sobre as células que ndo foram submetidas
a0 processo de iniciagdo [15,17].

A progressao € o ultimo estagio da carcinogénese, no qual as células mutadas
sofrem uma multiplicacdo descontrolada e irreversivel. Este estagio é, também,
caracterizado por alteraces moleculares adicionais; um aumento do tamanho e da
agressividade da massa tumoral primaria; um forte potencial de disseminacéo; e a invasédo
de outros orgéos ou tecidos [15,17].

Em termos de analise citologica, durante a carcinogénese, as células saudaveis
iniciam um processo de divisdo mais rapido do que aquele que é presumivel, originando
células adicionais que podem acumular-se ou, por sua vez, sofrerem uma nova replicacéo.
A este conjunto de procedimentos da-se o nome de hiperplasia, termo que caracteriza o
aumento das células em namero superior ao normal num dado 6rgéao ou tecido. De notar
que, embora se verifique um crescimento excessivo nesta fase, o tecido formado a partir
destas células revela uma aparéncia relativamente normal. Por sua vez, a displasia diz
respeito a um estado mais grave de hiperplasia, na qual existe igualmente acumulacédo de
células adicionais, com a agravante de que estas celulas ja adquiriram um material
genético diferente daquele que determina as celulas saudaveis. Para além disso, as células
displasicas possuem um aumento da razdo que reflete o tamanho do nucleo em funcéo do
conteldo citoplasmatico, uma maior atividade mitotica e um défice de certas

caracteristicas citoplasmaticas associadas a normal diferenciacao tecidular [12,18].
Iniciacio Promocio Progressio

Agente carcinogéneo

N7 N NN

Alteragdo genética  Expansio clonal  Alteragio genética  Expansio clonal

- 3 il
Fat o syt Tumor
e ) ' (s ;. f'\_&g‘{ ﬁ'&g\nﬁﬁ‘ i.m'asi\'ro
— )Y, ek
Célula normal Célula iniciada Lesdo Cél;las
Pré-neoplasica cancerigenas

Figura 2.2 — Etapas da carcinogénese. Adaptado de Manual de Oncologia Clinica da
UICC [15].
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Em geral, quanto mais visiveis forem as alteracdes celulares e tecidulares, maior
serd a probabilidade de desenvolvimento do cancro. A displasia é, entdo, considerada
como um estado de transicdo entre a passagem de um crescimento benigno para o
momento em que este adquire caracteristicas de malignidade. Quando se verificam
alteracOes displasicas marcantes, que envolvem toda a espessura do epitélio, porém a
lesdo permanece confinada pela membrana basal, trata-se de um neoplasma pré-invasivo,
que adquire a designacdo de tumor in situ. Porém, aquando do rompimento da membrana
basal pelas células cancerigenas e a invasao de tecidos dispares do tecido de origem, o
tumor adquire a designacdo de invasivo [10,18]. A Figura 2.3 ilustra o processo de
proliferacdo e rearranjo tecidular, desde o estado saudavel, até ao estabelecimento da
patologia cancerigena.

Durante o decorrer do processo de metastizacdo, as células cancerigenas
adquirem a capacidade de disseminacgédo desde o local de origem, veiculadas através do
sangue ou do sistema linfatico, e promovem a formacdo de novos tumores, designados
tumores metastaticos, noutras partes do organismo (Figura 2.4). Por sua vez, o tumor
metastatico adquire 0 mesmo nome e possui 0 mesmo tipo de células cancerigenas que o

tumor primario que Ihe deu origem [10].

Normal —— Hiperplasia —— Displasia —— Cancro

Figura 2.3 — Evolucdo das alteracGes nas células saudaveis que determinam a
transformacédo em células cancerigenas. Adaptado de National Cancer Institute [10].
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Metastases cerebrais
Metastases

Tumor metastdtico — ../

Disseminagio do cancro

itr . .
para outras partes do corpo Células cancerigenas no

sistema linfatico

Células
cancerigenas no
sangue

Figura 2.4 — Processo de metastizacdo de um tumor primario. Adaptado de National
Cancer Institute [10].

O desenvolvimento de um cancro pode ser caracterizado por duas fases, a que
compreendem a fase pré-clinica e a fase clinica. A fase pre-clinica diz respeito ao periodo
de laténcia do tumor e engloba o tempo decorrido durante a inducdo do mesmo. A duracao
desta fase pode ser curta, cujo decurso é de poucos meses apos a iniciacdo, ou longa, na
qual se manifesta uma durabilidade de muitos anos, (0 que, frequentemente, acontece nos
cancros do colon, pulméo, mama e bexiga) [15].

Em oposicdo, a fase clinica da histéria natural de um cancro tem inicio no
momento em que o tumor &, definitivamente, diagnosticado. Neste sentido, 0s sintomas
comecam a manifestar-se no doente e a terapia torna-se necessaria, na tentativa de curar

ou tratar paliativamente o doente com o tumor [15].

2.4 Genes envolvidos na formagao do tumor

Os genes habitualmente mais afetados pelas alteraces genéticas que conduzem
ao aparecimento de cancro sdo 0s proto-oncogenes, 0S genes supressores de tumor e 0s

genes reparadores do DNA [19].
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Além das mutagdes, as alteracbes epigenéticas representam igualmente um fator
contribuinte para a origem das anomalias celulares. Estas alteragdes influenciam a
expressdo dos genes e o comportamento celular. No entanto, embora uma vez adquiridas
sejam transmitidas as células filhas através da divisdo celular, ndo sdo consideradas
alteracbes na sequéncia nucleotidica, as quais teriam impacto na constituicdo da
sequéncia de aminoacidos de uma proteina [19].

Os proto-oncogenes sdo genes responsaveis pela codificacdo de proteinas que
intervém na proliferacdo e divisdo celulares. Quando alterados, transformam-se em
oncogenes, capazes de promover o crescimento celular, na auséncia de qualquer tipo de
sinal promotor do crescimento. Consequentemente, sdo responsaveis pela conversao de
celulas saudaveis em células cancerigenas. Os oncogenes podem ter origem a partir
mutac0es a nivel dos proto-oncogenes, como também pela aquisicdo de material genético
estranho, frequentemente transmitido atraves de um virus [19]. As proteinas codificadas
pelos proto-oncogenes possuem multiplas fungbes, podendo atuar como fatores de
crescimento ou 0s seus recetores, transdutores de sinal, fatores de transcricdo ou, até
mesmo, como componentes do ciclo celular [13,16,19].

Os genes supressores de tumor desempenham um papel importante a nivel do
crescimento e divisdo celulares, na medida em que exercem um controlo negativo sobre
a multiplicacéo celular. A maioria dos genes supressores de tumor fazem parte de uma
rede regulatoria, que reconhece a toxicidade genética de uma célula e promove a
finalizacdo da respetiva proliferacdo. Deste modo, alteragcdes nestes genes conduzem a
uma maior probabilidade para as celulas se dividirem descontroladamente [12,16].
Geralmente, se apenas uma copia do gene supressor tumoral estiver inativa, a célula é
considerada como ndo tumoral. Por outro lado, se ambas as cdpias se apresentarem
inativas, pode ocorrer a perda do controlo da divisao celular, com a consequente formacao
de um tumor [15]. As proteinas resultantes da codificacdo pelos genes supressores de
tumor podem desempenhar fungdes como fatores de transcricdo, inibidores do ciclo
celular, moléculas transdutoras de sinal, recetores de superficie celular e reguladores da
resposta celular perante danos no DNA [12,20].

Por fim, os genes reparadores do DNA, responsaveis pela reparacdo de
modificacdes ou danos no DNA, quando mutados, sdo incapazes de exercer a sua fungéo,
conduzindo ao desenvolvimento de mutagdes adicionais nas células em desenvolvimento

e a propagacdo desses mesmos erros no material genético [10].
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2.5 Caracteristicas das células cancerigenas

As células cancerigenas apresentam determinadas particularidades que as
permitem distinguir das células saudaveis, possibilitando o0 seu crescimento
descontrolado e a invasibilidade do organismo. Por um lado, destaca-se a capacidade
ilimitada de divisao celular que se deve a sua menor especializacdo, quando comparadas
com as células saudaveis, estas capazes de amadurecer em varios tipos de células
diferentes, com um arsenal de funcbes especificas [10]. Nao obstante, as células
cancerigenas podem induzir a formagdo de vasos sanguineos, localizados nas
proximidades do tumor, e assegurar 0 aporte de oxigénio e nutrientes necessarios ao
desenvolvimento deste, bem como garantir a remog¢do de residuos potencialmente
prejudiciais, num processo que adquire a designacdo de angiogenese [19]. Por outro lado,
é de notar a capacidade das células cancerigenas em ignorar 0s sinais condutores a
apoptose, isto €, a morte programada das células, permitindo a sobrevivéncia e
manutengdo do tumor no organismo. Destaca-se, também, a insensibilidade das células
cancerigenas aos sinais inibidores do crescimento, 0 que promove a sua proliferacéo e
desenvolvimento. As células cancerigenas sdo capazes de subverter o sistema imunitario,
podendo tirar partido do mesmo para permitir o proprio crescimento do tumor. Além
disso, podem diminuir a funcionalidade de toda uma rede de o6rgaos, tecidos e células
especializadas que protegem o organismo contra infecGes e outras doencas. Tanto as
células malignas como o0s seus proprios nucleos demonstram, habitualmente, um
pleomorfismo, isto é, uma variacao a nivel do tamanho e da forma. Deste modo, as células
diferem dentro de um mesmo tumor, apresentando tamanhos que variam desde células de

tamanho consideravel, até células extremamente pequenas e de aspeto primitivo [10-12].

2.6 Tipos de cancro

Em geral, os tumores adquirem a designacdo dos 6rgdos ou tecidos a partir dos
quais se deu a génese do seu desenvolvimento. Os carcinomas sdo tumores malignos
formados a partir de células epiteliais e representam o tipo de cancro mais comum. Os
adenocarcinomas, por exemplo, representam um género de carcinomas que se forma em
células epiteliais produtoras de fluidos ou muco, vulgarmente chamadas glandulas muco-

secretoras. Por outro lado, os sarcomas sdo cancros capazes de atingir as células da
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mesoderme, com origem no 0sso ou tecidos moles, e podem afetar os masculos, vasos
sanguineos e linfaticos, tecido fibroso, entre outros 6rgdos [21]. Os cancros com origem
na medula 6ssea adquirem o nome de leucemias e sdo incapazes de formar tumores
solidos. Contudo, as células cancerigenas acumulam-se no sangue e na medula éssea, de
modo a comprometer as funges vitais das células saudaveis que restam, como a obtengéo
de oxigénio ou o combate a infe¢bes. As leucemias podem ser classificadas de acordo
com o tempo de progressao da patologia oncoldgica em agudas ou cronicas e, ainda, com
base na linhagem celular que lhes deu origem, em linfociticas ou mieloides [21,22]. Os
linfomas constituem um tipo de cancro com origem nos linfécitos (B ou T). Os linfécitos
afetados podem acumular-se nos ganglios linfaticos ou noutros 6rgdos como o bacgo ou a
medula 6ssea, fazendo com que estes aumentem de volume. Os dois principais tipos de
linfomas s&o o linfoma de Hodgkin (geralmente com origem nos linfocitos B) e o linfoma
ndo-Hodgkin (com origem nos linfocitos B ou T) [21,23]. Adicionalmente, 0 mieloma
maltiplo tem origem nas células plasmaticas, que se acumulam na medula éssea e
induzem a formacdo de tumores 0sseos no organismo [24]. Os melanomas designam 0s
tumores de melandcitos (células produtoras de melanina) e, habitualmente, desenvolvem-

se na pele, podendo ter origem em outros tecidos pigmentados, como o olho [21,25].

2.7 Fatores de risco

Né&o é possivel efetuar uma previsdo acerca da possibilidade de um individuo
poder vir a desenvolver cancro em detrimento de outro. No entanto, sdo conhecidos varios
fatores de risco preditivos ao aparecimento da doencga que podem ser controlaveis, como
fatores comportamentais ou a exposicdo a certas substancias quimicas; ou ndo
controlaveis, como a idade e a hereditariedade [3].

Deste modo, destacam-se como principais causas para a origem da patologia
oncoldgica o tabaco; o alcool; a dieta desequilibrada, acompanhada da baixa ingestéo de
frutas e vegetais; o sedentarismo; a obesidade; a radia¢do ionizante (isto é, radiacdo de
alta energia como os raios-X e a radiacdo gama); a radiacdo ultravioleta (UV); a poluicéo
atmosférica urbana (que tem como resultado a exposicdo a compostos de benzeno,
asbestos, entre outros); certas hormonas envolvidas na terapéutica hormonal de
substituicdo; alguns virus agentes infeciosos, como o virus da hepatite B (hepatitis B virus

— HBV) e o virus da hepatite C (hepatitis C virus — HCV); e, ainda, agentes infeciosos
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sexualmente transmissiveis, como o virus do papiloma humano (human papillomavirus —
HPV) [3,26].

As medidas preventivas assentam, sobretudo, no controlo da exposicdo aos
fatores do risco controlaveis, na pratica de um estilo de vida saudavel, bem como na

vacinacgao contra 0s agentes infeciosos promotores do processo de carcinogénese [27].

2.8 Incidéncia

A incidéncia de uma doenga define-se como 0 nimero de novos casos ocorridos
numa populagdo, durante um determinado periodo de tempo. Segundo a OMS, em 2012
verificaram-se cerca de 14,1 milhdes de novos casos e 8 milhdes de mortes por cancro
em todo o mundo. Em 2030, é expectavel que estes valores aumentem em pelo menos
70%, embora também se verifiqgue um numero superior de sobreviventes & patologia
oncoldgica. Deste modo, o cancro tem sido considerado progressivamente como uma

doenca cronica, ao invés de uma patologia aguda e causadora de morte [2,28].

Incidéncia do cancro no mundo estimada em 2012, em ambos 0§ SeX0s

~ing.

o

W = 2429 :

W 1723-2429 IO
137.5-1723 L) {7 §
101.3-137.5 J
<1013

Nio existem registos

Figura 2.5 — Incidéncia do cancro no mundo estimada em 2012, em ambos 0S Sexos.
Os valores presentes na legenda correspondem a uma taxa relativa a cada 100.000
pessoas. Tal como é dedutivel a partir da imagem, os paises da América do Norte, da
Europa e Oceénia sdo aqueles que revelaram maior incidéncia de cancro no respetivo ano.
Adaptado de American Cancer Society [29].
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2.8.1 Na Europa

O cancro representa a principal causa de mortalidade e morbilidade em toda a
Europa. Em 2012, registaram-se cerca de 3,4 milhdes de novos casos, segundo a OMS.
Os tumores com maior incidéncia variam consoante o género feminino e masculino. O
cancro da mama, por exemplo, foi o principal tumor associado ao sexo feminino em 2012,
atingindo cerca de 92,8 em cada 100.000 mulheres, sobretudo na Europa do Norte e
Ocidental. Por outro lado, o cancro da prostata foi o cancro mais incidente no sexo
masculino, e registou um nimero de novos casos de 92,1 em cada 100.000 homens
europeus. Os tumores localizados no intestino grosso e nas vias respiratérias (pulmao,
traqueia e brénquios) sdo frequentes em ambos 0s sexos, estando fortemente associados
ao défice de uma alimentacdo saudavel e ao tabagismo. A maior incidéncia relativa a estes

tumores é registada nos paises da Europa Central e Oriental [30].

Prostata 92.1
Pulmzo, traqueia e bronguios 62.3
Intestino grosso 557
Bexiga
Estémago
Labios, cavidade oral e faringe
Rim
Pancreas
Linfoma ndo-Hodgkin
Melanoma

Leucemias

Figado e ductos biliares

Laringe
Esofago
Cérebro e Sistema Nervose Central 7.8
Testiculos 58
Mieloma mittiplo 4:-?
Tirdide I 3.1

Vesicula biliar AT
Linfoma de Hodgkin . 5z

0 20 40 &0 80 100

Figura 2.6 — Incidéncia de varios tipos de tumores estimada em 2012, em homens
europeus. Os valores presentes na legenda correspondem a uma taxa relativa a cada

100.000 pessoas. Adaptado de Ferlay et al. [30].
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Figura 2.7 — Incidéncia de varios tipos de tumores estimada em 2012, em mulheres
europeias. Os valores presentes na legenda correspondem a uma taxa relativa a cada
100.000 pessoas. Adaptado de Ferlay et al. [30].

2.8.2 Em Portugal

Em Portugal, o aumento da incidéncia estad diretamente relacionado com o
prolongamento da esperanca média de vida. Os dados mais recentes, conhecidos até a
data, apontam para 2012 e traduzem uma taxa de incidéncia de tumores malignos de
444,50 em cada 100.000 pessoas. As regides mais afetadas correspondem os distritos de
Viana do Castelo, Vila Real, Braganca, Set(ibal e Beja. A semelhanca do que ocorre na
restante Europa, em Portugal as principais patologias oncoldgicas localizam-se na mama,

prostata, colon e pulméo (Figura 2.8) [28].
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% Homens % Mulheres

Linfoma nao Hodgkin ....... 3.

Figura 2.8 — Tumores mais frequentes no sexo masculino e feminino em 2012 (%
relativa ao nimero total de casos). Adaptado de Miranda et al. [28].

2.9 Tratamento

Existem diversos tipos de tratamento para o cancro e a escolha de um em
detrimento de outro varia de acordo com o tipo de cancro e o estado de progressdo da
doenca [6].

A cirurgia permite a remoc¢édo de um tumor que nao sofreu metastizacéo e que se
encontra bem localizado, numa determinada zona do corpo [6,31-33].

A radioterapia € usada para tumores confinados a uma area especifica, tal como
acirurgia, e consiste na emissédo de altas doses de radiacdo que vao incidir sobre as células
cancerigenas de modo a destrui-las, reduzindo o volume do tumor [6,31-33].

A quimioterapia recorre ao uso de medicamentos, designados citotoxicos, com
0 objetivo de inviabilizar as células cancerigenas ou interromper processos/inibir
substancias enddgenas necessarias a proliferacdo celular. Atualmente, sdo conhecidas
diversas classes farmacoterapéuticas com vista ao tratamento da patologia oncolégica
(Quadro 2.1). De acordo com o tipo de cancro e o farmaco citotdxico utilizado, a via pela
qual este é administrado pode variar entre a via oral, intramuscular, subcutanea e
intravenosa. Frequentemente, a via intravenosa € a mais utilizada, uma vez que é aquela
que permite uma maior biodisponibilidade do farmaco na corrente sanguinea. Contudo, 0
arsenal de efeitos adversos associado a estes farmacos, como mielossupresséo, alopecia,
mucosite, diarreia, vomitos, nduseas, maior predisposicao as infecdes oportunistas devido

ao comprometimento do sistema imunitario, esterilidade, entre outros, torna a terapéutica
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bastante destrutiva. E, pois, necessario o desenvolvimento de farmacos mais seletivos
para as células cancerigenas, de modo a diminuir a carga de efeitos adversos manifestados
sob as células saudaveis. O esquema de quimioterapia pode conter apenas um farmaco,
como também recorrer ao uso de vérias classes, designadamente quimioterapia de
combinacdo. Atendendo ao facto de que cada classe possui um modo de agdo especifico
e atua em diferentes fases do ciclo celular, a associacdo de farmacos € vantajosa na
medida em que permite aumentar a eficacia do tratamento [5,32,33].

Por outro lado, o tratamento pode ser biolégico, no qual se destacam a
imunoterapia e a terapia génica. A imunoterapia recorre ao uso de farmacos que permitam
auxiliar o préprio sistema imunitario na detecdo e combate do tumor. A terapia génica,
por sua vez, possibilita o0 uso de um tratamento ajustado a compreensao genética de cada
tipo de cancro [5,6,32].

Na esmagadora maioria dos casos, 0 tratamento dos tumores engloba a
combinagdo de diversos tipos como a cirurgia € a quimioterapia ou a cirurgia, a

quimioterapia e a radioterapia [5,32,33].

Quadro 2.1 — Principais classes farmacoterapéuticas usadas em quimioterapia e
respetivos mecanismos de acdo, bem como exemplos de farmacos a cada uma delas
associados. Adaptado de American Cancer Society [32].

Classe farmacoldgica Mecanismo de acdo Exemplos

. . e Mecloretamina
Estabelecimento de Ilga(;oe;s e Clorambucil
covale:\n_tes com locais o Mefalam
nucleofilos do DNA, « Ciclofosfamida
Agentes alquilantes  provocando erros de e Ifosfamida
emparelhamento entre bases e Lomustina
azotadas ou quebras nas cadeias ¢ Procarbazina
em formac3o. o Cisplatina
e Bussulfano

Atuam por incorporagdo de Um | = fuorouracilo (5-FU)

“falso” metabolito, ndo ¢  G-Mercaptopurina
. . funcional, durante as vias (6-MP)
Anti-metabolitos fre - e
metabdlicas celulares e inibem e Citarabina
a funcdo catalitica de uma ¢ Metrotrexato

Trimetrexato

enzima ou sistema enzimatico.

Atuam por alquilacdo no DNA,

e Doxorrubicina
S . inibicdo enzimatica, quelacdo « Epirubicina
Antibiéticos anti- E eyl ! - pirubicin:
i dos i0es bivalentes e alteragdo e Actinomicina-D
da funcdo da membrana e Bleomicina
e Mitomicina-C

plasmatica.
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Quadro 2.1 — Principais classes farmacoterapéuticas usadas em quimioterapia e
respetivos mecanismos de agdo, bem como exemplos de farmacos a cada uma delas
associados. Adaptado de American Cancer Society [32].

Classe farmacoldgica

Inibidores da topo-

isomerase

Antimitdticos

Agentes hormonais

Mecanismo de acdo

Atuam por inibi¢éo das enzimas
necessarias ao desenrolamento
da cadeia de DNA, para
posterior  transcri¢io do
material genético.

Atuam por inibicdo da ligagéo
dos microtubulos, impedindo a
mitose.

O mecanismo de acgéo varia de
acordo com o tipo de cancro, na
medida em que o crescimento

de varios tumores é
influenciado pelo ambiente
hormonal.

Exemplos

Topotecano
Irinotecano
Etoposido

Teniposido

Docetaxel
Paclitaxel
Vincristina
Vinblastina
Vinorelbina

Tamoxifeno (usado no
cancro da mama
avancado, ER-positivo)
Bicalutamida (usado no
cancro da prostata)
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Capitulo I11: Péptidos marinhos

3.1 A importancia dos péptidos marinhos

Cerca de 70% da superficie terreste € composta por mares e oceanos nos quais
habitam mais de 300 mil espécies de plantas e animais, 0 que representa um dos maiores
reservatorios de biodiversidade do planeta. Por habitarem num ambiente altamente
competitivo, os organismos marinhos desenvolveram mecanismos bioquimicos e
fisiologicos que lhes permitem a sobrevivéncia da sua prdpria espécie. Esses mecanismos
incluem a producdo de metabolitos secundarios cuja toxicidade ndo é tolerada pelos
predadores, possibilitando a manutencdo da espécie em ambiente de competicdo [34].
Desta forma, a maioria dos invertebrados marinhos, como as esponjas, 0s briozoarios e
0s tunicados, sdo altamente dependentes de metabolitos secundarios. Por outro lado, as
mudancas drasticas ao nivel das condic¢des de pressdo, temperatura, salinidade, pH, acao
das ondas e luminosidade sdo fatores ambientais que podem desencadear o metabolismo
secundario dos organismos marinhos, com vista a adaptacéo e preservacao da espécie. Os
metabolitos secundarios, produzidos como forma de adaptacdo quimica, adquiriram a
designagao de “produtos naturais marinhos” (PNM) ou, simplesmente, “péptidos
marinhos”. Estas moléculas, constituidas pela unido de varios aminoacidos através de
ligacGes peptidicas, passaram a ter caracteristicas estruturais distintas as dos organismos
terrestes, devido a frequente incorporacdo de atomos halogénios da agua do mar
circundante na sua propria estrutura quimica. Este e outros fatores contribuem para a
importancia conferida ao ambiente marinho, como uma fonte de compostos naturais cujo

potencial farmacoldgico deve ser analisado [1,2,34].
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# Invertebrados marinhos

Microrganismos
8 & Microrganismos marinhos

v Bacteria

v Fungi

Invertebrados marinhos
Esponjas

Tunicados

Corais moles

Molisculos

Briozodrios

L S

Peixes

Figura 3.1 — Organismos marinhos como fonte de PNM. A maior propor¢éo de PNM
é isolada a partir de invertebrados marinhos, como esponjas, tunicados, corais moles,
molusculos, briozoarios e peixes. Estes organismos demonstram grande diversidade de
produtos naturais, incluindo alcaloides, terpenos, policétidos, entre outros. Adaptado de
Beesoo et al. [1].

O ecossistema marinho ¢ detentor de uma diversidade de espécies muito maior
do que as areas terrestres. No entanto, quando comparados com 0s produtos de origem
terreste, os PNM tém sido alvo de pouca investigacdo. Estabelecendo uma relagédo entre
0 espaco no planeta ocupado pelo meio aquatico e pelo meio terreste, dos 70% ocupados
pelos oceanos existem cerca de 12% de espécies conhecidas (Figura 3.2). Até 1950, o
ecossistema marinho nao foi alvo de pesquisa de PNM devido as dificuldades de acesso
aos organismos que habitam nas aguas mais profundas, associadas ao défice de técnicas
de extracdo e a falta de conhecimento inerente aos habitats marinhos. Deste modo, o
investimento da industria farmacéutica na investigacao de produtos naturais terrestres foi
sempre superior ao dos PNM [1,34,35].

Mais tarde, na década de 70, foi possivel dar um grande passo na investigacao
dos péptidos marinhos. Tal facto deveu-se a implementacéo de ferramentas de mergulho
seguras e ao desenvolvimento de instrumentos para o isolamento de produtos naturais
produzidos por organismos marinhos. Os representantes primordiais desta area foram as
algas e os invertebrados, que desde logo passaram a fazer parte de estudos no ambito da

quimica e da farmacologia [1,34,35].
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Relacao entre a % de superfice ocupada no planeta e a % de
espécies conhecidas nos ecossistemas marinho e terreste

70

60

50 38%

40

30

20

m P |

% de superficie ocupada no planeta % de espécies conhecidas

M Ecossisterma marinho B Ecossistema terreste

Figura 3.2 — Relagdo entre a % de superficie ocupada no planeta e o0 nimero de
espécies conhecidas nos ecossistemas marinho e terreste. Embora 0s oceanos ocupem
a maior % de superficie terreste (70%), séo conhecidas apenas cerca de 12% de espécies
provenientes do ecossistema marinho. Em contrapartida, dos 30% de superficie ocupada
pelo ecossistema terreste sdo conhecidas 88% de espécies. Estes dados permitem afirmar
a necessidade em investir na exploracdo do ecossistema marinho. Adaptado de Cheung et
al. [35].

A descoberta dos microrganismos marinhos representa uma realidade inovadora
para os estudos com produtos naturais. Este novo panorama tem por base a perspetiva de
sustentabilidade associada a sintese quimica de péptidos marinhos em quantidade
suficiente, para a empregabilidade nos ensaios pré-clinicos e clinicos. O largo espectro
de atividade dos péptidos marinhos, que inclui propriedades antibacterianas, antivirais,
antitumorais, antioxidantes, imunomodeladoras, analgésicas, entre outras, tem despertado
lentamente o interesse da industria farmacéutica. Cerca de 45% dos PNM foram isolados
apos o ano 2000, o que permite concluir que o foco dos investigadores nesta area €, ainda,
recente [1,34-36].

A importancia da aplicacdo de péptidos marinhos na terapia oncoldgica esta
relacionada com algumas das caracteristicas dos proprios péptidos. E de destacar a sua
maior seletividade para as células cancerigenas, a baixa relacdo dose/efeito e a
probabilidade relativamente reduzida para o desenvolvimento de resisténcias, quando

comparados com o0s compostos de origem terrestre. Os péptidos marinhos possuem
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estruturas particulares e uma diversidade de alvos moleculares extraordinéria, 0 que
aumenta o potencial farmacoldgico e terapéutico associado a estas moléculas [36].

Atualmente, os estudos com vista a isolar metabolitos secundarios bioativos,
provenientes da atividade dos organismos marinhos, tém vindo a registar um aumento
progressivo e representam um desafio a comunidade cientifica. No ambito da Unido
Europeia, estd em curso um programa de incentivo a investigacdo cientifica do
ecossistema marinho designado “Conhecimento do meio marinho 20207, que teve inicio
em 2014 e cujo término ser4d em 2020. Adicionalmente, o programa Blue growth:
unlocking the potential of seas and oceans (“Crescimento Azul: libertar o potencial dos
mares e oceanos”), que decorreu entre 2014 e 2015, envolveu a atribuigdo de 38 milhGes
de euros para projetos com vista ao desenvolvimento de préaticas inovadoras, para o apoio
a identificagdo de varios organismos marinhos. Como exemplo, destacam-se as técnicas
de extracdo, de identificacdo estrutural e do perfil bioativo dos compostos, bem como as
estratégias de producéo eficiente e de sustentabilidade ambiental [36,37].

Porém, as dificuldades associadas quer a extracdo como a sintese dos péptidos
marinhos e o baixo rendimento obtido, a complexidade estrutural destas moléculas e os
elevados custos experimentais constituem o0s principais obstaculos para o

desenvolvimento de farmacos de origem marinha [7].

3.2 Tipos de peptidos marinhos

Os péptidos sdo suscetiveis a variacGes consideraveis na sua estrutura quimica,
em relacdo ao tamanho e complexidade. No entanto, é possivel agrupar os péptidos
marinhos de acordo com algumas semelhancas existentes, a nivel da estrutura que serve
de base a sua constituicdo. Desta forma, estdo descritos trés grupos de compostos:
péptidos lineares que possuem, o Maximo, vinte residuos de aminoacidos e as respetivas
modificacdes; péptidos mono-, bi- e triciclicos, isto é, péptidos que contém
respetivamente um, dois ou trés anéis ciclicos na sua estrutura quimica; e polipéptidos
com mais de vinte residuos de aminoacidos, que podem tomar conformacdes semelhantes
as estruturas secundarias e terciarias tipicas das proteinas [4]. Por se tratar de um grupo
pouco estudado em termos da sua bioatividade e pureza a nivel quimico, tendo

caracteristicas muito particulares, os polipéptidos com mais de vinte residuos de
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aminoécidos ndo serdo abordados em pormenor, ao contrario dos péptidos lineares e dos
péptidos ciclicos.

Adicionalmente, a designacdo ‘“depsipéptido” é atribuida aos péptidos que
possuem uma ou mais ligacBes amida que foram previamente substituidas pelo éster
correspondente. Os depsipéptidos podem apresentar, também, estruturas lineares ou
ciclicas. Muitos depsipéptidos contém aminoacidos com modificacdes estruturais pos-
traducdo, como N- e O-metilacdo, ou aminoacidos que ndo estdo presentes nas proteinas,
nos quais 0s grupos amina e/ou &cido carboxilico ndo surgem ligados através do carbono
a. Estas modificagbes permitem aumentar o tempo de semi-vida quimica e biol6gica do
péptido, prevenindo a sua degradacdo e melhorando a biodisponibilidade nos tecidos
alvo. Por outro lado, a presenca de heterociclos, como tiazois e triazdis, constitui outra
caracteristica interessante encontrada nos péptidos marinhos. Este tipo de estrutura
permite aumentar a estabilidade e rigidez dos peptidos sem, no entanto, se verificar perda
da citoxicidade e, consequentemente, da sua eficacia [4,38].

3.2.1 Péptidos lineares

Os péptidos lineares sdo constituidos por uma cadeia linear de aminoéacidos e
encontram-se unidos entre si atraveés de ligacdes peptidicas. Comparativamente aos
péptidos ciclicos, os péptidos lineares sdo considerados com menor viabilidade e
rentabilidade pela industria farmacéutica. De facto, a maioria dos péptidos lineares que
contém dois a dez aminoacidos apresenta uma estrutura extremamente flexivel em
solucdo. Esta flexibilidade deve-se a grande variedade de conformacdes adotadas pelo
péptido, com vista a atingir o equilibrio quimico [4,38]. Contudo, entre o arsenal de
conformagbes possiveis, apenas algumas apresentam as caracteristicas quimicas
adequadas para se poderem ligar ao recetor farmacolégico. Consequentemente, embora
certas conformacBes sejam capazes de se ligar seletivamente ao recetor, outras podem
ligar-se ao sitio ativo das enzimas proteoliticas. Desta forma, os péptidos lineares podem
ser submetidos a um processo de ciclizacdo, cujo objetivo é reduzir ao maximo as
conformac6es especificas para as enzimas proteoliticas, aumentando aquelas que séo
seletivas para o alvo farmacoldgico. Porém, alcancar simultaneamente ambas as
condigdes pode tornar-se um processo moroso e dificil de alcancar [38].

Muitos estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de compreender as

vantagens que a ciclizagdo apresenta sob a atividade biologica dos péptidos lineares.
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Geracio de uma
biblioteca de

sotid

Nesse sentido, foram criadas bibliotecas de sequéncias lineares e, simultaneamente,
péptidos ciclicos andlogos aos péptidos lineares que sdo mais promissores. Na sua
esmagadora maioria, 0s resultados demonstram vantagens na empregabilidade da
ciclizacdo uma vez que, apOs otimizados, os péptidos ciclicos manifestam maior
seletividade para o seu alvo farmacoldgico [38]. Esta e outras vantagens da ciclizagdo

apresentam-se em detalhe no subcapitulo 3.2.2 Péptidos ciclicos.

Aplicacao dos
péptidos otimizados

Figura 3.3 — Estratégias envolvidas na sintese de um péptido ciclico, com elevada
afinidade para a ligacdo a um alvo molecular. Em geral, a ciclizacdo permite que o
péptido seja mais facilmente otimizado e, consequentemente, demonstre maior
seletividade para o alvo farmacoldgico. Adaptado de Roxin et al. [38].
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3.2.2 Péptidos ciclicos

Os péptidos ciclicos sdo cadeias polipeptidicas, cuja estrutura quimica é
constituida pela conexdo de varios atomos de carbono, de modo a formar um anel. A
estrutura em anel pode ser constituida através da unido de ambas as extremidades do
péptido por meio de uma ligacdo amida, ou outras ligagdes quimicamente estaveis como
as lactonas, éteres, tioéteres e bissulfuretos [35,39,40].

Comparativamente aos péptidos lineares, existe uma maior diversidade de
péptidos marinhos ciclicos com atividade citotdxica. A variabilidade estrutural deve-se
as diferentes vias biossintéticas a partir dos quais 0s péptidos ciclicos podem ter origem,
seja pela via ribossomal ou pela via ndo ribossomal (vidé Capitulo 1V: Vias biossintéticas
dos péptidos marinhos) [4,38,39]. De facto, pequenas variagdes estruturais podem
refletir-se em diferencas significativas na atividade biologica dos péptidos. Como
exemplo, é de referir que a substituicdo de um residuo de lactil-prolina, existente no
péptido didemnina B, por um residuo de piruvoilprolina, origina um composto designado
plitidepsina, com uma atividade citotoxica mais potente que o péptido original [40,41].

Por outro lado, além da diversidade em estruturas quimicas, os péptidos ciclicos
apresentam vantagens adicionais aos péptidos lineares. Uma das vantagens de maior
interesse prende-se com a resisténcia dos péptidos ciclicos a hidrdlise por proteases
enddgenas e exdgenas. De facto, a formacéo de ciclos reduz a liberdade conformacional
da cadeia polipeptidica, permitindo a formacéo de um péptido com menor flexibilidade
e, por isso, mais resistente a hidrolise. Consequentemente, os péptidos ciclicos sdo, em
geral, mais estaveis e possuem um interesse terapéutico superior, uma vez que
representam farmacos com melhor atividade bioldgica e, por isso, maior eficacia. Em
termos termodindmicos, a rigidez dos péptidos ciclicos diminui o valor de entropia
associado a energia livre de Gibbs, permitindo aumentar a forca de ligacdo as moléculas

alvo, bem como a seletividade em relacédo ao recetor molecular [39,42].
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3.2.2.1 Vias de ciclizacao

Tendo em conta o arsenal de vantagens associadas aos péptidos ciclicos, a
maioria dos péptidos que sdo sintetizados a nivel laboratorial sdo, posteriormente,
submetidos a um processo de ciclizacdo. Para além dos aspetos anteriormente
mencionados, o processo de ciclizacdo permite aumentar a hifrobicidade dos hom6logos
lineares, potenciando a estabilidade dos compostos e a sua seletividade em relacdo ao
alvo farmacoldgico [43].

De acordo com o tipo de ligacdo que une os dois aminoacidos responsaveis pela
formac&o do anel ciclico, os péptidos ciclicos podem ser classificados em duas categorias
diferentes. Desta forma, a designacdo “péptidos homodeticos” € atribuida quando as
ligacOes responsaveis pela ciclizacédo da estrutura séo apenas ligac6es peptidicas normais,
isto &, entre residuo a-carboxilo de um aminoacido e o residuo a-amina de outro. Por
outro lado, os peptidos heterodéticos sdo aqueles nos quais as ligacbes entre os
aminodcidos responsaveis pela formagdo do anel ciclico séo estabelecidas por meio de
grupos funcionais diferentes [43,44]. A Figura 3.4 sumariza as principais estratégias de

ciclizagéo dos peptidos, que se baseiam em [43,44]:

a. Ciclizacdo cabega — cauda: a ligacdo peptidica e estabelecida entre a
extremidade N-terminal do grupo amina e a extremidade C-terminal do
grupo carboxilo, 0 que permite a unido de ambas as extremidades do
péptido;

b. Ciclizacdo cadeia lateral — cauda: a ligacdo peptidica ocorre entre a
extremidade N-terminal do grupo amina e um dos grupos substituintes
da cadeia de aminoécidos;

c. Ciclizacdo cadeia lateral — cadeia lateral: ocorre quando a ligacdo
peptidica é estabelecida entre duas cadeias laterais de aminoacidos;

d. Ciclizacdo cabeca — cadeia lateral: trata-se de uma ligacdo formada
através da unido entre a extremidade C-terminal do grupo carboxilo e

uma das cadeias laterais de aminoacidos.
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Figura 3.4 — Tipos de ciclizacdo de péptidos. A estratégia mais utilizada é a ciclizacéo
cabeca — cauda. No entanto, as ciclizacfes cadeia lateral — cadeia lateral, cabeca — cadeia
lateral e cadeia lateral — cauda s&o igualmente UGteis e importantes. Na figura, as letras R*
e R? representam duas cadeias laterais de aminoacidos. Adaptado de White et al. [44].

3.3 Péptidos marinhos com aplicacdo na terapia oncologica

Desde a década de 50 até aos dias de hoje, sdo muitos os péptidos, quer de
estrutura linear como ciclica, que tém sido identificados em varias espécies de organismos
marinhos. Atualmente, conhecem-se mais de uma centena de péptidos diferentes com
aplicacdo naterapia oncoldgica, alguns dos quais encontram-se em varias fases de ensaios
clinicos, com vista ao estudo de propriedades como a eficacia e a seguranga. Outros,
embora em menor ndmero, j& obtiveram aprovacdo por parte das autoridades
competentes, como a FDA e a EMA, e sdo comercializados em Varios paises para o
tratamento de diversos tipos de tumores [35]. A tabela seguinte contém alguns dos
péptidos de estrutura linear e ciclica e a respetiva aplicacdo na terapia oncoldgica, bem

como a fonte marinha a partir do qual sdo obtidos.
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Quadro 3.1 — Péptidos marinhos lineares e ciclicos, fonte a partir do qual séo obtidos
e respetiva aplicacdo na terapia oncoldgica. Adaptado de Varela et al. [4].

Nome do péptido

Dolastatina 10?

Dragonamida A,

C-D

Hemiasterlina

Briostatina 1

Citarabina

Didemnina B®

Kahalalido F°

Halicondrina B

Hemiasterlina®

Pahayokolido A

Espécie

Dolabella
auricularia

Lyngbya sp.

Hemiasterella
minor
Auletta sp.
Siphonochalina
sp.

Bugula neritina

Tethya crypta
Trididemnum
solidum

Elysia rufescens

Halichondria
okadai.
Hemiasterella
minor

Lyngbya sp.

Péptidos lineares

Fonte
Filo

Mollusca

Cyanobacteria

Porifera

Péptidos ciclicos

Bryozoa

Porifera

Chordata

Mollusca

Porifera

Porifera

Cyanobacteria

Familia

Aplysiidae

Oscillatoriaceae

Hemiasterellidae
Axinellidae

Callyspongiidae

Bugulidae

Tethyidae

Didemnidae

Plakobranchidae

Halichondriidae

Hemiasterellidae

Oscillatoriaceae

Aplicagéo

Tumores do
pancreas, rim,
mama e pulméo e
prostata

Tumores solidos

Tumores sélidos,
em especial
cancro do
pancreas

Leucemias,
linfomas e
tumores do
pancreas, ovario,
mama, prostata,
cabeca e pescoco
Leucemia aguda
nao linfocitica
Leucemias e
linfomas
Melanoma e
carcinoma
hepatocelular

Cancro da mama

Cancro da
prostata
Tumores do
pulmao, ovario e
rim

aAtualmente, considera-se que a fonte atual do péptido sdo as cianobactérias ingeridas pelo moldsculo, dos
géneros Lyngya e Symploca.
bAtualmente, considera-se como verdadeira fonte do péptido a cianobactéria simbionte Synechocystis

trididemni.

¢Atualmente, considera-se que a fonte atual do péptido séo as cianobactérias ingeridas pelo moldsculo, do

género Bryopsis.

dEste péptido pode igualmente ser encontrado em esponjas dos géneros Cymbastela, Auletta e

Siphonochalina.
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Capitulo 1V: Vias biossintéticas dos péptidos marinhos

A sintese de péptidos compreende duas vias distintas: ribossomal e ndo
ribossomal. A via ribossomal exige a presenca de uma estrutura ndo membranar, o
ribossoma, que permite a sintese de péptidos através da informacédo veiculada pelo RNA
mensageiro (MRNA) [45]. Por outro lado, a via ndo ribossomal dispensa a utilizagio dos
ribossomas, recorrendo a enzimas designadas policétidos-sintases. Estas enzimas
sintetizam os péptidos mediante um processo que reline varias etapas e necessita de

moléculas percursoras de acetil-coenzima A (acetil-CoA) [46].

4.1 Viaribossomal

Os péptidos ribossomais sdo sintetizados atraves de um mecanismo designado
sintese proteica. Este processo é altamente dependente da presenca de ribossomas e
divide-se em duas fases distintas: transcri¢do e traducédo [45].

A traducdo é a designacdo atribuida ao processo a partir do qual ocorre a leitura
da mensagem contida na molécula de mRNA pelos ribossomas. Este processo permite a
descodificacdo da informacdo contida no mRNA, com origem na formacdo de um
péptido. A traducdo pode ser dividida em trés fases fundamentais designadas iniciacéo,
elongacdo e terminacdo. A traducdo inicia-se com a formacdo de um complexo de
iniciacdo, a nivel do coddo de iniciacdo (como por exemplo, AUG). Este complexo
consiste na cadeia de mRNA, num RNA transferéncia (tRNA) com o anticoddo
complementar (5°-CAU-3"), que transporta o primeiro aminoacido (metionina), e na
subunidade 40S do ribossoma. Nos eucariotas, 0 tRNA inicial é posicionado na
subunidade ribossomal 40S, por meio do fator de iniciacdo eEF1A, ainda antes da ligacdo
ao mRNA [47].

A elongacéo tem inicio quando o anticoddo do segundo aminoacil-tRNA, isto é,
um tRNA carregado com um aminoacido de acordo com o cddigo genético da célula,
encontra a sequéncia complementar no coddo do mRNA respetivo. Este processo é
dependente de GTP (guanosina trifosfato) e, mais uma vez, de fatores de elongacao
(eEFs). A ligagdo de GTP ao eEF1A permite ativar a elongacdo, através da mudanga de
conformacdo deste fator, e desencadeia 0 recrutamento de aminoacil-tRNA.

Simultaneamente, o primeiro tRNA é deslocado para o local P (peptidilo) do ribossoma,
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sendo posteriormente libertado através do local E (de saida). O ribossoma desloca-se, em
seguida, a uma distancia equivalente a um tripleto em relacdo ao mRNA, permitindo a
exposi¢do do coddo seguinte e o recrutamento de um novo aminoacil-tRNA no local A
(aminoacilo). A terminacdo da sintese da cadeia peptidica ocorre quando surge um dos
coddes de terminacdo (UAA, UAG e UGA), a nivel do local A. Uma vez que nédo existe
correspondéncia de nenhum dos aminoacidos para cada um dos trés coddes referidos, a

sintese proteica é, entéo, terminada [48,49].

—— Sentido da formacéo da

HzN — aa < I
i aa, cadeia polipeptidica q
82 HEN\__(I;
H a, H T Ry

0// Q‘ \cﬁs H }:'m ,;C\\

N LocalE A\ /)P;l 40 0

9 =0y Q=0 o

C (0]
A A
C C
(] C

Local P Local A &
oo\ / 4
oA &7 .
Saida do tRNA * | Entrada do tRNA
com o anticoddos ' l'J llJ l|1 ? (':‘. ('3 < com o anticodio?
5.::lllllllllllll lllllllll[l_:s,
mRNA GGGAAAUCGGUC
Codio Coddo Codio Codio Codio Codio Codio Sentido do movimento
aal aaz das daa4 daas aas aa’z
dos ribossomas

Figura 4.1 — Elongacéo da traducédo. Este processo compreende o posicionamento de
sucessivas moléculas de tRNA na subunidade 40S do ribossoma. As duas subunidades do
ribossoma contém trés locais adjacentes, que constituem os sitios de ligacdo as moléculas
de tRNA: locais aminoacilo (A), peptidilo (P) e de saida (E). No decorrer da traducdo, as
moléculas de tRNA ligam-se, numa fase inicial ao local A, sendo posteriormente
deslocadas para o local P e, no final, para o local E. Adaptado de Fixsen et al. [50].
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4.2 Via ndo-ribossomal (policétidos sintases)

A descoberta do primeiro policétido, o orcionol, remonta ao ano de 1893 e foi
conseguida pelos investigadores Collie e Myers. Durante alguns anos, afirmou-se que este
composto era sintetizado por reagdes sucessivas de condensacao ou de polimerizacdo. No
entanto, estudos posteriores permitiram descobrir uma nova classe quimica designada
“policétidos”. Esta classe englobava os compostos caracterizados pela ocorréncia de um
“motivo” (-CH2-CO), a qual Collie designou de “cétido”. Anos mais tarde, em 1953,
Birch e Donovan sugeriram uma nova via de biossintese para os policétidos, que em muito
se assemelhava a via biossintética dos &cidos gordos. Os avancos em diversas técnicas de
extracdo de material genético, como DNA recombinante, enzimas de restri¢do, técnicas
de sequenciacédo e PCR (Polymerase Chain Reaction — Rea¢do em cadeia da polimerase),
entre a decada de 60 e 80, possibilitaram analisar a base genética da biossintese de
policétidos [51,52].

Atualmente, os policétidos sdo caracterizados como uma classe de metabolitos
secundarios, produzidos por microrganismos como fungos e bactérias. Estes compostos
sdo biosintetizados a partir de percursores de acetil-CoA, através de enzimas designadas
policétidos-sintases (PKSs). Ao contrario dos ribossomas, as PKSs ndo necessitam de
RNA mensageiro para a producdo de um péptido e, por isso, os policétidos sdo
considerados péptidos nao ribossomais [46].

De um modo geral, quer a biossintese de policétidos como a de acidos gordos
ocorre a partir de uma molécula de acetil-CoA. Como se tratam de processos
endergonicos, a molécula de acetil-CoA deve ser previamente ativada, mediante uma
carboxilagdo. Esta reacdo ocorre a partir da enzima acetil-CoA carboxilase e permite a
transformacéo de acetil-CoA em malonil-CoA. Posteriormente, o malonil é transferido
para uma proteina transportadora de acetilos (ACP), dando origem a uma molécula de
malonil-ACP. A molécula serd entdo condensada, por meio de uma condensacdo de
Claisen, com acetil-ACP (sintetizada de forma semelhante a partir de acetil-CoA). A
condensacdo de Claisen €, por sua vez, uma reacao quimica que ocorre entre dois ésteres
e uma cetona, na presenga de uma base forte, permitindo a formagdo de um p-ceto-éster

ou uma [B-dicetona [46,52].
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Figura 4.2 — Principios basicos da biossintese de &cidos gordos e policétidos.
Adaptado de Hertweck [52].

Cada enzima policétido-sintase € constituida por trés dominios funcionais
diferentes, necessarios para a sintese e crescimento da cadeia do policétido. O dominio
aciltransferase (AT) permite selecionar e ativar o substrato apropriado para a sintese do
novo composto. O dominio cetosintase (KS) junta-se ao percursor previamente
selecionado pela AT e catalisa a reacdo de elongacédo da cadeia polipeptidica, a partir de
reacdes de condensacdo (do tipo Claisen). A proteina transportadora de grupos acetilos
permite o transporte do substrato com o grupo acetil, participando na elongacéao da cadeia.
Adicionalmente, podem ser encontrados outros dominios entre AT e ACP como 0s
dominios cetorredutase (KR); desidratase (DH); e enoil redutase (ER). Estas estruturas
possuem a capacidade de modificar a unidade acetil ap6s a sua condensacdo.
Habitualmente, as PKS podem ainda conter um outro mddulo, tioesterase (TE),
responsavel pela ciclizacdo da cadeia polipeptidica final. O dominio TE encontra-se,
habitualmente, no final da cadeia modular da PKS. Neste sentido, o policétido pode sofrer
modificacdes pds-sintese tais como metilacdo, ciclizacdo, alquilacdo e glicosilacdo. Estes
dominios adicionais conferem as PKS a capacidade de gerar uma diversidade
consideravel de estruturas moleculares [51,52].

Apesar das semelhancas estruturais e funcionais encontradas entre as vias

biossintéticas de acidos gordos e de policétidos, existe um conjunto de caracteristicas que
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possibilita a sua distin¢cdo. As PKS diferem claramente das sintases de acidos gordos
(SAG) na capacidade em utilizar uma gama mais ampla de moléculas iniciadoras da
sintese e de unidades de extensdo. Consequentemente, esta particularidade permite a
formacdo de cadeias polipeptidicas com varios comprimentos. Por outro lado, ao
contrério da biossintese de acidos gordos, na qual ocorre a terminacdo da cadeia
molecular ap6s cada alongamento através de uma reducgdo, na biossintese de policétidos
as etapas redutoras antes do préximo alongamento podem ou ndo ocorrer. Esta
caracteristica confere aos policétidos uma elevada complexidade quimica.
Adicionalmente, os policétidos sdo normalmente libertados sob a forma de moléculas
ciclicas, enquanto os acidos gordos sdo terminados sob a forma de &cido carboxilico linear
[46,51,52].
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Figura 4.3 — Principais diferencas entre a via biossintética de acidos gordos e de
policétidos. A) Via biossintética de &cidos gordos. B) Via biossintética de policétidos. E
de notar que a etapa de reducdo apresenta um caracter obrigatorio apos o alongamento da
cadeia, na sintese de acidos gordos. Pelo contério, na sintese sintese de policétidos esta
etapa é opcional, pelo que o policétido formado pode encontra-se parcial ou totalmente
reduzido. Adaptado de Hertweck [52].
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Atualmente, sdo conhecidos trés tipos de policétidos-sintases, designadamente
PKS do tipo I, Il e Ill. Por sua vez, as PKS | podem ser do tipo modular, encontradas
geralmente em bactérias, ou do tipo iterativo, existentes predominantemente em fungos.
As PKS I modulares sdo enzimas multifuncionais organizadas em modulos. Cada mddulo
engloba um conjunto completo de dominios independentes, responsavel por um ciclo de
alongamento da cadeia policetidica, catalisando apenas uma rea¢do em todo o processo
[51].

As PKS | do tipo iterativo utilizam os mesmos dominios que as PKS | modulares;
no entanto, cada sitio ativo engloba os varios dominios, que sdo usados repetidamente de
forma a processar o alongamento da cadeia do policétido. Quando comparadas as PKS |
modulares, estas sintases apresentam menor tamanho e consistem em complexos de
enzimas mono-funcionais. Embora inicialmente se pensasse que a existéncia destas
enzimas estaria limitada aos fungos, as PKS 1 iterativas tém sido recentemente
encontradas em algumas espécies de bactérias. Alem disso, Shen, Miiller e Wilkison
encontraram vestigios de modulos exclusivos das PKS modulares em PKS iterativas,
tendo-se verificado que estes funcionavam repetidamente, para incorporar unidades de
extensdo adicionais na cadeia policétida pré-sintetizada. Consequentemente, a definicédo
de PKS I do tipo iterativo bem como o seu modo de acéo constituem questdes atualmente
em estudo e expansao [46,51].

As policetidos-sintases do tipo Il contém dominios cataliticos semelhantes aos
existentes nas PKS I. No entanto, as PKS Il tipicamente apresentam dois dominios KS:
KSq e KSg. O primeiro é equivalente ao KS encontrado nas PKS do tipo I, enquanto o
segundo exerce o controlo do comprimento da cadeia policetidica. Por outro lado, os
policétidos produzidos por este tipo de enzimas apenas sofrem reducdo aquando da sua
sintese total, e posterior libertacdo pelas PKS Il. Estas enzimas atuam de forma
coordenada na formacdo da estrutura principal do policétido, que pode apresentar um
tamanho variavel, e catalisam a formacdo de compostos que requerem a aromatizacéo e
ciclizacdo [46,51].

Por Gltimo, a semelhanca das PKS | e das PKS Il, as PKS Ill condensam a
molécula inicial com uma série de unidades de extensdo, de modo a dar origem a uma
cadeia de policétido. No entanto, as PKS Ill carecem de varios dominios cataliticos e
utilizam um mecanismo de extensdo da cadeia independente de ACP, que permite as

enzimas atuar diretamente sob os substratos de acetil-CoA [46,51].
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Apesar das diferencas em termos estruturais e mecanisticos, todos os tipos de
PKS biossintetizam policétidos por condensacdo descarboxilativa dos percursores de
acetil-CoA. A sintese de policétidos constitui uma via diversificada que se deve,
sobretudo, a multiplicidade de unidades iniciadoras da sintese; as variagdes no nimero de
unidades de extensdo incorporadas; as alteracGes no estado de oxidacdo do policétido
sintetizado; e, por ultimo, as varias possibilidades de terminacao da cadeia [51,52].
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Figura 4.4 — Estruturas e mecanismos das PKS do tipo | (modular), 11 e 111. Adaptado
de Weissman [46].
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Capitulo V: Péptidos marinhos com aplicacdo na terapia

oncologica em fase de ensaios clinicos

5.1 Ensaios pré-clinicos e ensaios clinicos de Fase I, Il e 111

De acordo com o INFARMED, I.P., os ensaios clinicos sdo estudos conduzidos
no Homem, destinados a descobrir ou verificar os efeitos de um ou mais medicamentos
experimentais [53].

A semelhanca de outras substancias quimicas, o processo de estudo de
compostos marinhos com propriedades antitumorais é complexo e requer o envolvimento
de multiplas etapas. De facto, embora se verifique um reduzido nimero de farmacos
aprovados pela FDA e pela EMA, sdo centenas as substancias que se encontram em
diferentes fases de ensaios pre-clinicos e clinicos. Consequentemente, a estatistica dita
que, entre 5000 substancias que iniciam um estudo pré-clinico, apenas 5 passam aos
ensaios clinicos e apenas 1 ira resultar num farmaco com aplicacdo clinica. Por outro lado,
além dos elevados custos econdmicos associados ao decorrer do ensaio clinico, o fator
tempo € igualmente consideravel. O processo &, de facto, bastante moroso, cuja duragédo
minima redne um total de 15 anos, desde a descoberta da molécula de interesse até a
comercializacdo da mesma [7,54].

Porém, é importante ter em conta que, mesmo as substancias que ndo sao
aprovadas apoés a realizacdo do respetivo ensaio, ofereceram um contributo positivo no
que toca a evolucdo das investigacOes, por meio da avaliacdo da relacdo estrutura e
atividade farmacologica, com vista a otimizacdo dos perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos e a eliminacao da toxicidade associada. [7].

O Quadro 5.1 ilustra as diversas fases de um ensaio clinico, bem como o

respetivo tempo associado e os alvos de estudo de cada uma delas.
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Quadro 5.1 — Etapas envolvidas no processo de pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos. Adaptado de Costa-Lotufo et al. [7]

Fasel Fase Il Fase III Fase IV
Eficacia Demonstracdo/confirmacdo
] ) ) Pos-AIM
terapéutica do beneficio terapéutico
Perfil de ) o
Eficdcia Monitorizagdo
seguranca a )
o Seguranca Pos-Marketing
Testes in vitro Testes in vivo curto prazo
5000 Farmacodindmica Farmacodinimica Avaliacéo de
substincias =~ Farmacocinética =~ Farmacocinética interacdes
Toxicologia Toxicologia Determinacio Obtencio de AIM medicamentosas
da dose - (Autorizagio de Introducdo e de efeitos
(Protétipo resposta no Mercado) adversos
(Protdtipo) Otimizado) adicionais
3-5 anos 3 anos 6 anos 3 anos

5.2 Péptidos marinhos em ensaios clinicos e aprovados para a

terapia oncologica

A FDA aprovou o primeiro péptido de origem marinha para aplicacéo na terapia
oncoldgica, a Citarabina (Ara-C), em 1969. Este marco permitiu a expansdo e o
desenvolvimento de diversos esquemas terapéuticos, em torno deste tipo de compostos.
Devido a enorme variabilidade estrutural dos produtos naturais, entre 1980 e 2006,
verificou-se que cerca de 28% dos farmacos aprovados pela FDA, com vista ao
tratamento do cancro, tinham origem natural ou eram inspirados em produtos naturais.
No entanto, embora se verifique um nimero relativamente reduzido de farmacos baseados
em péptidos marinhos aprovados, s80 muitos 0s compostos que se encontram em diversas
fases de ensaios clinicos (Quadro 5.2). Por outro lado, mesmo os compostos aprovados
pela FDA continuam a ser submetidos a estudos clinicos, com o objetivo de sustentar 0s
resultados relativos a sua eficacia e seguranca e, ainda, alargar o arsenal de aplicacdes
terapéuticas para os quais estes demonstram ter aplicabilidade [4,7].

Os contetidos que se seguem contém informacdo detalhada sobre alguns dos
farmacos que ja obtiveram aprovacdo pela FDA e pela EMA, como a trabectedina e o
brentuximab vendotina, mas que estdo igualmente sujeitos a ensaios clinicos. Encontram-
se, também, descritos os péptidos auristatina e dolastatina, percursores do farmaco

brentuximab vendotina. Adicionalmente, apresentam-se em destaque 0s péptidos
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didemnina B e plitidepsina, dois analogos quimicos que permitiram o desenvolvimento
da Aplidina® [55]. A escolha destes péptidos teve como base varios critérios, que incluem
ndo s6 a quantidade de literatura disponivel, como também a pertinéncia da mesma. No
que toca aos farmacos ja aprovados, a selecdo dos péptidos marinhos inclui a vasta
aplicabilidade e a taxa de sucesso que estes apresentam para a terapia oncoldgica,
comparativamente a outros péptidos marinhos com propriedades antitumorais. Por outro
lado, o nimero de publicacdes relativas a resultados de ensaios clinicos, ja terminados,
adquire um papel importante para a clarificacdo destes compostos. Relativamente aos
péptidos que se encontram em ensaios clinicos e ainda ndo foram aprovados pelas
entidades competentes, a selecdo baseia-se na quantidade de estudos em curso para o0
aperfeicoamento destes compostos. Embora apresentem algumas particularidades, estes
estudos permitem aprofundar o conhecimento relativo a eficacia e seguranca dos péptidos
marinhos, de modo a que a aprovacdo no ambito da aplicabilidade relativa a cada um

deles se torne possivel.

Quadro 5.2 — Péptidos marinhos em ensaios clinicos de Fase I, Il e 111 e aprovados
pela FDA para o tratamento de patologias oncoldgicas. De notar que, 0s compostos
listados ndo englobam a totalidade de péptidos marinhos que, atualmente, se encontram
em ensaios clinicos. Adaptado de Marine Pharmacology [56].

Fase do Nome do Marca Organismo Classe Alvo Aplicacéo
ensaio péptido comercial marinho guimica = molecular
P (ano de
clinico aprovagédo
pela FDA)
ABBV-085 ) .
Anticorpo Varios, em
ABBV-221 cianobactérias com EGFR e solidos
MMAF microttbulos
ABBV-838
Cancros do
pancreas,
prostata,
estbmago,
Fase | rim, pulmé&o
Briostatina NA Briozoérios Lactona Proteina C e das
macroélida cinase trompas de
Falopio,
leucemias e
melanomas
Anticorpo  Antigénio de
GSK2857916 NA Molusco/ conjugado maturacao Mieloma
cianobactérias com dos multiplo

MMAF linfocitos B
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Fase do

ensaio
clinico

Fase |

Fase 1l

Fase Il

Aprovado
pela FDA

Nome do
péptido

Salinospora-
mida A

ABT-414
EGFRVIII -
MMAF

Lurbinec-
tedina

SGN-CD19A

Plinabulina

Plitidepsina

Auristatina

Citarabina

Mesilato de
erubilina

Marca

comercial

(ano de
aprovacdo
pela FDA)

NA

NA

NA

NANA

NA

Aplidina®

Adcetris®
(2011)

Cytosar-
U®
(1969)

Halaven®
(2010)

Organismo
marinho

Bactérias

Molusco/
cianobactérias

Tunicado

Molusco/

cianobactérias

Fungo

Tunicado

Molusco/

cianobactérias

Esponja

Esponja

Classe
quimica

f - Lactona

Anticorpo
conjugado
com
MMAF

Alcaléide

Anticorpo
conjugado
com
MMAF

Diketopipe-
razine

Depsi-
péptido

Anticorpo
conjugado
com
MMAE

Nucleétido

Macrélido

Alvo
molecular

Proteossoma
20S

EGFR e
microtibulos

Sulco menor
do DNA

CD-19¢e
microtUbulos

Microtibulos

Racle
ativacdo da
c-JNK

CD-30¢e
microtUbulos

DNA
Polimerase

MicrotUbulos

Aplicacéo

Cancro do
pulméo de
células ndo
pequenas,
cancro do
pancreas,
melanoma,
linfoma e
mieloma
multiplo
Cancro da
mama e
melanomas
metastaticos

Cancros do
ovario,
mama,
pulméo,

endométrio

e leucemia
aguda

Diversos
tipos de
linfomas

Cancro do
pulméo de
células nao
pequenas e
tumores
cerebrais

Mieloma

multiplo e
leucemias
linfociticas

Linfoma
anaplasico
de grandes

celulas e
linfoma de

Hodgkin

Leucemia

Cancro da
mama
metastatico
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Fase do Nome do Marca Organismo  Classe Alvo Aplicacao
ensaio péptido comercial marinho guimica molecular
- (ano de
clinico aprovacao pela
FDA)
Sarcoma
Aprovado Yondelis® Sulco dos tecidos
pela FDA Trabectedina 2015) Tunicado Alcaloide  menor do moles e
DNA cancro do
ovario

Legenda: EGFR — Epidermal growth factor receptor (recetor do fator de crescimento epidérmico); NA —
N&o Aprovado; MMAE — Monometil-auristatina E; MMAF - Monometil-auristatina F.

5.3 Trabectedina

A trabectedina (Yondelis®, ET-743) é um alcaloide tetrahidroisoquinoloide,
identificado em 1960, atraves de uma investigacdo levada a cabo pelo Instituto Nacional
do Cancro dos Estados Unidos da Ameérica (National Cancer Institute — NCI).
Inicialmente, os estudos referiam o tunicado marinho Ecteinascidia turbinata (Figura
5.1), frequentemente encontrado nos mares das Caraibas e do Mediterraneo, como a fonte
de origem do péptido. Contudo, mais tarde veio a descobrir-se que o verdadeiro
organismo responsavel pela biossintese da trabectedina é a bactéria Candidatus
Endoecteinascidia frumentensis, que constitui um microrganismo simbionte do tunicado.
Em consequéncia do interesse terapéutico demonstrado pelo composto e de forma a
respeitar a dindmica do ecossistema marinho, a empresa farmacéutica PharmaMar
desenvolveu um método de sintese quimica da trabectedina. Este método pressupde o
recurso a cianosafracina B, um antibidtico proveniente da fermentacdo de culturas da
bactéria Pseudomonas fluorescens [7,57].

A estrutura molecular da trabectedina (Figura 5.2) evidéncia um péptido ciclico

e que possui trés anéis tetrahidroisoquinoloides fundidos [58].
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Figura 5.1 — Ecteinascidia turbinata. Os tunicados pertencem ao filo Urochordata e
englobam cerca de 1250 espécies de organismos marinhos. Cada individuo da coldnia,
zooide, pode atingir cerca de 2,5 cm de comprimento. Os zooides estdo unidos na base,
através de uma estrutura semelhante a um caule, que permite a circulacdo sanguinea e a
fixacdo da coldnia ao substrato. A coloracédo laranja deve-se a deposicdo de carotenoides
e constitui um alerta para os possiveis predadores, fazendo com que estes se afastem desta
espécie devido a sua toxicidade. Adaptado de Manning et al. [59].

Figura 5.2 — Estrutura quimica da trabectedina e respetiva bactéria (Pseudomonas
fluorescens) a partir da qual o péptido é, atualmente, obtido pela empresa
PharmaMar. A trabectedina é um péptido ciclico, constituido por 3 anéis
tetrahidroisoquinoloides, representados pelas letras A, B e C. Esta substancia é constituida
predominantemente por &omos de carbono, hidrogénio, oxigénio e azoto, tratando-se de
um péptido de caracter basico que o permite caracterizar como alcaloide. Adaptado de
Larsen et al. [60].
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A trabectedina foi um dos primeiros péptidos de origem marinha a ser aprovado
pela EMA, em 2007, para o tratamento de pacientes com sarcomas dos tecidos moles,
sendo atualmente um farmaco citotoxico usado em mais de 70 paises. Dois anos depois,
em 2009, este péptido foi aprovado para uma nova indicacdo terapéutica, desta vez com
aplicacdo no tratamento do cancro do ovario reincidente e sensivel a compostos contendo
platina, em combinacdo com doxorrubicina lipossomal peguilhada (PLD). No entanto,
devido a toxicidade manifestada a nivel hepatico, aquando do tratamento com o péptido,
a trabectedina foi apenas autorizada pela FDA em 2015. Esta autorizagdo destinou-se ao
tratamento de leiomiossarcomas e lipossarcomas, apés falha terapéutica de um regime
posolégico contendo antraciclinas e ifosfamida, ou em doentes para 0s quais estes
farmacos ndo séo apropriados. Além disso, decorrem ensaios clinicos de Fase Il com vista
a aprovagéo da trabectedina em cancros do pulméo, mama e prostata [8,58].

De facto, o0 resultado de varios ensaios clinicos levados a cabo com vista a
comprovacéo da eficicia da trabectedina demonstram que o farmaco possui a capacidade
de diminuir o crescimento tumoral, em aproximadamente 50% dos doentes analisados.
Adicionalmente, o farmaco produziu também um aumento estatisticamente significativo
do tempo decorrente até a progressdo do tumor [61].

Os primeiros ensaios clinicos levados a cabo com trabectedina apresentaram
severa toxicidade, chegando mesmo a provocar algumas mortes. Entre as principais
reacOes adversas descritas destacam-se a neutropenia, aumento das transaminases e
rabdomidlise. Posteriormente, varios estudos foram desenvolvidos com vista a percecéao
dos efeitos adversos relacionados com a toxicidade, bem como para o eventual ajuste de
doses, processo que tornou a progressdo normal dos ensaios clinicos mais morosa.
Atualmente, gracas a varias modificacdes adotadas que melhoraram substancialmente o
perfil toxicoldgico do farmaco, aponta-se apenas como principais reacdes adversas a
neutropenia e 0 aumento das transaminases. Estes efeitos sdo reversiveis e pouco
pronunciados ndo se verificando, por outro lado, a ocorréncia de alopecia,
neurotoxicidade ou cardiotoxicidade [7,8].

No presente, Yondelis® é considerado um medicamento 6rfdo pela EMA e pela
FDA. Consequentemente, em Portugal, o recurso a este farmaco carece de uma
“Autorizacdo de Utilizagdo Excecional” dirigida ao INFARMED, I.P., a partir do hospital

do Sistema Nacional de Saude que solicita 0 acesso ao mesmo [62,63].
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53.1 Mecanismo de a¢édo

O potencial efeito antitumoral da trabectedina conta com cerca de 40 anos de
investigacao e é obtido através de diferentes mecanismos de a¢éo, tais como a ligacdo do
péptido ao sulco menor da dupla hélice de DNA, a interferéncia da trabectedina com
mecanismos de reparagdo do DNA e do ciclo celular, a interagdo com fatores de
transcricdo, entre outros [64].

A trabectedina exibe um mecanismo de alquilagdo do DNA em muito diferente
de outros agentes alquilantes. Deste modo, sabe-se que a trabectedina tem a capacidade
de se ligar por meio de ligacGes covalentes reversiveis a dupla hélice do DNA, a partir
dos grupos amina dos residuos de guanina, no sulco menor da cadeia. Esta ligacéo origina
uma destabilizacdo no acido nucleico, que conduz ao dobramento e sobreposicéo do sulco
menor com o0 sulco maior [7,64]. Consequentemente, este dobramento reflete-se na
posterior desorganizacao do citoesqueleto, no bloqueio do ciclo celular (na fase G1) e na
interferéncia do reconhecimento e ligacdo normal a fatores de transcri¢do, causando a
ativacdo ou inibicdo de determinados genes. Destacam-se, como exemplos, o gene CAT
e 0 gene regulador da expressdo da proteina metalotioneina, importantes na regulacéo
celular do stress oxidativo [7].

A trabectedina possui, também, a capacidade de inibir a transcricdo do DNA
durante o processo de elongacédo, mediante a colisdo do péptido com a RNA Polimerase
Il. Esta enzima, fundamental na expressao genética, ao ser bloqueada € impedida de
completar o normal ciclo de adicdo de nucledtidos, originando um transcrito que é
terminado prematuramente. A RNA Polimerase 11 é posteriormente degradada através do
complexo de protedlise ubiquitina-proteassoma que, consequentemente, induz a quebra

da cadeia de DNA em formacdo [60].
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Figura 5.3 — Interacdo da trabectedina com a RNA Polimerase Il e posterior
degradacéo desta enzima, com a consequente quebra da sintese de DNA. Adaptado
de Larsen et al. [60].

Contudo, sabe-se também que a degradacdo da RNA Polimerase 11 é dependente
da presenca do complexo TC-NER (Transcription Coupled Nucleotide Excision Repair),
uma via de reparacdo por excisdo de nucledtidos acoplados a transcricdo, que tem
demonstrado exercer um papel fundamental na atividade clinica da trabectedina. Esta via
permite a reparacdo de erros na sintese de DNA induzidos pela radiacdo UV e outros
agentes carcinogéneos e, ainda, alguns agentes alquilantes e cisplatina. As células nas
quais esta via de reparacdo aparenta ndo estar funcional demonstram ser resistentes ao
tratamento com trabectedina, permitindo deduzir que esta € uma via essencial para a
morte celular induzida por este péptido [7,60]. Atendendo ao facto de que vérias das
proteinas do complexo TC-NER desempenham um papel significativo na regulacdo da
transcricdo, é possivel que a sensibilidade reduzida da trabectedina em células deficientes
neste complexo de reparacédo esteja relacionada com a propria interferéncia do farmaco
com a transcricdo [65].

Por outro lado, a inibicdo da transcricdo do gene MDRL1 constitui um dos efeitos
fulcrais da trabectedina, sendo este gene responsavel pela producédo de glicoproteina-P.

Esta proteina funciona como um transportador de efluxo, que medeia a passagem de
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farmacos citotoxicos para 0 meio extracelular, podendo apresentar-se sobrexpressa em
celulas tumorais. Deste modo, a glicoproteina-P confere as células um mecanismo de
resisténcia a multiplos farmacos, capaz de ser prevenida através do recurso a trabectedina
como coadjuvante na terapéutica antineoplasica [7,65].

Adicionalmente, estudos comprovam que as células que carecem de um
mecanismo de recombinacdo homdloga competente, como 0s genes supressores de tumor
BRAC-1 e BRAC-2, nos quais ocorreu uma mutagdo, apresentam-se cerca de 100 vezes
mais sensiveis a trabectedina [66].

Estudos recentes sugerem a envolvéncia da trabectedina no microambiente do
tumor, na medida em que este representa um potencial alvo na terapéutica do cancro. Para
além da atividade demonstrada a nivel das células tumorais, a trabectedina induz a
apoptose de células do sistema imunitario, nomeadamente monocitos e macrofagos, efeito
que surge associado a uma reducgéo da angiogénese. Além do efeito direto a nivel destas
linhagens celulares, a baixas concentragdes, a trabectedina inibe a producéo de diversos
mediadores pro-inflamatorios [60,64].

Em consequéncia dos diversos mecanismos de a¢do nos quais a trabectedina esta
envolvida, alguns investigadores consideram este péptido ideal no desenvolvimento de
estratégias moleculares direcionadas para os respetivos alvos de atuacdo. Desta forma, é
possivel incluir combinacgdes de farmacos contendo trabectedina, de modo a obter uma
maior eficacia com uma menor dose de farmaco e, consequentemente, reduzir a

toxicidade associada a este tipo de terapéuticas [60,64].

5.3.2 Trabectedina e ensaios clinicos

O ano de 1996 dita o inicio dos ensaios clinicos de Fase | envolvendo a
trabectedina pelo que, atualmente, este péptido encontra-se em ensaios que contemplam
diferentes fases. Dentro destes, destaca-se um estudo retrospetivo com o objetivo de
comprovar a eficacia do tratamento com trabectedina, em doentes com sarcoma dos
tecidos moles. Trata-se de um ensaio clinico de Fase IV, com vista & retirada de
conclusdes acerca do uso do péptido em ambiente clinico [67, 68]. Em decurso, destaca-
se também, um estudo relativo & eficidcia da trabectedina em leiomiossarcoma
retroperitoneal e lipossarcoma bem diferenciado/diferenciado, apds falha de antraciclinas
e ifosfamida, ou em pacientes resistentes a ambos os farmacos [69, 70]. Este estudo visa

confirmar a atividade do péptido, em termos de desaceleracdo do crescimento tumoral e
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pretende investigar o beneficio que este tratamento pode oferecer, de modo a auxiliar na
tomada de deciséo clinica multidisciplinar no tratamento deste tipo de sarcomas [71-73].
Do mesmo modo, encontra-se a decorrer um estudo de Fase Il sobre a atividade da
trabectedina em pacientes com mesotelioma pleural maligno, cujo resultado favoravel
conduzira ao alargamento da utilidade terapéutica do péptido [74,75].

Dos estudos que estdo programados, mas ainda nédo iniciados, destacam-se um
ensaio de Fase Il com vista a avaliacdo da atividade da trabectedina, mediante a
progressao do carcinossarcoma uterino, bem como o desenvolvimento de toxicidade do
farmaco [76]. Em foco, esti também um estudo de comparacéo entre a atividade deste
péptido isoladamente, em detrimento do uso de doxorrubicina e dacarbazina em
terapéutica de combinagdo, no tumor fibroso solitario avangado [77,78].

Para além de ensaios em curso com vista a comprovar a eficacia da trabectedina
em regime de monoterapia existem, igualmente, estudos para avaliar a combinacao deste
péptido juntamente com outros farmacos citotoxicos, e avaliacdo do respetivo efeito
sinérgico. Exemplos disso sdo um estudo de Fase I, que avalia a seguranca, tolerabilidade
e farmacocinética de doses crescentes de olaparib e trabectedina em pacientes com
sarcomas avancados/metastaticos ndo ressecaveis [79]. Estdo também em estudo outras
combinagdes contendo o péptido, no que toca ao tratamento de cancros uterinos e do
ovario, cancros da trompa de Falopio e peritoneal primario [80-83]. Por outro lado, os
estudos que visam avaliar a qualidade de vida dos pacientes tratados com trabectedina
comparativamente com 0s que recebem tratamento proveniente de outros farmacos
citotoxicos estdo em processo, cujo resultado favoravel a nivel do uso deste péptido

permitira aumentar a confianca inerente a trabectedina [84].

5.4 Dolastatinas

As dolastatinas sdo um grupo de compostos com acdo citotoxica notavel e foram
isoladas no ano de 1972, a partir de Dolabella auricularia (Figura 5.4), um molusco
existente no Oceano Indico, vulgarmente conhecido como “lebre marinha”. No entanto,
descobertas recentes sugerem que este conjunto de péptidos é, atualmente, produzido por
cianobactérias marinhas, consumidas pela espécie Dolabella auricularia, que possuem

fungdes de defesa da espécie contra os predadores [1,85].
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Figura 5.4 — Dolabella auricularia. Esta espécie representa um molusco marinho que
pertence & familia Aplysiidae, e ¢ comummente designada “lebre marinha”. A coloracéo
deste organismo pode variar entre tons de verde e castanho. Trata-se de uma espécie com
dimensdes elevadas, que pode atingir cerca de 40 cm de comprimento. O corpo do animal
é frequentemente coberto por papilas, conferindo-lhe uma aparéncia espigosa. Adaptado
de Maderna et al. [85].

Até a data, diversas dolastatinas com potencial efeito citotdxico foram isoladas,
como a dolastatina 10 e a dolastatina 15, conferindo-se especial destaque a dolastatina 10,
gracas a sua acdo em multiplas linhas celulares de cancro. A dolastatina 10, cuja estrutura
quimica se apresenta na Figura 5.5, € um depsipéptido linear constituido por cinco
aminodcidos de estrutura relevante (dolavalina, valina, dolaisoleucina, dolaprolina e
dolafenina) [1,86].

A dolastatina 10 iniciou os ensaios clinicos de Fase | do NCI no ano de 1990.
Pouco tempo depois, progrediu para ensaios de Fase Il, com vista a aplicacao na terapia
de neoplasias metastaticas do pancreas, neoplasia avancada do rim, sarcoma avancado
dos tecidos moles, como mama e pulmao, e carcinoma da prostata em doentes que nao
responderam perviamente a hormonoterapia. Estes ensaios incluiram, ainda, indicacoes
terapéuticas para algumas leucemias, como a leucemia linfocitica cronica, e diversos
linfomas [86].

Dolavalina Valina Dolaisoleucina  Dolaprolina Dolafenina

Figura 5.5 — Estrutura quimica da dolastatina 10 e respetivos aminoacidos que
fazem parte da sua constituicdo. Os numeros contidos na imagem traduzem a
numeracdo dos carbonos que integram o péptido linear. A representacdo diz respeito ao
enantiomero S da dolastatina 10. Adaptado de Gajula et al. [86].
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No entanto, todos os estudos cessaram devido & auséncia de resultados
significativos, tendo-se verificado mielotoxicidade e neuropatia periférica como
principais efeitos adversos associados a administragcdo do composto. A falta de atividade
inerente ao péptido pode, contudo, estar associada ao desenvolvimento de resisténcia no
mecanismo de efluxo mediado pela glicoproteina-P [86]. Todavia, quer a dolastatina 10
como a dolastatina 15 contribuiram positivamente para o desenvolvimento de analogos,
com o objetivo aumentar a eficacia terapéutica e reduzir a toxicidade, através de estudos
de estrutura-atividade. Atualmente, conhecem-se vérios derivados sintéticos das
dolastatinas, como a cemadotina (LU-103793), a sintadotina (ILX-651) e a auristatina
(soblidotina/TZT-1027), sendo este Gltimo péptido aquele que é alvo de um maior nimero

de ensaios clinicos, de entre os restantes enumerados [60].

Quadro 5.3 — Analogos sintéticos da dolastatina 15. A cemadotina (LU-103793)
evidenciou seguranga nos ensaios clinicos de Fase | e melhorou a qualidade de vida de
alguns pacientes com cancro do pulmé&o. No entanto, ndo demonstrou resultados efetivos
em termos de citotoxicidade contra tumores. A sintadotina (ILX-651) apresentou boas
respostas nos ensaios de Fase I, verificando-se a cura de um paciente com melanoma
metastatico e, noutros casos, a estabilizacdo da doenca. Além do melanoma, foram
também tratados tumores solidos, igualmente com bons resultados em Fase |I.
Relativamente a toxicidade, a sintadotina foi considerada segura e bem tolerada, sendo
relatados efeitos secundarios como alopecia, nduseas, vomitos e fadiga. Os ensaios de
Fase Il ja se encontram terminados, porém, ainda ndo ha resultados publicados. Adaptado
de Larsen et al. [60].
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54.1 Mecanismo de a¢édo

A dolastatina 10 € um agente antimitdtico potente, que exerce o seu efeito a nivel
do bloqueio da divisdo celular. Para tal, a dolastatina 10 atua através de um mecanismo
de inibi¢do ndo-competitiva, por ligacdo a subunidade $ da tubulina, em sitios especificos
para a ligacdo aos alcaloides da vinca. A tubulina, por sua vez, € uma proteina globular,
que integra a composicdo dos microtubulos. Constituida por dois tipos de cadeias
polipeptidicas, designadas a-tubulina e g-tubulina, é a partir da cadeia # que ocorre a
ligacdo a dolastatina, conforme representado na Figura 5.6 [1,62,86].

Os microtubulos sdo um dos principais componentes do citoesqueleto eucariota e
exercem um papel fundamental na mobilizagdo celular de cilios e flagelos. Estes
elementos desempenham fungbes a nivel da organizacdo celular e da separacdo dos
cromossomas, durante a diviséo celular. Consequentemente, a dolastatina 10 ao bloquear
a acdo da tubulina afeta ndo sO6 a formacdo de microtubulos, como a hidrélise de
guanosina trifosfato (GTP) dependente de tubulina. Desta forma, a polimerizacdo dos
microtubulos é inibida, o que bloqueia o seu alongamento e formacgédo, impedindo a
formacdo do fuso mitotico, crucial para que o processo de divisao celular seja completado
[85,86].

dolastatina

I—m.icmtllﬂ;uln—|

Figura 5.6 — Mecanismo de acdo da dolastatina 10. Os microtubulos sdo constituidos
por duas cadeias polipeptidicas: a-tubulina e g-tubulina. A dolastatina atua por ligagéo a
p-tubulina, originando uma cascata de eventos que culmina no bloqueio da divisdo
celular. Adaptado de Brandé&o et al. [87].
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Adicionalmente, a dolastatina 10 demonstrou induzir a apoptose em diversas
linhas de células tumorais, incluindo cancro da mama, cancro do pulmdo, algumas
leucemias e linfomas. Este efeito manifesta-se, por um lado, através da diminuigdo da
expressao da Bcl-2, uma proteina oncogénica que inibe a apoptose e, por outro, mediante
0 aumento da expressdo da p53, uma proteina envolvida na apoptose de células
danificadas, cuja principal funcdo é a manutencdo da integridade da sequéncia
nucleotidica do material genético [62].

5.5 Auristatinas

As auristatinas representam um grupo de analogos sintéticos obtidos a partir da
dolastatina 10. A existéncia de uma amina secundaria na extremidade N-terminal,
confere-lhe uma maior predisposicdo ao ataque nucleofilo e, consequentemente, a
possibilidade de se conjugar com anticorpos monoclonais. Esta descoberta conduziu ao
desenvolvimento moléculas farmacologicamente ativas, tendo por base a associa¢ao deste
péptido com um anticorpo monoclonal. Tendo em conta a elevada toxicidade da
auristatina, a principal vantagem do desenvolvimento de conjugados farmaco-anticorpo
prende-se com a diminuicdo da dose eficaz de farmaco, o que se traduz num acréscimo
relativamente a seguranca inerente ao composto. N&o obstante, 0s anticorpos
monoclonais manifestam propriedades funcionais importantes, na medida em que
permitem a ligacdo altamente seletiva a epitopos especificos nos antigénios alvo. Esta
caracteristica torna-se particularmente til na terapéutica oncologica, tendo em conta o
objetivo major de diminuir a citotoxicidade nas células saudaveis [85,88].

Por outro lado, a extremidade C-terminal é passivel de modificagdes quimicas
conduzindo, assim, a um vasto leque de possibilidades, no que toca a sintese de novos

compostos [88].

Extremidade N-terminal Modificacdes possiveis a partir da
extremidade C-terminal

Figura 5.7 — Locais propicios a modifica¢des estruturais nos analogos sintéticos da
auristatina. Adaptado de Beesoo et al. [1].
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A monometil-auristatina E (MMAE), também conhecida por TZT-1027 ou
soblidotina, foi desenvolvida no sentido de manter a potente atividade antitumoral da
dolastatina 10 reduzindo, simultaneamente, a toxicidade a esta associada [87].

Como esta representado na Figura 5.8, a estrutura quimica da MMAE apenas
difere do composto original na substitui¢do do residuo dolafenina, por um grupo anilina
[89].

Tal como a dolastatina, a MMAE atua através da inibicdo da a¢do da tubulina e
induz a apoptose das células tumorais. Estudos desenvolvidos em torno deste péptido,
demonstraram eficacia quanto a inibicdo significativa da proliferacdo celular em
leucemias P388. O péptido evidenciou, também, resultados favoraveis ao nivel da
diminuicdo de trés linhagens celulares de tumores solidos (melanoma B16,
adenocarcinoma do colon 26 e sarcoma do reticulo celular). Adicionalmente, MMAE

demonstrou atividade em alguns tipos de carcinomas da mama e pulmé&o [1,89].

Figura 5.8 — Estrutura quimica da monometil-auristatina E. Adaptado de Rawat et
al. [89].
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55.1 Brentuximab vendotina (Adcetris®)

O brentuximab vendotina (Adcetris®, SGN-35) é um farmaco que consiste num
anticorpo anti-CD30, conjugado por meio de um ligante clivavel por protease com
monometil-auristatina E. Adcetris® foi aprovado pela FDA em agosto de 2011 e, pela
EMA, em outubro de 2012, para o tratamento de linfoma de Hodgkin recidivante ou
refratario e no linfoma anaplésico de grandes células (LAGC) [33]. De notar que, no
primeiro ensaio clinico levado a cabo com vista a comprovar as referidas indicagdes
terapéuticas, os resultados demonstraram uma elevada percentagem de remissdes dos
respetivos linfomas. Atualmente, o farmaco encontra-se aprovado em 65 paises, entre 0s
quais se encontra Portugal e, tal como a trabectedina, é considerado um medicamento
orféo [90].

Brentuximab vendotina foi, tambeém, testado pré-clinicamente em combinacao
com adriamicina, vinblastina e dacarbazina (AVD), um esquema de quimioterapia
utilizado como primeira linha na terapéutica do linfoma de Hodgkin. Esta associacao
demonstrou uma atividade antitumoral significativamente aumentada, quando comparada
com as terapéuticas que incluiram AVD e brentuximab vendotina em monoterapia
sugerindo, assim, um potencial efeito sinérgico entre os farmacos. Como principais
efeitos adversos associados a esta terapia destacam-se a neuropatia periférica,

neutropenia, nduseas, vomitos e cansaco [91].

55.2 Mecanismo de acédo

Brentuximab vendotina é um conjugado anticorpo-farmaco que, ao libertar um
agente citotoxico, induz a morte por apoptose de forma seletiva das células tumorais que
expressam a proteina CD30 [91-93].

A CD30 é uma proteina transmembranar que pertence a familia do recetor de
necrose tumoral (TNF). O linfoma de Hodgkin e o LAGC sistémico expressam
fortemente a proteina CD30, como um antigenio de superficie das suas células malignas,
0 que torna a terapéutica com brentuximab vendotina bastante seletiva para ambos 0s
linfomas. Esta expressdo € independente do estado da doenca e da linha terapéutica,
fazendo com que a proteina CD30 seja um 06timo alvo de intervencdo. Dado que o

mecanismo de a¢do € direcionado para a CD30, brentuximab vendotina é capaz de superar
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a resisténcia associada a quimioterapia, uma vez que a proteina é altamente expressa em
doentes refratarios a quimioterapia combinada [92,93].

O processo a partir do qual o brentuximab exerce a sua atividade retne multiplas
etapas. Inicialmente, a ligacdo do conjugado anticorpo-farmaco a CD30, na superficie
celular, possibilita a posterior incorporacdo do complexo no meio intracelular.
Seguidamente, ocorre a transicdo do complexo para dentro do espaco lisossomal e, uma
vez dentro do lisossoma, MMAE ¢ libertada por meio de uma clivagem proteolitica. A
consequente ligacdo da MMAE a tubulina origina a desagregacao da rede de microtibulos
no interior da célula, induz a paragem do ciclo celular e resulta na morte programada das

células tumorais que expressam a proteina CD30 [92,93].

Anticorpo monoclonal anti-CD30
Monometil auristatina E (VOM\VAE)

io 9%
Jk Endocitose mediada

t} por recetor
CD30 ' ‘
% Endossoma Céhla CD30+
7 ~N :
g % @) é%; Lisossoma

MNMAE liga-se a tubulina e interrompe MNMAE ¢ libertada por
o rearranjo dos microtubulos clivagem proteolitica

Figura 5.9 — Mecanismo de acdo do anticorpo monoclonal brentuximab vendotina
conjugado com o péptido monometil-auristatina E (MMAE). Uma vez dentro do
lisossoma, MMAE ¢ libertado por meio de uma clivagem proteolitica, 0 que permite a
sua ligacdo a tubulina. Consequentemente, o rearranjo dos microtbulos é interrompido,
induzindo a paragem do ciclo celular e apoptose das células tumorais. Adaptado de Eyre
et al. [92].
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55.3 Brentuximab vendotina e ensaios clinicos

Brentuximab vendotina entrou em ensaios clinicos no ano de 2002 no Jap&o, nos
Estados Unidos da América e na Europa, atraves da empresa farmacéutica Daiichi
Pharmaceuticals [92]. Atualmente, o composto encontra-se inserido em 77 estudos em
curso, dos quais se destacam, pela sua superioridade numérica, os ensaios de Fase Il.
Deste modo, decorre um estudo com vista a comprovacgdo da taxa de resposta global do
farmaco e, um outro, para avaliar a sua eficacia e seguranca, em regime de monoterapia,
em doentes com linfomas CD30 positivos (CD30+), refratarios ou recidivos [94-98]. Por
outro lado, encontra-se a decorrer um ensaio a fim de testar a eficicia do farmaco em
linfomas de células T maduras que expressam baixos niveis de CD30+ [99].
Adicionalmente, brentuximab vendotina esta também em analise a fim de aferir acerca da
sua eficacia e seguranca no tratamento de mesotelioma [100]. Destaca-se, também, um
estudo com o objetivo de avaliar a eficacia do farmaco no tratamento de doentes com
mastocitose sistémica avangada ou leucemia dos mastocitos [101,102].

Além disso, encontram-se em desenvolvimento estudos com vista a comprovar
a eficicia e seguranca de brentuximab vendotina em regime de combina¢do com outros
farmacos. Dentro dos mais comuns, destacam-se ensaios de Fase | e de Fase Il que
sugerem a combinacdo com farmacos como bendamustina, imatinib, everolimus,
nivolumab, rituximab, ceritinib, bevacizumab, ibrutinib, linalonamida, no tratamento das
patologias oncoldgicas para as quais o tratamento com brentuximab vendotina é adequado
[103].

Por ultimo, é de salientar os estudos com vista a comprovar a eficacia de deste
farmaco comparativamente com outros anticorpos monoclonais. Destacam-se entdo,
compostos como crizotinib e pembrolizumab, juntamente com protocolos de
quimioterapia de combinacdo que incluem ifosfamida, etopdsido e doxorrubicina. O
crizotinib e 0 metotrexato sdo capazes de impedir o crescimento das células cancerigenas,
através do bloqueio de algumas enzimas necessarias ao crescimento celular, tais como a
tirosina cinase. No entanto, até ao momento, ndo ha registos conclusivos quanto a maior
eficAcia de brentuximab vendotina ou crizotinib [104,105]. Por outro lado, o
pembrolizumab é um anticorpo monoclonal que se liga ao recetor de morte programada-
1 (PD-1) e bloqueia sua interagdo com os ligandos PD-L1 e PD-L2. Por sua vez, PD-L1
e PD-L2 sdo expressos em células apresentadoras de antigénio e podem ser expressos por

tumores e outras células no microambiente do tumor. O recetor PD-1 é um regulador
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negativo da atividade dos linfocitos-T, e demonstrou estar envolvido no controlo da
resposta imunitéria a estas células. Desta forma, pembrolizumab potencia a resposta dos
linfécitos-T, incluindo a resposta antitumoral, através do bloqueio da ligagdo do PD-1 ao
PD-L1 e PD-L2. O objetivo principal do estudo em curso, que visa comparar os farmacos
brentuximab vendotina e pembrolizumab, é comprovar que este Gltimo prolonga a
sobrevivéncia livre de progressdo e a sobrevida geral dos doentes com linfoma de

Hodgkin, por oposic¢ao ao brentuximab vendotina [106,107].

5.6 Didemnina B

A didemnina B é um depsipéptido ciclico isolado pela primeira vez em 1981, a
partir da ascidia das Caraibas Trididemnun solidum (Figura 5.10). Este peéptido é
considerado o primeiro PNM a ingressar em ensaios clinicos, com vista ao tratamento de
doentes oncoldgicos [7].

Nos estudos in vitro e in vivo, a didemnina B demonstrou uma potente atividade
antiviral, imunossupressora e anticancerigena. Os estudos pré-clinicos evidenciaram a
inibicdo do crescimento de células em leucemias e melanomas. Este péptido foi, ainda,
testado em ensaios clinicos de Fase | e Il contra uma série de tumores, incluindo o cancro
do ovario epitelial e da mama, carcinoma das células renais, cancro do pulméo de

pequenas células e cancro da préstata [108].
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Figura 5.10 — Trididemnun solidum. Trata-se de uma espécie que pertence a classe
Ascidiacea (ascidia), a mais diversa do subfilo dos tunicados. Os zooides formam uma
tunica resistente que exibe tons cinza, mas pode adquirir a coloragdo azul, verde ou
branca. O nome do péptido extraido desta espécie remete para a familia a qual a mesma
pertence (Didemnidae). Adaptado de Ankisetty et al. [108].
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Figura 5.11 — Estrutura quimica da didemnina B. Adaptado de Varela et al. [4].

Todavia, 0 composto veio a revelar-se consideravelmente toxico, provocando
varios episodios de cardiotoxicidade e toxicidade neuromuscular. Por esta razéo, os
ensaios em torno deste péptido foram interrompidos em Fase 11, em meados da década de
90. Alguns investigadores afirmam que o ajuste de doses e 0s esquemas de administracdo
utilizados falharam na otimizacao de modo a favorecer a atividade antitumoral, ajustando-
se de uma melhor forma a terapéutica imunomoduladora [7,41].

Contudo, experiéncia adquirida com os estudos realizados auxiliaram na
concecdo de analogos da didemnina B, com maior eficacia e menor incidéncia de efeitos

adversos, como € o caso da plitidepsina (Aplidina®) [4].

5.6.1 Mecanismo de agéo

O mecanismo de acdo da didemnina B ndo se encontra completamente
esclarecido. Os estudos mais recentes revelam que a didemnina B € um inibidor seletivo
da elongacéo da traducdo, mediado pelo fator de elonga¢édo da traducéo eucariota, eEF1A
(eukaryotic translation elongation factor 1A) [41,48].

Tal como mencionado no subcapitulo 4.1 Via Ribossomal, para ativar a
elongacdo da traducdo é necessario a ligacdo de GTP ao fator eEF1A. Posteriormente, o
fator muda de conformacao, tornando possivel o recrutamento e transporte do primeiro
tRNA carregado com o respetivo anticoddo, do local A até ao local P do ribossoma. Esta
etapa representa o inicio da elongacdo e € essencial para que a sintese proteica ocorra
[49].
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Figura 5.12 — Diagrama esquematico que evidéncia o papel da didemnina B no
bloqueio da elongagéo da traducéo. A ligacao da didemnina B ao fator de elongacéo da
traducdo eucariota eEF1 impede a juncdo do aminoacil-tRNA ao respetivo fator.
Consequentemente, a ligacdo da subunidade ribossomal 40S ao aminoacil-tRNA €
bloqueada, de modo que a elongacdo da traducéo é forcososamente terminada. Adaptado
de Marco et al. [49].

A didemnina B liga-se ao eEF1A, no sitio de ligacdo deste fator ao GTP.
Consequentemente, o complexo didemnina B - eEF1A permanece no local A do
ribossoma, impedindo a ligacdo de aminoacil-tRNA e a posterior elongacdo da traducéo.
Uma vez bloqueada a sintese proteica, 0 processo de divisao celular é inevitavelmente
interrompido [109,110].

5.7 Plitidepsina

A plitidepsina (também conhecida como desidrodidemnina B ou Aplidina®) é o
primeiro péptido marinho isolado do tunicado do mediterraneo Aplidium albicans.
Sugere-se, no entanto, que este péptido é sintetizado pelo simbionte de cianobactérias
Synechocystis trididemni. Este composto, atualmente produzido por sintese quimica, é
um depsipéptido ciclico que pertence a familia Didemnidae, a semelhanca do seu andlogo
didemnina B [4,41].

Figura 5.13 — Aplidium albicans. Representa uma ascidia que pertence ao subfilo dos
tunicados. Esta espécie possui uma coloracdo que varia entre o branco e o amarelado. O
organismo habita as aguas do Mar Mediterraneo e do norte do Oceano Atlantico, a mais
de 50 metros de profundidade. Adaptado de Mayer et al. [36].
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A estrutura molecular da plitidepsina (Figura 5.14) é composta por seis unidades
macrociclicas (leucina, prolina, treonina, N-metil-O-metil-tirosina, acido 3-hidroxi-4-
amino-5-metil-heptanoico e &cido 3-oco-4-hidroxi-2,5-dimetilhexanoico) e cadeias
terminais constituidas por trés unidades moleculares (N-metil-leucina, treonina e piruvil-
prolina) [4]. Este péptido possui um residuo de lactil-prolina ao invés do residuo de
piruvil-prolina, existente na didemnina B, sendo esta a unica diferenca que consta na
formula molecular de ambos os compostos [41].

A plitidepsina entrou em ensaios clinicos no ano de 1999 e foi licenciada para a
empresa PharmaMar, em 2003, sob o registo de Aplidina®. Atualmente, é considerado
um “medicamento 6rfao” pela FDA e pela EMA, para a terapia de mieloma multiplo e
leucemia linfocitica, embora a sua comercializagcdo ainda néo tenha sido aprovada por
nenhuma destas autoridades [4,109].

Em estudos de estrutura e atividade citotoxica, a plitidepsina destacou-se como
0 péptido mais ativo num universo de 42 didemninas, analogas naturais ou sintéticas,
entre as quais se encontrava a didemnina B. In vivo, a plitidepsina evidenciou uma forte
atividade na reducdo de diversos tumores, inclusive daqueles que se apresentavam
resistentes a didemnina B mostrando, também, um perfil toxicoldgico mais favoravel que
0 seu péptido andlogo [7]. Simultaneamente, este péptido demonstrou melhores
resultados in vitro do que a didemnina B em melanoma B16, leucemia P388, carcinoma
de Ehrlich e tumores solidos como cancro da mama, ovario, pulmao, colorretal e

carcinoma gastrico. [41,109].

OMe

Figura 5.14 — Estrutura quimica da plitidepsina. Este péptido apenas difere da
didemnina B por possuir um carbonilo (marcado por um circulo azul) em vez de um grupo
hidroxilo num dos residuos da componente linear do péptido. Adaptado de Alonso-
Alvarez et al. [111].
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Os efeitos adversos comumente reportados nos testes farmacocinéticos foram
nauseas, fadiga, vomitos, anorexia e mialgia. Em termos hematoldgicos, destacam-se
linfopenia, leucopenia, neutropenia e trombocitopenia. As alteracGes bioquimicas mais
relatadas foram o aumento das transaminases (ALT e AST) e da creatina cinase. De um
modo geral, o tratamento com este farmaco € bem tolerado e a toxicidade neuromuscular
(como atrofia muscular e perda de filamentos de miosina espessa), principal efeito
adverso limitante, pode ser contornada com a coadministracdo do aminoacido L-carnitina.
De notar que as reacOes tipicamente relacionadas com a quimioterapia, como mucosite,

alopecia e mielossupresséo, sdo incomuns com este tipo de tratamento [41,110,111].

57.1 Mecanismo de a¢édo

O mecanismo de agédo da plitidepsina tem sido alvo de grande investigacdo nos
altimos anos. Atualmente, sabe-se que se trata de um processo peculiar e que envolve
varias vias relacionadas com a apoptose. S&o varios os estudos que comprovam que a
plitidepsina atua por meio da estimulacdo da apoptose celular. Este fendmeno obtém-se
se a partir da inducdo de stress oxidativo precoce, que potencia 0 aumento das espécies
reativas de oxigénio e o consumo de glutationa (GSH). Consequentemente, ocorre a
rapida ativacdo da proteina Racl GTPase, e a ativacdo da cinase N-terminal c-Jun (c-
JNK) e das proteinas cinases ativadas por mitogénio p38 (p38/ MAPK). A conjugacéo
destes processos resulta, finalmente, na apoptose celular dependente de caspase-3, uma
proteina fulcral na fase execucao da morte celular. Este procedimento sequencial ocorre
de forma muito rapida, na medida em que é possivel observar a fosforilacdo de c-JNK
cerca de 5 a 10 minutos ap0s a exposi¢cdo ao farmaco [109,111,112].

GSH
Ativacdo da c-JNK

- Espécies reativas : Ativacio da Racl +
T de oxigénio GTPase — Ativacio da p38/ MAPK

Plitidepsina l

Apoptose celular

( )
dependente de caspase-3

Figura 5.15 — Diagrama ilustrativo do mecanismo de acao da plitidepsina no &mbito
da inducgdo da apoptose celular. O stress oxidativo causado pelo péptido provoca o
consumo de GSH e ativagdo da Racl GTPase, da c-JNK e da p38/MAPK. Por sua vez,
estes processos induzem a ativagdo da caspase-3, essencial para que se verifique a
apoptose celular. Adaptado de Suarez et al. [112].
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Além disso, a plitidepsina exerce igualmente a sua atividade no microambiente
tumoral. Tal facto foi observado em modelos animais de ratinhos com leucemia linfocitica
cronica (LLC). O péptido nao afetou apenas o clone de células malignas de LLC, como
também demonstrou uma potente atividade contra mondcitos e células “nurse”, um
subconjunto células que favorece a progressdo de leucemias. Tal efeito é induzido pela
ocorréncia da apoptose, que € evidente a partir de um conjunto de fenémenos que
comprovam esta morte celular programada. Como exemplos, destacam-se a exposi¢do
precoce de fosfatidilserina no folheto exterior da membrana plasmatica, um composto
fosfolipidico que habitualmente se encontra no interior da membrana plasmaética e cuja
passagem para o exterior significa que a celula se encontra em apoptose e, a ativacéo da
caspase-3 [111,112].

Por outro lado, foi evidenciada atividade antiangiogénica para este farmaco,
atraves do bloqueio da secrecao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e da
expressdo do recetor VEGF-rl. O VEGF desempenha um papel crucial na angiogénese
tumoral, uma vez que estimula a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia das células
endoteliais. Por sua vez, este fator atua por meio da ligacdo a recetores especificos da
tirosina cinase como VEGF-rl, VEGF-r2 e VEGF-r3. Dado que o aumento da expressdo
do VEGF e dos seus recetores estd associado com a progressao e metastizacdo tumoral, a
inibicdo de ambos constitui uma via para o controlo da proliferacdo cancerigena [111-
113].

Estudos recentes sugerem que o principal alvo molecular da plitidepsina é o fator
de elongacdo eucariotico 1A2 (eEF1A2), que representa uma das isoformas do fator
eEF1A, em eucariotas. Este fator encontra-se sobrexpresso em varios tipos de tumores,
como mieloma miultiplo, cancro da prostata, do pancreas, do ovario, entre outros. A
semelhanca do referido no mecanismo de acdo da didemnina B (vidé 5.6.1 Mecanismo de
acdo), a inibicdo do fator eEF1A2 permite o blogueio da elongacdo da traducao e,
consequentemente, o término da proliferacdo celular, devido a inibi¢éo da sintese de DNA
e de proteinas [114]. A interacdo entre a plitidepsina e fator eEF1A2 é sugerida pelos
seguintes resultados, obtidos experimentalmente a partir de amostras de musculo

esquelético de coelho:
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a. a plitidepsina interage com o0 eEF1A2 com uma constante de dissociagdo (Kd)
na gama nanomolar, compativel com as concentra¢des a partir das quais o
farmaco evidéncia o seu efeito indutor da apoptose celular;

b. o fator eEF1A2 € a Unica proteina recuperada a partir de um lisado de células
tumorais, através de um processo de fracionamento de ligacdo a plitidepsina;

c. o fator eEF1A2 é, normalmente, gasto em células resistentes a plitidepsina, e
a sua restituicdo a niveis normais permite a sensibilizacdo das células ao
composto.

Tendo em conta estes resultados, varios estudos concluem que o fator eEF1A2 é

o alvo primério da plitidepsina, cuja interacdo com o farmaco medeia a prépria atividade
antitumoral [41,111,114].

Figura 5.16 — Interagdo da plitidepsina com o fator eEF1A2, purificado a partir de
amostras de musculo esquelético de coelho. O modelo molecular proposto baseia-se na
ligagdo da plitidepsina na interface dos dominios 1 e 2 do fator eEF1A2. Adaptado de
Losada et al. [114].
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5.7.2 Plitidepsina e ensaios clinicos

A plitidepsina entrou em ensaios clinicos de Fase | em 1999, em paises como
Espanha, Canada, Reino Unido, Franca e Estados Unidos da América. Atualmente, o
péptido encontra-se em ensaios que contemplam as trés fases [89,111].

Os ensaios de Fase | examinaram esquemas de tratamento com vista a analisar
os efeitos da plitidepsina sobre tumores solidos, concluindo-se que a dose recomendada
para prosseguir com os ensaios de Fase Il seria de 1,2 mg/ m?/ dia ou 3,2 mg/ m?/ semana,
recorrendo a via endovenosa. Ainda em relacdo aos estudos de Fase I, foram realizados
ensaios com vista & tirada de conclusdes do efeito do farmaco em tumores malignos
avancados, tais como cancro do colon e linfoma ndo-Hodgkin. Este ensaio permitiu
concluir que a dose recomendada para os ensaios clinicos de Fase 11 encontrar-se-ia entre
5 e 7 mg/m?, e que os testes deveriam contemplar o estudo da coadministracdo da L-
carnitina, como forma de prevencdo dos efeitos adversos nos tecidos musculares [41].

A plitidepsina progrediu para ensaios clinicos de Fase 11 no &mbito da aplicacéo
na terapéutica do melanoma maligno avancado, do carcinoma da tiroide e das células
renais e, ainda, do cancro do pulmdo de pequenas células. No entanto, o péptido
demonstrou uma atividade antitumoral limitada em todos os estudos efetuados [41]. Mais
recentemente, dois estudos de Fase Il vieram de novo aumentar o interesse neste farmaco.
Um deles, com aplicacdo no mieloma maltiplo, permitiu concluir que a administracdo de
plitidepsina em associacdo com dexametasona oral apresenta melhores resultados do que
em regime de monoterapia. Por outro lado, um estudo em 67 pacientes com linfoma néo-
Hodgkin destacou-se pela taxa global de resposta obtida de 20,7%, incluindo duas
respostas completas e quatro respostas parciais. Estes resultados permitiram sugerir que
a plitidepsina possui atividade antitumoral em mieloma maultiplo e o linfoma néo-
Hodgkin, recidivante ou refratario [115].

A plitidepsina em associacdo com outros farmacos antineoplasicos esta,
atualmente, a ser avaliada. Destaca-se, assim, um estudo de Fase | que visa a retirada de
conclusdes acerca da coadministracdo deste péptido, juntamente com o anticorpo
monoclonal bortezomib e dexametasona, em pacientes com mieloma multiplo recidivo
ou refratario. Este estudo tem como objetivos determinar a eficacia da combinacdo dos
trés farmacos, avaliar a tolerabilidade e seguranga e, ainda, estudar as propriedades

farmacocinéticas e farmacodindmicas da respetiva associacdo [111,116].
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Adicionalmente, em consequéncia dos resultados preliminares favoraveis no
ambito da conjugacdo de plitidepsina e dexametasona para o tratamento de mieloma
maltiplo, estd em curso um ensaio de Fase 11, que visa clarificar a eficacia e a seguranca

deste esquema de quimioterapia [111,117].
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Capitulo VI: Consideragdes finais

6.1 Papel do farmacéutico

De acordo com o Cédigo Deontolégico da Ordem dos Farmacéuticos, sdo varias
as areas laborais nas quais o farmacéutico pode desempenhar funcdes. Nesse sentido e,
estabelecendo uma ponte entre a profissdo farmacéutica e o tema subordinado a presente
dissertacdo, as areas que se destacam no ambito do contributo do farmacéutico séo a
farméacia hospitalar, a farméacia comunitaria, a industria farmacéutica, os assuntos
regulamentares e a investigagéao.

O farmacéutico hospitalar desempenha um papel crucial no ambito do
tratamento do doente oncologico baseado em quimioterapia. Primeiro, é o farmacéutico
quem elabora e valida os protocolos prescritos pelo medico. Ao desempenhar esta funcao
o farmacéutico deve reunir conhecimento suficiente acerca da patologia oncologica em
questéo, bem como relativamente ao conjunto de alternativas farmacologicas disponiveis.
Além disso, o estado de saude global do doente e alguns pardmetros bioquimicos e
antropometricos devem ser avaliados previamente a administracdo de cada ciclo de
quimioterapia, sendo o farmacéutico hospitalar um dos responsaveis por efetuar essa
analise. Depois, ao integrar as equipas de decisdo terapéutica, juntamente com VAarios
médicos especialistas e enfermeiros, o farmacéutico deve, mais uma vez, dispor de
conhecimento solido e fundamentado acerca das opc¢des terapéuticas disponiveis, de
modo a intervir da melhor forma na aprovacéo dos tratamentos. Por outro lado, é essencial
que o farmacéutico pratique uma farmacovigilancia ativa, através da notificacéo de todas
as suspeitas de reacdes adversas a medicamentos ao INFARMED, I.P., quer de farmacos
citotoxicos como de outros medicamentos. O farmacéutico pode, ainda, participar nas
equipas de investigacdo dos ensaios clinicos, dispondo do conhecimento necessario
acerca do ensaio clinico em questao, de forma a estar apto para responder as eventuais
questdes que possam ser levantadas pelos participantes. Ainda neste ambito, o
farmacéutico responsavel deve ser qualificado na area das boas praticas clinicas, de modo
a garantir que sejam cumpridos o0s requisitos relacionados com o circuito dos
medicamentos experimentais e dos dispositivos utilizados para a sua administracdo, bem
como dos demais medicamentos ja autorizados, necessarios e complementares a

realizacdo dos ensaios clinicos.
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Embora os fa&rmacos citados na dissertacdo ndo sejam de dispensa em farmacia
comunitéria, o farmacéutico comunitario pode assumir um papel muito importante no
acompanhamento do doente oncoldgico. Contudo, na verdade, o seu potencial ndo tem
sido realmente aproveitado. Analisemos, entdo, o conjunto de possiveis situacdes que se
segue:

a. Na maior parte dos casos, o doente oncologico tem doengas cronicas
concomitantes, pelo que frequenta a farmacia comunitaria com a assiduidade que
tais doengas obrigam. Considerando a situagdo ideal, em que o farmacéutico
comunitario conhece o historico de saude do doente, desde logo deve despistar
possiveis interaces medicamentosas entre a terapéutica cronica e a terapéutica
oncoldgica praticada no hospital. Adicionalmente, é frequente o doente encontrar-
se debilitado do ponto de vista emocional e intelectual aguando de um processo
oncoldgico, facto que facilita a desorientacdo na terapéutica cronica, seja pelo
esquecimento, pela duplicacdo ou, muito comum, pela fraca adeséo intencional,
uma vez que o doente oncoldgico passa a encarar 0 cancro como o problema de
salde com maior importancia. Neste ultimo caso, € curioso observar que, com
frequéncia, o doente ultrapassa o cancro (que se torna também uma doenca
cronica) e acaba por falecer ou sofrer algum evento por desleixo no tratamento
das patologias crénicas. Neste contexto, o farmacéutico comunitario tem a
obrigacdo de estar sensibilizado para estas questfes e acompanhar o doente
assegurando a adeséo a terapéutica nas doencas cronicas;

b. O doente oncoldgico sofre, com frequéncia, agudizacdes que se podem traduzir
por cansaco, cefaleias ou outros sintomas comuns que, num individuo “nao
oncoldgico” poderiam ser alvo de aconselhamento na farmécia comunitéria.
Contudo, tal aconselhamento jamais deve ser aplicado ao doente oncoldgico.
Nesse sentido, o farmacéutico comunitario deve saber que o doente se encontra
em ciclo de quimioterapia ou entre ciclos e, face a qualquer destes sintomas,
suspeitar de uma agudizacao e efetuar o encaminhamento médico imediato;

c. O doente oncoldgico sofre também, com frequéncia, varios efeitos indesejaveis
(como vomitos, nauseas, entre outros), 0s quais podem estar relacionados com o
ciclo de quimioterapia em curso. Embora habitualmente se verifique o reporte
destes efeitos ao enfermeiro, médico ou farmacéutico hospitalar, o farmacéutico

comunitario deve, igualmente, conhecer a quimioterapia em causa e, no minimo,
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face a qualquer queixa do doente, investigar a possibilidade de efeitos adversos,
encaminhando até precocemente o doente ao médico;

O doente oncoldgico é, tipicamente, um doente mais suscetivel a infecdes
oportunistas (como por exemplo infecdes respiratorias), devido ao
comprometimento do seu sistema imunitario. Nesses casos, sintomas
aparentemente simples como “tosse” ou “espirros” devem constituir motivos de
encaminhamento ao médico, para que a situacdo possa ser avaliada e
diagnosticada atempadamente e de forma adequada;

O doente oncoldgico beneficiaria imenso de uma estreita colaboragdo entre o
farmacéutico hospitalar e o colega da farmacia comunitaria. Se o farmacéutico
comunitario efetuar o acompanhamento deste tipo de doentes pode enviar ao
colega hospitalar ou até mesmo ao médico, por exemplo, alteragdes na terapéutica
cronica. Considerando que, muitas vezes, os cuidados de salde primarios ndo
comunicam os secundarios, o farmacéutico comunitario pode ser, neste contexto,
um elo de ligagdo muito importante, cruzando as terapéuticas do médico de
familia, com a de outros especialistas, e enviando aos profissionais de saude do
hospital.

Por ultimo, mas ndo menos relevante, o farmacéutico comunitario pode exercer
um papel muito importante na educacdo do doente oncologico para a
compreensdo/gestdo da sua doenca. Um doente informado é, certamente, um
doente com maior por probabilidade de sucesso terapéutico. Muitas vezes, no
hospital, o doente esta nervoso ou tem algum receio de perguntar ao medico sobre
0 porqué da sua doenca, os cuidados que deve ter no dia-a-dia, a nivel da
alimentacdo e outros estilos de vida. Por isso, o farmacéutico comunitéario deve
dominar esta informacédo e transmiti-la ao doente de forma calma, organizada e
estruturada.

No ambito da industria farmacéutica e dos assuntos regulamentares, € imperativo

que o farmacéutico reina o conhecimento necessario acerca das opc¢des de quimioterapia

disponiveis, de modo a intervir da melhor forma na decisao de introducao de farmacos no

mercado nacional. Para isso, o farmacéutico deve conhecer as caracteristicas dos

farmacos e manter-se a par dos estudos publicados relativos aos ensaios clinicos, de forma

a aferir acerca da eficcia, seguranca, efeitos adversos do tratamento, entre outros. Tal

conhecimento permitird, também, ao farmacéutico participar na aprovacao de utilizacdo

Pagina | 66



Aplicacgéo de péptidos marinhos na terapia oncoldgica

do medicamento, quando a situacdo assim o permite. Deste Ultimo caso é exemplo a
utilizacdo dos péptidos trabectedina e brentuximab vendotina, uma vez que ambos séo
considerados medicamentos 6rfaos.

A é&rea da investigacdo é crucial para que a aplicacdo clinica de péptidos
marinhos com propriedades antitumorais possa sofrer uma expansdo. Nesse sentido, o
farmacéutico pode intervir na descoberta de potenciais novos péptidos e melhorar as suas
caracteristicas através de manipulacdo quimica, permitindo a obtencdo de analogos
sintéticos com melhor empregabilidade terapéutica, como o sucedido com o péptido

auristatina.
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6.2 Concluséao

O cancro representa, irrefutavelmente, uma das patologias com maior taxa de
mortalidade a nivel mundial, cujo peso na sociedade se manifesta tanto a nivel da carga
da doenga como relativamente aos cuidados a esta associados. Nesse sentido e, devido as
caracteristicas inerentes a patologia oncolégica, é imperativo que a investigagdo cientifica
determine o aparecimento de novas terapéuticas de modo a fazer face a doenca.

Nas ultimas trés décadas assistiu-se a um aumento exponencial do conhecimento
relativo aos péptidos marinhos, no ambito das suas potencialidades e aplicacfes
terapéuticas. Tal como mencionado ao longo da presente dissertacdo, a aplicagdo de
péptidos marinhos na terapia oncoldgica reine um vasto arsenal de vantagens, quando
comparados com outros farmacos citotoxicos de origem terreste. Destacam-se, assim, a
maior seletividade para as células cancerigenas conseguida atraves de esquemas de
quimioterapia tendo por base farmacos baseados em péptidos marinhos, a baixa relacao
dose/efeito e a probabilidade relativamente reduzida para o desenvolvimento de
resisténcias medicamentosas. Adicionalmente, ap6s uma andlise cuidada em relagéo as
caracteristicas inerentes aos diferentes tipos de péptidos marinhos, torna-se possivel
classificar os péptidos ciclicos como melhor opcéo terapéutica comparativamente aos
péptidos lineares. Uma das particularidades mais interessantes relaciona-se com a
resisténcia que os péptidos ciclicos possuem a hidrélise por protéases enddgenas e
exogenas, fator que permite aumentar a atividade bioldgica do farmaco e,
consequentemente, a sua eficacia.

Contudo, o isolamento de péptidos marinhos constitui um obstaculo ao
desenvolvimento desta area cientifica. Em geral, para que seja possivel a purificacdo de
um determinado péptido marinho é necessaria uma quantidade consideravel de matéria-
prima. Tal quantidade podera aumentar quando os péptidos de interesse ndo séo faceis de
purificar ou, por outro lado, caso estes se encontrem apenas em quantidades vestigiais
nos organismos marinhos. Esta condicdo torna-se um obstaculo e, habitualmente, conduz
a diminuicdo do interesse da industria farmacéutica nesta area de investigacdo. Nesse
sentido, a sintese quimica dos péptidos marinhos constitui uma ferramenta importante no
auxilio da producdo de grandes quantidades de péptidos, provocando um impacto
ambiental minimo sobre o0 ecossistema marinho.

Apos a descoberta de péptidos cuja atividade promete ser promissora, 0S ensaios

clinicos constituem um elemento fundamental para que se verifigue o aumento da
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aprovacao de farmacos citotdxicos relacionados com péptidos marinhos. No entanto, 0s
fatores financeiros e sociais, bem como o tempo associado a cada fase do ensaio
constituem as principais limitacdes destes estudos. Mais uma vez, é imprescindivel o
interesse da industria farmacéutica nesta area, na expectativa da mais valia que a
aprovacao de um novo medicamento poderda vir a ter na melhoria do estado de satde do
doente oncoldgico. Uma forma de induzir o interesse nesta area de investigagdo podera
ser o desenvolvimento de parcerias entre instituicdes académicas e industriais. Esta
estratégia permitiria combinar o conhecimento cientifico da academia com a visdo
financeira associada a industria farmacéutica, produzindo como resultados o aumento do
namero de publicagdes cientificas e do financiamento para as instituicbes academicas, e
0 aparecimento de novos medicamentos comercializaveis por parte da industria.

Um outro problema associado a falta de aprovacdo de farmacos citotdxicos
baseados em peptidos marinhos prende-se com o ambito da sua aplicacdo ter como base
as doencas raras. Nesse sentido, 0s ensaios clinicos para medicamentos 6rfaos tornam-se
dificeis de estabelecer por questdes relacionadas com o pequeno nimero de doentes com
determinado cancro raro; pelas questdes logisticas envolvidas, uma vez que os doentes se
encontram espalhados pelo mundo, o que torna o seu recrutamento muito dispendioso;
pela heterogeneidade da doenca oncoldgica e as diferencas associadas a sua severidade;
pelo conhecimento limitado em relagdo a historia natural da doenca; bem como pelas
questdes éticas que sdo transversais a qualquer tipo de ensaio clinico.

O farmacéutico pode contribuir de forma importante no desenvolvimento e
monitorizacdo deste tipo de farmacos citotoxicos devendo, por isso, reunir um
conhecimento cientifico solido no que concerne as caracteristicas da patologia oncolégica
e as varias opcdes terapéuticas ja existentes no mercado.

Embora o nimero de farmacos aprovados tendo por base péptidos marinhos com
aplicacdo na terapia oncologica seja ainda reduzido, sdo muitas as substancias que se
encontram em ensaios clinicos. Nesse sentido, efetuando alguns ajustes ao nivel da
estrutura quimica dos compostos podera ser possivel diminuir a sua toxicidade e/ou
aumentar a sua seletividade. Esta e outras estratégias contribuirdo para aumentar a
potencialidade inerente aos péptidos que, associadas as evidéncias atuais, permitem
deduzir um futuro otimista no que toca ao aumento da aprovacdo de péptidos marinhos

com aplicagdo na terapia oncologica.
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