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Resumo

O ciclo circadiano €é um ritmo biolégico controlado pelo ndcleo
supraquiasmatico presente no hipotalamo e regula, de uma forma ritmica ao longo de
vinte e quatro horas, todos 0s processos homeostaticos dos seres Vivos.

A desregulacao deste ritmo esta associada ao aparecimento de varias patologias,
entre elas o cancro, uma vez que a divisdo celular, reparacdo do ADN e apoptose sdo
controladas pela expressao circadiana de genes, os genes clock.

Para além de ser um fator importante na suscetibilidade para o desenvolvimento
de patologias oncoldgicas, o ciclo circadiano condiciona ainda a resposta terapéutica aos
farmacos antitumorais, pois a célula tumoral apresenta um ciclo com caracteristicas
préprias as quais a terapia se deve ajustar.

De uma forma geral, a eficacia e tolerdncia dos farmacos antitumorais vai
depender da variagdo circadiana da expressdo dos genes clock e, a jusante, de genes
envolvidos em processos varios relacionados com o metabolismo e transporte dos
farmacos administrados. Assim, a cronoterapia assume um papel importante na
quimioterapia, pois ao ter em conta estes fatores, a administragdo dos farmacos é
efetuada de forma programada em alturas do ciclo circadiano em que as células
tumorais estdo mais suscetiveis e as células normais sdo menos afetadas, aumentando
assim a eficacia e reduzindo os efeitos secundarios.

Atualmente, ja existem equipamentos que permitem a administracdo
cronomodulada de farmacos quimioterapicos, cuja aplicacdo exibe melhores resultados

comparativamente a quimioterapia classica.

Palavras-chave: Cancro; Ciclo Celular; Ciclo Circadiano; Cronoterapia; Genes Clock.
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Abstract

The circadian cycle is a biological rhythm regulated by the suprachiasmatic
nucleus, situated in the hypothalamus and regulates, cyclically over twenty four hours,
all the homeostatic processes of living beings.

The disruption of this rhythm is associated to many diseases, including cancer,
once cell division, DNA repair and apoptosis are controlled by the circadian expression
of specific genes, the clock genes.

Besides playing an important role in the susceptibility and development of
cancer, the circadian cycle is also involved in the response to chemotherapy drugs,
because each individual shows a characteristic cycle, to which the therapy should be
adjusted.

Globally, the efficacy and the tolerance of chemotherapy depend on the
circadian expression of clock genes and other genes involved in processes related to the
metabolism and transport of the chemotherapy drugs. Thereby, chronotherapy should be
an option in cancer therapy because its methodology considers all these factors and
chemotherapy is performed when the cancer cells are more susceptible and healthy cells
are less affected, increasing efficacy and reducing side effects.

Presently, there exist equipments that are programmed to do chronomodulated
chemotherapy and which application displays better results, when compared to classical

chemotherapy.

Keywords: Cancer; Cell Cycle; Chronotherapy; Circadian Cycle; Clock Genes.
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1. O ciclo circadiano

1.1. Organizacéo e regulacao

O ciclo circadiano (circa diem) é um ritmo bioldgico controlado pelo ndcleo
supraquiasmatico presente no hipotalamo e regula, de uma forma ritmica ao longo de
vinte e quatro horas, todos os processos homeostaticos dos seres vivos. (fig.1.1) *? No
topo da hierarquia do controlo deste ciclo esta o cérebro. 3

Cada célula apresenta individualmente o seu proprio relégio ou ritmo que deve
estar sincronizado com o das outras células do mesmo tecido e também com o de outros
Orgdos, para que o organismo funcione como um todo. Para isso, as células necessitam
de um sistema de comunicagdo que ao ser controlado por estimulos externos, como por
exemplo as variagdes de intensidade da luz, vai atuar como coordenador, garantindo a
ciclicidade e uniformizacdo da informacdo. Os estimulos que chegam ao nlcleo
supraquiasmatico sdo designados por sinais input e uma vez recebida a informacéo, o

nlcleo interpreta-a e transmite-a a todas as células através de sinais output. >

~ - ~
Cerebra! Cortes

Suprachiasmatic ———
Nucleus (SCN)
Thalamus
Hypothalamus

Pons

\ Medulla

Brainstem

Figura 1.1- Localizacdo do Ndcleo Supraquiasmatico. *

Tal ndo implica que o fluxo de informagéo seja unidirecional. E de extrema
importancia que a mensagem seja transmitida, mas mais importante € a existéncia de um
feedback. Desta forma, também os 6rgéos periféricos transmitem informacéo ao cérebro,
para que este decida se deve continuar a transmiti-la, ou pelo contrério, cessa-la.?

O facto de a regulagdo do ciclo circadiano depender de sinais input que sdo
fatores externos como a luminosidade, faz com que este sistema tenha que apresentar

uma enorme flexibilidade para poder ajustar tais variacdes as necessidades do
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organismo e assim, conseguir manter o equilibrio entre estas, pois nem sempre as
mensagens sdo coincidentes. ®

A dessincronizagdo deste ritmo pode ocorrer de varias maneiras; ou por erros no
input, no output, ou, de uma forma mais complexa, por um desfasamento entre a
informacdo transmitida pelo meio externo e as necessidades exibidas pelo organismo.’
Como resultado pode ocorrer uma desregulagdo comportamental e fisiologica do

individuo, traduzindo-se em patologias.®

1.2. Reldgios periféricos

Embora o sistema nervoso central (SNC) possua o0 seu préprio relégio e ritmo e
de ser o maestro que coordena todo o organismo, sabe-se que existem reldgios
periféricos, que embora controlados indiretamente pelo hipotalamo, apresentam alguma

autonomia. ° (fig.1.2)

DIANOITE 5
Suprachiasmatic
SOCIAL i
FAMILLAR simo
ATIVIDADE \
' RITMOS . [ RITMO
) TEMFERATURA
HORMONATS CORPORAL REFEICOES
REFEICOES : ’
SISTEMAS :
SIMPATICOE :
FARASSIMPATICO :
Y \ Y »

RELOGIOS
FERIFERICOS

Figura 1.2 - Organizacéo do controlo circadiano.

Adaptado de: Lévi. F. etal. ®

Estes relogios periféricos estdo presentes em varios 6rgaos como o figado, rins e

coracdo. Contrariamente ao que se passa com 0 SNC, a sincronizacdo destes reldgios
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ndo estd dependente de estimulos externos, pois ndo estabelecem qualquer interacao
direta com o exterior. No entanto, sdo sensiveis a varios sinais fisioldgicos, como a
temperatura e glicémia, e desta forma ganham um ritmo préprio, de acordo com as
oscilagbes circadianas destes sinais. E desta forma que o SNC controla estes reldgios
periféricos, através de sinais aos quais 0s 6rgdos véo respondendo, de acordo com a sua
fungdo. Por serem ciclicos e constantes, as células destes 6rgdos “memorizam” estes
ciclos, criando assim, o seu proprio relégio interno.>®

Nos humanos sdo percetiveis varios tipos de oscilagfes circadianas que estdo
associadas a variacdes hormonais. Como exemplo temos as hormonas produzidas pela
hipofise, glucocorticoides, mineralocorticoides, catecolaminas, hormonas sexuais,
insulina e glucagina, compostos que estdo ndo s6 associados a patologias como a
diabetes Mellitus, a hipertensdo, mas também a processos envolvidos na
farmacocinética, como a quantidade de proteinas plasmaticas. ’ (fig. 1.3)

Embora exibam o seu ritmo bioldgico proprio, este pode ser alterado por fatores
externos. Tomando como exemplo a insulina, apesar de apresentar um pico de liberagédo
perto das 18h, atinge valores igualmente elevados depois das refeicdes,

independentemente das horas a que estas se efetuem.’

TSH

Secregdo gastrica

Melatonina
Acido drico
Trigliceridos ACTH
Colesterol FSH,LH
Insulina
Cortisol
Aldosterona
Angiotensina
Catecolaminas

Proteinas Plasmaticas

Hemoglobina

Figura 1.3 - Variagdes circadianas de proteinas e compostos dependentes da sua ag&o.
Adaptado de: Lin e Kawashima.
Este perfil de libertagdo hormonal circadiano vai regular toda uma série de

processos fisioldgicos e o facto de apresentar maximos de concentracdo faz com que
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seja possivel uma regulacdo mais efetiva, pois desta forma o organismo tem a

possibilidade de receber um feedback e interpreta-lo.

2. O ciclo celular

O ciclo celular (fig. 2.1) € um conjunto de eventos nos quais a célula duplica 0s
seus constituintes e se divide em duas, tendo estas 0 mesmo nimero de cromossomas
que a célula que Ihes deu origem. Este processo estd dividido em quatro fases, sendo

elasa Gy, a S, a G, e por fim, a mitose. °

M phase
(mitosis)
G,
(9ap 2)
I""..‘\ \ /ﬂ,emhasa GO
L\ (gap 0)
Q.
S phase .
(DNA synthesis) —— =

Figura 2.1 - Representagéo esquemética das fases do ciclo celular. *°

Ao conjunto das fases Gy, S e G, da-se 0 nome de interfase. Corresponde a fase
em que a celula ndo se esta a dividir, mas sim a sofrer uma série de processos essenciais
para uma mitose correta, havendo para isso, um aumento do tamanho da célula e
producdo de proteinas. ®° As fases tém duragéo variavel, sendo que a G; vai de 18h a
30h, a S de 18h a 20h e a G, de 2h a 10n.**

Na fase Gj, a célula aumenta consideravelmente a sua massa e tamanho até ao
ponto em que esta pronta para a replicacdo de ADN (fase S). Na fase G, a célula
certifica-se que tem o tamanho correto e relne todas as condi¢des para se dividir
(mitose). Pode ainda considerar-se uma outra fase, a Go em que a célula est em repouso

(célula quiescente), ndo exibindo qualquer atividade. ®
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A mitose, que consiste na divisdao nuclear, pode dividir-se em cinco eventos

principais: a Profase, Prometéfase, a Metéafase, a Anafase e a Teldfase. (fig 2.2). A sua

duracdo vai de 2h a 10h. **

Figura 2.2 — Representacdo esquematica das diferentes fases da mitose: profase, prometafase, metafase,
anafase e tel6fase.™

A primeira fase da mitose, a préfase, caracteriza-se pela condensacdo dos
cromossomas que juntamente com as histonas formam a cromatina. Devido & migragéo
dos centriolos para os polos das células, inicia-se a formacdo do fuso mitético. Na
prometafase da-se o inicio da rutura do involucro nuclear e da ligacdo dos cromatideos
aos microtdbulos, através do cinetocoros, permitindo assim a sua movimentacdo. Na
metafase ocorre a disposi¢cdo dos cromossomas num plano equatorial devido a acdo dos
microtUbulos. Na fase seguinte, a anafase, ocorre a migracdo dos cromatideos para 0s
polos opostos da célula pela contracdo dos microtibulos. Na tel6fase, ocorre a
reconstru¢do do involucro nuclear das células-filhas e por fim, ocorre a divisdo do

citoplasma, a citocinese, completando-se assim, o ciclo celular.®**
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2.1. Regulacéo do ciclo celular

2.1.1. Checkpoints

De forma a garantir uma divisdo celular correta, a célula dispde de varios
mecanismos que, ao longo de todo o processo, se certificam que a célula s6 entra na fase
seguinte quando estiverem reunidas todas as condicdes. Para isso, a célula tem que
passar por varios checkpoints, que correspondem a alturas criticas do ciclo (passagem
entre fases) nas quais se determina o seu seguimento ou interrupgo.>**

Os checkpoints podem ser de dois tipos; os relativos ao tamanho da célula e os
efetuados por sinais enviados por outras células, por exemplo proteinas.

Os checkpoints do tamanho da célula visam verificar se esta j& atingiu o tamanho
certo antes de passar a fase seguinte, e como tal sdo efetuados antes das fases G; e G,
fases em que se da o crescimento celular. Ainda nesta fase, a Gy, a célula pode seguir
caminhos distintos; ou continua no ciclo, entrando na fase S, ou por outro lado, entra na
fase Go. Se decidir continuar no ciclo, tem que passar por um checkpoint.®

O controlo efetuado na fase G; é crucial, pois na fase que se segue, a fase S, a
quantidade de material genético duplica, sendo por isso de extrema importancia que a
célula tenha o tamanho correto para acomodar todo esse material. Um fendmeno
semelhante ocorre na fase G,, uma vez que esta fase precede a mitose. A célula-méae
tem que ter o dobro do tamanho da célula inicial para se garantir que as células-filhas
s30 iguais entre si e & célula que Ihes deu origem.®*

Uma vez terminado o ciclo e passados todos os checkpoints, tém-se trés tipos de

células, as que se encontram em divisdo, as diferenciadas e as que estio em repouso.®

2.1.2. Ciclinas e proteinas cinases dependentes de ciclinas (Cdk)

O ciclo celular € ainda regulado por um conjunto de enzimas que atuam em
alturas criticas do ciclo e cuja atividade vai determinar o seguimento ou interrupgédo
deste.*

Estas enzimas ativam ou inativam processos responsaveis pela replicacdo de
ADN (fase S) e mitose, através da fosforilacdo ou desfosforilacdo de componentes

celulares importantes. Neste processo ocorre a transferéncia de um grupo fosfato do
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ATP para um dos aminoacidos que constitui a proteina-alvo e é efetuado pelas cinases,
ou o inverso, pelas fosfatases.™*

A atividade e concentragdo das cinases varia de forma ciclica ao longo do ciclo,
exibindo maior atividade em alturas especificas, como no inicio da fase G, na transicéo
da fase G; para as fase S, e na transicdo da fase G, para a mitose. Por dependerem da
atividade de outras enzimas, as ciclinas, designam-se por cinases dependentes de
ciclinas ou cdk. Tal como o nome indica, a concentragdo das ciclinas varia de forma
ciclica e é por isso que as cdk apenas atuam em alturas especificas do ciclo celular.*

Assim, tém-se trés tipos de cinases: as G1/S-cdks, a S-cdks e as M-cdks, cujo

nome deriva da fase do ciclo celular em que véo atuar. (fig. 2.3)

G1 CDKs S-phase CDKs Mitotic CDKs G1 CDKs

G1 S phasa | G2 | Metaphase | Anaphase G1

Figura 2.3 — Variacdo da concentracdo da cinase dependente de ciclina da fase G1 (vermelho), da cinase
dependente de ciclina da fase S (verde) e da cinase dependente de ciclina da mitose (azul), ao longo do

ciclo celular.®®

2.1.3. Proto-oncogenes e oncogenes

Os proto-oncogenes codificam proteinas responsaveis pela inducdo da proliferacdo
celular e inibicdo da apoptose. Em células saudaveis tém a fungdo de estimular o crescimento e
divisdo celular; no entanto, quando apresentam alguma mutacdo que afete a sua expressdo ou
atividade, as suas funcGes normais passam a estar comprometidas. Neste caso, passam a
designar-se de oncogenes devido & sua conex&o com o desenvolvimento de cancro.*®*’

Existem varias categorias de proteinas codificadas por proto-oncogenes que se
classificam de acordo com a fungdo que desempenham. S&o elas: fatores de transcrigdo,
modeladores de cromatina, fatores de crescimento, recetores de fatores de crescimento,

transdutores de sinal e reguladores da apoptose. *’
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Os fatores de transcricdo atuam, geralmente, por ligagdo a regido promotora de um
gene, induzindo a sua transcricdo. Neste processo ndo atuam isoladamente, sendo sempre
necessario um grande numero de fatores a atuarem em conjunto para que efetivamente se inicie
a transcrigéo. '

O grau de empacotamento da cromatina é determinante para 0 processo de transcrigéo,
replicacdo, reparacdo do ADN e segregacdo de cromossomas. Responsaveis por este processo
estdo dois grupos de enzimas: as que alteram a posicdo dos nucleossomas e as que modificam a
parte terminal azotada as histonas. Pode também ser considerado um outro conjunto de
proteinas que, ndo alterando a sua estrutura tridimensional da cromatina, provocam alteragdes
estruturais que a modificam. Entre estes processos estdo a acetilacdo, desacetilacdo e metilacdo
dos nucleossomas e designam-se de alteracBes epigenéticas. *°*"*

Os fatores de crescimento, tal como o nome indica, induzem o crescimento celular,
sendo por isso, essenciais nas fases G; e G, do ciclo celular. Estes fatores de crescimento ligam-
se a recetores transmembranares que sdo proteinas com atividade tirosina cinase. As tirosinas
cinases sdo proteinas de membrana responsaveis pela transferéncia de um grupo fosfato do ATP
para outras proteinas alterando assim a sua atividade.*®

Por sua vez, os recetores de fatores de crescimento, que sdo proteinas transmembranares
com atividade tirosina cinase, sdo responsaveis pela transmisséo de informacao para o interior
da célula aquando da ligagdo do ligando ao seu dominio. A ligacdo do ligando ao recetor
transmembranar desencadeia um mecanismo de transducdo de sinal, isto é, o recetor vai
transmitir a informacdo recebida, ocorrendo a reorganizacdo de algumas proteinas
citoplasmaticas. Desta reorganizacdo resulta a chegada da informacdo ao nucleo, traduzindo-se
na expressao de genes envolvidos na proliferacéo celular. *°

Por fim, os reguladores de apoptose. Existem duas formas de inducdo deste processo:
por stress ou por danos nos recetores celulares. O stress celular esta muitas vezes associado a
danos nos seus constituintes, a ativacdo de oncogenes ou a auséncia de fatores de crescimento,
enquanto os danos nos recetores celulares desencadeiam rapidamente uma atividade proteolitica

induzida por caspases. *°

2.1.4. Genes supressores de tumor

Os genes supressores de tumor regulam igualmente o ciclo celular, no entanto, por
0posicao aos proto-oncogenes, tém como funcéo inibir a proliferacdo descontrolada da célula.™
Para tal, s@o responsaveis por varias funcdes, entre elas a prote¢do do genoma de mutacdes,

evitar a sua passagem para a descendéncia, induzir a apoptose caso 0s checkpoints ndo tenham
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sido executados corretamente e também por inibir a migracdo celular e consequentemente a
metastizacao. *°

Na tabela 2.1 estdo resumidos o0s principais oncogenes e genes supressores de tumor e as
respetivas fungoes.

Tabela 2.1 — Principais oncogenes e genes supressores de tumor envolvidos na regulacéo do ciclo celular

e respetivas funcdes. Adaptado de Vogelstein e Kinzler. *°

Genes Tipo de gene Funcéo

BCL2 Oncogene Envolvido na apoptose

MYC Oncogene Envolvido em interacdes proteina-proteina e fatores

celulares
KRAS, N-RAS  Oncogene Envolvido na transducéo de sinal
BRCA1/2 Supressor tumor  Reparacéo do ADN e controlo ciclo celular
pl16, p21 Supressor tumor  Inibicdo de cinase dependente de ciclina
TP53 (p53) Supressor tumor  Fator de transcricéo associado & apoptose
APC Supressor tumor  Regulagdo transcrigdo genes
RB Supressor tumor  Regulacéo ciclo celular
XPA Reparacdo ADN  Reparagdo do ADN
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3. Cancro

3.1. Conceito

Desde o século X1X que se sabe que o cancro é uma doenca celular, embora ndo
se conhecessem 0s mecanismos responsaveis por esta patologia.®

Define-se cancro como o crescimento descontrolado de células geneticamente
alteradas e com capacidade de invasdo de outros 6rgdos, levando-os & sua destruic&o.®
Esta patologia €, atualmente uma das mais temidas, pois para além de estar fortemente
associada a dor, apresenta uma elevada taxa de mortalidade que se deve essencialmente
a auséncia de tratamento efetivo e & ndo detecdo precoce. ® Dependendo do érgdo onde
se desenvolve e da capacidade de metastizacdo, esta patologia pode ser classificada de

diferentes formas e assumir varios graus de gravidade.?

3.2. Epidemiologia

Segundo a Liga Portuguesa contra o Cancro, morrem cerca de 42 mil pessoas de
cancro por dia em Portugal, sendo uma previsdo da OMS que o numero continue a
crescer tanto a nivel nacional como europeu. A nivel mundial, a incidéncia é de cerca de
12,7 milhdes de novos casos por ano e morrem diariamente cerca de 7,6 milhdes de
pessoas. 2° Na figura 3.1 encontra-se representada a incidéncia mundial de cancro por
100.000 habitantes. Afeta individuos de qualquer idade, embora se possa afirmar que a

incidéncia aumenta com o aumento desta.®

B <1031 <1284 < 159.1 <2189 M<326.1

GLOBOCAN 2008 (JARC) - 792012

Figura 3.1 - Incidéncia mundial de cancro por 100.000 habitantes. (Fonte: OMS)
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3.3. Fatores de risco

A idade e a genética de cada individuo sdo elementos-chave no aparecimento e
evolucdo desta patologia. No entanto, na grande maioria dos casos, é a exposi¢do a
determinados fatores ambientais a responsavel pelo desenvolvimento do cancro.?

No ambito desta patologia, considera-se 0 meio ambiente composto por
diferentes vertentes; a geral (ar, agua, terra), a ocupacional (profissdo), a social e
cultural (hobbies) e a de consumo (alimentacao e farmacos). Desta forma, embora esteja
no meio ambiente o agente iniciador do cancro, é estilo de vida do individuo que acaba
por ser determinante, pois por vezes, estd neste a opcao de se expor ou ndo ao risco. Tal
também se aplica a genética. Sao os fatores genéticos 0s responsaveis por desencadear o
processo neoplasico (suscetibilidade), mas é o0 meio ambiente (exposi¢cdo a compostos
ex6genos) que pode determinar o aparecimento efetivo da patologia.®>** S&o, assim,
necessarios varios anos para que ocorra a transformacdo de uma célula normal em
neoplasica e é por isso que a idade também tem um peso consideravel no prognéstico
desta patologia.®

Torna-se, portanto, extremamente importante o conhecimento e a compreensao
da biologia molecular do cancro e do estilo de vida de cada individuo de forma a

prevenir 0 seu aparecimento e a otimizar a eficacia do seu tratamento.

3.4 Estadios do cancro

O aparecimento do cancro € muitas vezes resultado de uma sucessdo de falhas na
reparacdo de alteracOes genéticas. Assim, existem uma série de etapas pelas quais uma
célula tem de passar até se desenvolver um cancro (carcinogénese).® Tendo em conta as
caracteristicas do ciclo celular e a natureza do cancro pode dizer-se que esta patologia
pode ocorrer por trés vias diferentes; a diminuicdo do tempo do ciclo celular, a
diminuicdo na taxa de apoptose, ou por fim, pelo aumento do nimero de células na fase

Go, levando a um aumento da necessidade de producéo de mais células.?
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A carcinogénese € um processo constituido por trés etapas: a iniciacdo, a promogéo e a

progressdo. (fig 3.2).°

primary tumor
normal cell .
A \yitiation rometics-V e epithelium
I.I.\“initiating czl{() D
(< R
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A

B v

metastasis

Figura 3.2 - Evolugdo esquematica do cancro desde a fase de iniciacdo (A), promocéo (B), progressao

(C) até & metastase. %

Iniciacéo

A iniciacdo é a primeira fase do desenvolvimento do cancro. Nesta fase a célula
estd exposta a fatores ambientais potencialmente desencandadores de um cancro
(agentes oncoiniciadores). Entre estes fatores encontram-se as radiacles, virus e
compostos quimicos mutagénicos. Uma vez que a sua acdo altera a estrutura do ADN,
cabe ao sistema de reparacdo de erros do material genético atuar de forma a reverté-los.
Quando tal ndo acontece, a célula divide-se transmitindo as células-filhas informacéo
genética errada. Na maioria das vezes a mutagdo genética é corrigida, no entanto, o seu
efeito aditivo, dificulta a eficicia do sistema de reparacdo, aumentando
8,21

consideravelmente a probabilidade de aparecimento de cancro.

Nesta fase ndo é possivel a detecdo clinica da patologia. %

Promocéao

A promogéo é caracterizada por uma alteragdo na expressdo genética da célula
afetada, o que pode originar um aumento descontrolado da sua proliferagdo. Tal como
na fase da iniciagdo, a progressao desta fase esta dependente da acdo de fatores externos
(agentes oncopromotores), que podem variar em tipo, intensidade e frequéncia. Quando

cessa a exposicdo a estes fatores a célula pode regressar ao seu estadio inicial,
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mostrando assim a reversibilidade desta fase. Esta é também caracterizada por ter varias

etapas lentas e progressivas e néo apresentar um efeito cumulativo.®*

Progressdo

Este dltimo estadio apresenta um conjunto de caracteristicas que resultam, de
uma forma irreversivel, na migracdo das células tumorais para outros tecidos e 0rgaos
adjacentes.?

Ocorre um aumento significativo da massa tumoral, facilitando a capacidade de
invasédo e como tal, a metastisacdo.®?! Para isso, as células, individualmente ou em
grupo, entram na corrente sanguinea, fixam-se em tecidos distantes, proliferam e
originam a metastase. %

Esta fase é critica na medida em que a finalizacdo deste estadio precede a fase

clinica, ou seja, a fase da manifestacdo sintomatica da doenca.?

3.5. Terapia do cancro

Atualmente recorre-se a varios tipos de estratégias para a eliminacao do cancro:
a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia e a imunoterapia. Por vezes, recorre-se a

combinagéo de métodos para aumento da eficacia.®*

3.5.1. Quimioterapia

Quimioterapia significa utilizacdo de compostos quimicos para o tratamento de
patologias, no entanto, é mais frequentemente associada ao cancro. **

A quimioterapia tem como principal objetivo a eliminacdo das células
neoplasicas, recorrendo a uma variedade de compostos com mecanismos de acao
distintos, na sua maioria com o objetivo de induzir a apoptose dessas células. #%

Os compostos antineoplasicos direcionam-se preferencialmente as células que se
apresentam em rapido processo de proliferagdo. Os efeitos secundarios resultam
essencialmente do facto de a quimioterapia afetar também as celulas normais com estas
caracteristicas. Sao elas as celulas da médula oOssea, dos foliculos pilosos, do trato

digestivo e do sistema reprodutor. Desta forma, e em termos gerais, as reag0es adversas

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Alexandra Marcos Pagina 25



O Ciclo Circadiano na Suscetibilidade para Patologias Oncoldgicas e na sua Terapéutica

mais comuns sdo a mielossupressao, perda de cabelo, diarreia, alteracdes no paladar,
fadiga e perda de peso.'

Contrariamente a muitos farmacos, a janela terapéutica dos antitumorais é
estreita, sendo por isso, necessario calcular de uma forma rigorosa a dose étima de
administracdo, para que esta ndo seja insuficiente para destruir as células cancerigenas,
mas também nao provoque efeitos adversos graves.™

A administracdo da quimioterapia é efetuada em intervalos regulares chamados
de ciclos. Uma ou varias doses de farmacos sdo administradas ao doente, seguindo-se

varios dias ou semanas sem tratamento. **

3.5.1.1. Classificacdo de antineoplasicos

De acordo com a sua especificidade para o ciclo celular, os agentes antineoplasicos
podem ser divididos em dois grupos principais: os que sdo especificos do ciclo celular e

0s que no sdo.?

1. Antineoplasicos especificos do ciclo celular
1.1. Antimetabolitos
1.1.1. Antagonistas das pirimidinas: 5-fluoruracilo (5-FU)
1.1.2. Analogos do &cido folico: metrotrexato

Tal como o nome indica, os antimetabolitos sdo compostos analogos de
metabolitos envolvidos na sintese de ADN e ARN. Por bloquearem a sintese de ADN
sdo especificos da fase S do ciclo celular.®#%

O principal farmaco desta categoria € o 5-FU (fig 3.3) que é um anélogo da

pirimidina e a sua agao citotoxica ocorre por inibicdo da enzima timidilato sintetase.

H
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Figura 3.3 - Estruturas quimicas de 5-FU (A) e Metotrexato (B) 4%
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Devido a sua semelhanca estrutural com a base azotada uracilo, vai interferir
com as vias metabdlicas, competindo com os componentes celulares pela ligacdo a
vérias enzimas ou mesmo por incorporacdo errénea no material genético.?®

Por ser um pré-farmaco, o 5-FU é convertido no metabolito ativo 5-fluoro-2-
desoxiuridina monofosfato (5-FAUMP) e sé depois exerce a sua funcéo citotéxica.?

O metrotrexato € analogo do &cido folico e ao ligar-se & enzima dihidrofolato
redutase (DHFR), ocorre 0 mecanismo de inibicdo competitiva. Tal vai refletir-se na
ineficiéncia da replicacao celular, pois os folatos reduzidos por esta enzima sao a fonte
de grupos metilo, essenciais para a sintese de nucleotidos, e como tal, para a correta
replicacdo do ADN.? E utilizado em varios tipos de tumores sendo eles as leucemias, 0s
linfomas, cancro da mama, do pescogo e cabeca.

Na figura 3.4 estdo esquematizados os mecanismos de acdo de 5-FU e do

metotrexato.

DNA
synthesis

DHF

1 SDHFR‘J — ‘Methonexala
S-fluorouracit | — FTYM-S. THF
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dUMP Formate + ATP
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5.10-methylene-THF «=—— S5-methyl-THF
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Figura 3.4 — Representacdo esquematica dos mecanismos de acdo de 5-FU e do metotrexato. O 5-FU
inibe a timidilato sintetase (TYMS), enzima necessaria para produzir timidina utilizada na sintese de ADN
pela conversdo de deoxitimina monofosfato (dTMP) em deoxiurudina monofosfato (dUMP). O
metotrexato inibe a enzima dihidrofolato redutase (DHFR) que converte o dihidrofolato (DHF) em
tetrahidrofolato (THF), processo essencial no metabolismo de folatos. Uma vez interrompido este
metabolismo a sintese &cidos nucleicos fica comprometida. O &cido folinico antagoniza os efeitos do
metotrexato.?
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1.2. Alcaldides
1.2.1. Alcaldides de Vinca
1.2.1.1. Vinblastina
1.2.1.2. Vincristina

Os alcaldides de vinca sdo extraidos da planta Vinca rosea. Ao entrarem na
célula tumoral ligam-se aos microtabulos, inibindo a formacdo do fuso mitético, e por

isso, interrompem o ciclo celular na metéafase.?#*

1.2.2. Podofilotoxinas
1.2.2.1. Etoposido

O etoposido € um derivado semi-sintético das epipodofilotoxinas que sdo
extraidas da planta Podophyllum peltatum. 2®

Atuam pelo bloqueio das células nas fases S e G, por inibicdo da enzima
topoisomerase Il. Esta enzima € responsavel pelo desenrolamento do ADN, antes da sua
replicacdo, e ao ser inibida, o processo de desenrolamento nao ocorre da forma correta,
provocando danos no ADN. ®

Este farmaco é maioritariamente utilizado em leucemias, linfomas, e sarcoma
de Kaposi. Como principais reacfes adversas sdo observadas alteracfes hematoldgicas,

nauseas e vomitos 8%

1.2.3. Taxdis
1.2.3.1. Paclitaxel
1.2.3.2. Docetaxel

O paclitaxel e docetaxel sdo extraidos da planta taxus brevifolia. A sua agédo
citotoxica reside na inibicdo da formacdo do fuso mitético e estabilizacdo dos
microttbulos, bloqueando a divisdo celular na fase G,. Estes compostos séo
maioritariamente utilizados em carcinomas do ovério, mama e pulmao.?®

Séo metabolizados a nivel hepatico e eliminados pela bilis e tém como principais
efeitos adversos reacdes de hipersensibilidade, toxicidade hematologica e neuropatia.”®

Por ter um maior poder citotdxico, o docetaxel apresenta uma maior incidéncia

de vomitos e nauseas.?®
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1.2.4. Camptotecinas
1.2.4.1. Irinotecano

Estes alcaloides sdo analogos semi-sintéticos das camptotecinas que derivam da
planta Camptotheca acuminata. Atuam pela inibicdo da enzima topoisomerase |,
interrompendo a fase de elongacéo da replicagdo do ADN. 2%’

O irinotecano (CPT-11) é um pro-farmaco que é transformado no metabolito ativo,
0 SN-38.% Atualmente é a primeira opcdo no tratamento do cancro coloretal metastatico,
devido a sua elevada eficacia.

Na figura 3.5 estdo representadas as estruturas quimicas do irinotecano e do SN-38.

(A) (B)

Figura 3.5 - Estruturas quimicas de Irinotecano (A) e SN-38 (B). *°

1.3. Agentes hormonais
1.3.1. Inibidores da aromatase (Anastrazol)
1.3.2. Estrogénios
1.3.3. Anti-estrogénios (Tamoxifeno)

1.3.4. Anti-androgénios: (Bicalutamida)

Nesta categoria estdo incluidas hormonas sexuais e farmacos de acdo semelhante a
estas hormonas e sdo utilizadas para alterar a acdo das hormonas sexuais femininas ou
masculinas. S&o por isso utilizados em cancros da mama, da prostata e do Utero, uma
vez que o crescimento das suas células tumorais é efetuado sob a a¢do destas hormonas
fisiologicas. O seu principio de atuacdo € assim, distinto dos restantes agentes anti-
tumorais, pois este grupo ndo provoca a apoptose celular, mas sim previne o
crescimento das células, impedindo a producdo de hormonas ou 0 seu mecanismo de

actuacdo.™
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2. Antineoplasicos ndo-especificos do ciclo celular

2.1. Complexos de coordenacgdo com platina (agentes intercalantes)
2.1.1. Cisplatina (12 geracéo)
2.1.2. Carboplatina (22 geracao)
2.1.3. Oxaliplatina (32 geracao)

Os compostos coordenados de platina intercalam-se no ADN, por formacdo de
adutos e inibindo a sua replicacéo. ®%

A cisplatina liga-se covalentemente ao azoto na posicdo 7 da guanosina,
formando pontes na propria cadeia de ADN como entre cadeias, impedindo a replicacéo
do material genético. Devido a sua composi¢cdo em platina apresenta elevada toxicidade
a nivel renal, provocando também nauseas, vomitos, ototoxicidade e por vezes
mielossupressdo. O seu espetro de acdo inclui o carcinoma do ovario, testicular e
carcinomas gastricos e urinarios.”®

A carboplatina ¢ um analogo da cisplatina com um grupo dicarboxilato
(carboxiciclobutano). Apresenta-se como uma alternativa a cisplatina pois atua sobre o
mesmo espetro de cancros que esta, mas liga-se em menor extensdo as proteinas
plasmaticas e a eliminacdo é mais rapida, diminuindo a incidéncia de efeitos adversos.
8,21

A oxaliplatina, por ser de 32 geracdo tem a vantagem de ser o farmaco que
menos toxicidade renal apresenta, no entanto provoca neuropatias graves. 2>

Na figura 3.6 estdo representadas as estruturas quimicas da cisplatina,

carboplatina e oxaliplatina.

(A) (B) 0 (C) H o
HaN__ /Cl H’"\ /0 \Pt/
Pt el b /N
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Figura 3.6 - Estruturas quimicas de Cisplatina (A), Carboplatina (B) e Oxaliplatina (C)
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2.2. Agentes alquilantes

2.2.1. Mostardas azotadas (Ciclofosfamida, Clorambucilo)

2.2.2. Nitrosureias (Carmustina)

Os agentes alquilantes atuam formando ligac6es covalentes cruzadas, entre si e
uma cadeia de ADN ou entre si e duas cadeias de ADN. Estas ligacGes ocorrem por
adicdo de grupos alquilo a centros eletrofilicos do ADN e proteinas, impedindo assim a
sua replicacdo. Embora a sua ac¢éo ndo seja especifica de uma fase do ciclo celular, esta
é mais evidente durante a fase S.2%

As mostardas azotadas tem um espetro de acdo muito vasto que vai deste
linfomas, leucemias, cancro do pulmao, ovario e testiculo e a sua toxicidade ocorre
essencialmente a nivel hematopoiético embora a mielossupressdo seja mais evidente
para a ciclofosmamida que no caso do clorambucilo.®?

No caso especifico das nitrosureias, por serem lipossollveis, passam a barreira
hematoencefalica, penetrando no SNC e como tal sdo usadas no tratamento de tumores
que se apresentem nesta localizagdo (tumores cerebrais). Exibem elevada efetividade na
destruicdo de células cancerigenas, mas em contrapartida apresentam uma maior
toxicidade a nivel hematopoiético (mielossupressdao) que os agentes alquilantes

classicos. 8%

2.3. Compostos naturais
2.3.1. Antibiéticos naturais
2.3.1.1. Antraciclinas (Daunorrubicina e Doxorrubicina)

Os antibi6ticos naturais antineoplasicos sdo substancias isoladas de
microrganismos e que exibem atividade antitumoral. A daunorrubucina é produzida por
Streptomyces coeruleorubidis, e a doxorrubicina por Streptomyces peucetius, e
distinguem-se apenas pela presenca de um grupo hidroxilo no carbono 14 da
daunorrubicina.”®

A atividade citotdxica das antraciclinas é variada, pois atuam de diversas formas
e por vezes sem necessitarem de penetrar na célula cancerigena. Neste caso, ligam-se
aos fosfolipidos da membrana celular levando a formacéo de radicais livres que véo

interferir com a funcdo das mitocondrias, obrigando a célula a entrar em apoptose. Tém
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também a capacidade de ligar-se covalentemente ao ADN e inibir a topoisomerase 1.2

Por isto, apresentam um espetro de acdo vasto, sendo, no entanto, mais efetivas em
leucemias. Os seus efeitos secundarios ocorrem em grande parte a nivel hematol6gico e

cardiaco.®?®

2.3.1.2. Mitomicina C

A mitomicina C ¢é produzida pelo microrganismo Streptomyces caespitosus e a
sua atividade antitumoral advém da sua ligacdo as bases azotadas adenina e guanina,
formando pontes que levam a uma inibicdo da replicacdo do ADN. Promove também a
producdo de superéxidos, que provocam stress oxidativo e danos no ADN.%%

A sua toxicidade ocorre essencialmente a nivel hematoldgico

(mielossupressio).?
2.3.1.3. Bleomicina

Este antibidtico antineoplasico é produzido pelo microrganismo Streptomyces
verticillus. Ao ligar-se ao ADN vai fazer com que as suas cadeias se quebrem. A sua
utilizacdo ocorre em carcinomas de localizacdo variada, passando pelo Utero, esofago,
pele e cabeca.”

Tem como efeitos secundarios caracteristicos a fibrose pulmonar,

hiperpigmentacéo, febre e problemas cardiovasculares.

4. O ciclo circadiano e o0 cancro

Atualmente, a terapia antitumoral debate-se com uma enorme variabilidade na
resposta terapéutica tanto a nivel intra como interindividual, que resultam efetivamente
numa elevada incidéncia de efeitos adversos, muito deles graves e altamente
desgastantes. Existem varios fatores que podem justificar esta baixa efetividade
antineoplasica com tratamentos quimioterapicos. Sao eles a resisténcia aos farmacos, as
caracteristicas do tumor, a existéncia de locais inacessiveis a quimioterapia ou
“santudrios tumorais” e por fim, as proprias caracteristicas do hospedeiro.?

Relativamente a resisténcia aos farmacos, esta pode ocorrer devido ao estado

avancado do tumor, ao desenvolvimento de processos que permitam a célula tumoral
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eliminar o farmaco do seu interior ou a administracdo de doses subterapéuticas. Estes
dois ultimos fatores estdo interligados, pois o facto de as células desenvolverem formas
de diminuir a concentracdo de farmaco intracelular faz com que ndo se atinjam doses
terapéuticas. Para isso, as células cancerigenas foram aperfeicoando varios mecanismos
de forma a diminuir a absorcdo do farmaco e a aumentar o seu efluxo.

No que toca as caracteristicas do tumor, o principal fator impeditivo da eficacia da
terapéutica € a sua massa consideravel, tornando dificil o acesso do farmaco ao seu
interior, devido & fraca vascularizaco. 8

Os “santuarios tumorais” sdo também locais de dificil acesso para os farmacos, no
entanto tal ndo se deve a fraca vascularizacdo do local mas sim a existéncia de barreiras
fisicas, com por exemplo a barreira hemato-encefalica (BHE). Uma vez alojados na
BHE a terapéutica fica muitissimo dificultada, e s6 conseguem atravessa-la os farmacos
que apresentem carateristicas lipofilicas e tamanho reduzido. Ainda assim, ndo é
garantido que consigam difundir-se por todo o cérebro e liquido encéfalo-raquidiano.

Finalmente, as caracteristicas do hospedeiro, que sdo provavelmente o fator mais
imprevisivel e com maior variabilidade interindividual. Tal deve-se ndo sé as
carateristicas intrinsecas do individuo, tais como a idade, funcionamento dos érgdos,
genes e mesmo a personalidade, mas também as carateristicas extrinsecas como o estilo
de vida, alimentagdo, meio ambiente e também & comunicag&o e sintonia existente entre
estes.® O elo comum a estes dois conjuntos de fatores é o ciclo circadiano, que
harmoniza as necessidades externas com as internas, e por isso faz todo o sentido
estudar de que forma se pode otimizar a resposta terapéutica de farmacos
antineoplasicos, tendo em conta as variacdes dos fatores envolvidos no aparecimento e

terapia desta patologia, ao longo de 24 horas.

4.1. Estilo de vida

O estilo de vida de um individuo é a componente que mais diz acerca do seu
ciclo circadiano.

Atualmente existem varios exemplos de que o estilo de vida pode estar
associado ao aparecimento de cancro, ndo sO pela exposicdo direta a compostos
carcinogenicos, como no caso do cancro do pulmdo, mas por desregulacdo do ciclo
circadiano. Tal desregulagdo ocorre porque existe um desfasamento entre a mensagem

externa e os reldgios internos do individuo. Existem varios fatores que estdo associados
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a tal desfasamento, mas é a profissdo que tem um papel preponderante devido ao
elevado nimero de horas que ocupa no dia-a-dia do individuo.

Varios estudos tém vindo a ser desenvolvidos de forma a estabelecer alguma
relacdo entre o estilo de vida e o cancro e € a melatonina que surge como ponto de
conexdo. Esta hormona esta fortemente associada aos padrdes de sono, no entanto, sabe-
se que tem também um poder antioxidante, antimitotico e antiangiogénico, atuando em
recetores de membrana relacionados com o crescimento e proliferacdo celular. E

produzida pela glandula pineal e a sua producdo é inibida pela presenca de luz.*
(fig. 4.1)
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Figura 4.1 - Representacdo esquematica da producdo circadiana da melatonina pela glandula pineal
controlada pelo nlcleo supraquiasmaético.

Desta forma, vai ocorrer uma variacdo na concentracdo sanguinea de melatonina ao

longo do dia, aumentando significativamente a noite, com pico as 2:00h. (fig. 4.2)
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Figura 4.2 — Variacdo da concentragdo sanguinea de

melatonina (pg/mL) ao longo do dia (h). ** (Adaptado)
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Individuos cuja profissdo exija trabalho em turnos noturnos ou diferentes fusos
horérios estdo num grupo de maior vulnerabilidade para que ocorra uma alteracdo dos
padrbes de libertacdo da melatonina, pois o facto de o individuo estar exposto a luz em
periodos noturnos altera o padrdo de secrecdo desta hormona diminuindo as suas
propriedades oncostaticas.****

Atualmente sabe-se que a incidéncia de cancro da mama é superior em mulheres
que trabalham em turnos.** Num estudo desenvolvido por Schernhammer et al *, com
enfermeiras trabalhadoras em turnos noturnos, estabeleceu a relacdo entre este padrédo
de trabalho e o aparecimento de cancro da mama. Das 78562 senhoras acompanhadas ao
longo de 10 anos, cerca de 2441 desenvolveram cancro mamario. Neste estudo
verificou-se ainda que a incidéncia aumenta com o aumento de nimero de anos de

| 34 verificaram a existéncia de um

trabalho em turnos. Num outro estudo, Deming et a
polimorfismo num dos recetores da melatonina em muitas das doentes com cancro da
mama.

No caso dos homens, a melatonina tem também um papel importante no
aparecimento de patologias oncoldgicas. O cancro da prostata surge mais
frequentemente em pilotos aviadores cujas viagens sdo de longo curso ou em
trabalhadores por turnos. %%

Para além de condicionar o desenvolvimento de cancro, o estilo de vida pode
ainda influenciar a resposta terapéutica. Os dois fatores que, para aléem da profissdo
ocupam muito do dia de um individuo e exibem uma rotina sdo o tempo de sono e as
refeicBes. A rotina das refeicdes foi um parametro analisado por Li et al *. Nesse
estudo em ratinhos com adenocarcinoma pancreatico, a diminuicdo de crescimento
tumoral, mesmo sem tratamento farmacoldgico, foi de cerca de 40% em ratinhos
alimentados sempre as mesmas horas comparativamente aqueles que ndo apresentavam

rotinas de alimentacéo.
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4.2. Os Genes Clock

4.2.1 Organizacao

O ciclo circadiano € regulado por estimulos externos que posteriormente se vao
traduzir na expressdo circadiana de determinados genes e respetivas proteinas. Estes
genes regulam muitos processos fisiologicos e estdo também envolvidos na regulagéo
direta do ciclo celular, ou em mecanismos que interfiram com este. °

Os genes clock sdo os protagonistas desta regulagédo e estdo agrupados em duas
familias: Period e Cryptocrome. As respetivas proteinas sdo a Perl, Per2, Per3, Cryl e
Cry2 e atuam tanto a nivel da transcricdo, como pds-transcricional, induzindo ou
inibindo determinados processos, de forma ciclica e organizada.®

Desta regulacdo fazem ainda parte os fatores de transcricdo: o CLOCK
(Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) e BMAL1 (Brain-Muscle Arnt-Like
protein 1), que formam heterodimeros e ao ligarem-se a regido promotora dos genes Per
e Cry, induzem a sua expressao. Estas proteinas produzidas no citoplasma véo
posteriormente entrar no ndcleo e, por um mecanismo de feedback negativo véo inibir a
transcricdo dos genes que codificam os heterodimeros. Uma outra fungdo destes
heterodimeros € induzir a transcri¢do de dois recetores nucleares, os retinoic acid related
orphan nuclear receptors, Rev-Erba e RORa. Estas proteinas vdo depois competir pela
ligagdo a RRE presente na regido promotora do BMAL1: a RORa induzindo a
transcricdo de BMALL e Rev-Erbo inibindo. ® Na figura 4.3 est4 esquematizada a
regulacado circadiana dos genes clock.
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Figura 4.3 — Representacéo esquematica da regulacio dos genes clock. *®

CCGs — clock controlled genes
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Aquando do estimulo externo pela chegada de luz a retina a informacgéo vai
desencadear uma série de eventos coordenados que resultam na transcricdo circadiana

de determinados genes e inibic&o da transcricdo de outros.®

4.2.2. Regulagéo pos-transcricional

A regulagdo pos-transcricional dos genes clock é feita por acetilacéo,
fosforilagdo, ubiquitilacdo e SUMOilacdo, sendo as proteinas responsaveis por este
processo tambeém reguladas pelo ciclo circadiano. Séo elas a caseina cinase 1 epsilon
(CKlg), a caseina cinase 2 delta (CK24), a glicogénio sintetase cinase-3 (GSK3) e a
proteina cinase activada por monofosfatos (AMPK) e sdo responsaveis pela fosforilacdo
das proteinas codificadas pelos genes clock, levando a sua degradagdo. Para além de
facilitar a degradacdo proteica, a fosforilacdo é ainda necessaria para ligacao de ligases
de ubiquitina, que levam a poliubiquitilacdo das proteinas facilitando ainda mais a sua
degradacio no proteassoma. °

Uma outra alteracdo pos-trancricional é a SUMOilacdo, que é uma modificacdo
na qual uma proteina semelhante a ubiquitina (SUMO) é ligada a residuos de lisina. E
no fator de transcricdo BMALL gue esta modificacdo tem maior importancia, resultando

num aumento da duracéo do ciclo circadiano. °

4.2.3. O ciclo celular e os genes clock

Uma vez verificada a associacdo entre o estilo de vida (ciclo circadiano
desregulado) e o desenvolvimento do cancro (desregulacdo do ciclo celular) faz todo o
sentido analisar em pormenor os mecanismos moleculares por de tras desta conexao.

O ciclo circadiano e o ciclo celular estdo inteiramente ligados e como tal
apresentam algumas semelhancas entre si, nomeadamente a especificidade para cada
tipo de célula, mas acima de tudo, ambos sdo regulados da mesma forma, tendo com
base sempre a mesma sequéncia, a transcricdo, a tradugdo, transformacbes pos-
transcricionais e degradacéo proteica. ®

O ciclo circadiano controla a expressdo de genes relacionados com o ciclo
celular, no entanto, é completamente independente deste. Por isso, é de extrema
importancia que a mensagem que chega a cada célula seja inteiramente cumprida por

esta.
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Existem essencialmente trés proteinas que controlam o ciclo celular e cuja acéo
estd dependente de proteinas expressas por genes clock. Sdo elas a WEE1, a C-MYC e a
Ciclina D1. Estas proteinas estdo envolvidas, respetivamente, na transi¢cdo entre as
fases, G, e M, Goe G1 e Gy e S, do ciclo celular. ®%°

A interacdo entre os genes clock e as proteinas que regulam o ciclo celular reside
no facto de estas serem controladas a jusante por proteinas codificadas por esses genes.
Esse controlo é maioritariamente efetuado pelo heterodimero CLOCK-BMALL. Uma
vez ligado a zona promotora do gene weel vai induzir a sua transcri¢do inibindo o
complexo CDC2-ciclina B1, impedindo a transicdo da célula da fase G, e S. No caso do
gene c-Myc, a ligacdo do heterodimero NPAS-BMALL inibe a transi¢do da celula da
fase quiescente para a G;. A relagdo entre a ciclina D1 e os fatores de transcrigio
circadianos ndo € tdo direta, isto €, a sua transcricdo ndo depende da ligacdo destes
fatores, mas a sua acgdo estd condicionada pela acdo dos genes clock Perl. Em caso de
dano no ADN, forma-se um complexo proteico que sO na presenca da proteina PER1 é
S. 6,39

que se inibe a ciclina D1, impedindo a passagem para a fase

Na figura 4.4 esta representada a regulacédo do ciclo celular pelos genes clock.
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Figura 4.4 — Representacéo esquematica da regulacdo do ciclo celular pelos genes clock. %

Uma vez demonstrada a relagdo entre os genes clock e proteinas que controlam
fases criticas do ciclo celular, € de esperar que uma desregulacdo na expressao destes
genes, ou a ocorréncia de outros mecanismos que levem a sua sub- ou sobre-expresséo

esteja associada a uma maior suscetibilidade para esta patologia.

4.2.3.1. Mecanismos de regulacéo do ciclo celular
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Existem varios mecanismos na regulacao do ciclo celular que podem, no caso de
ndo funcionarem corretamente, levar ao aparecimento de mutacdes que se forem
sucessivas, conduzirdo ao desenvolvimento de uma patologia oncoldgica. Tais
mecanismos podem estar associados, tanto ao aparecimento efetivo da patologia como a
sua progressao. S@o eles a reparacdo do ADN, a proliferacdo celular e silenciamento
epigenético de genes clock.®*"%

A reparacdo do ADN é um ponto extremamente importante uma vez que, na
ocorréncia de uma mutacdo, em alguma das fases do ciclo celular, € a maquinaria
responsavel por este processo que tem a funcdo de corrigir o erro e evitar que este se
transmita as células-filhas. Responsaveis por este processo estdo varios mecanismos e
proteinas. Um desses processos € 0 da reparacao por excisdo de nucledtidos (nucleotide
excision repair, NER) que tem como funcao corrigir mutagdes que ocorrem diariamente
e sdo induzidas por radiacdo UVA. Kang et al **, verificaram que este mecanismo em
cérebros de ratinhos esta mais ativo ao final da tarde, e menos ativo de madrugada e
inicio da manha. Tal é expectavel, pois € durante o dia que as células estdo expostas a
este tipo de radiagéo.

Duas proteinas que também tém uma funcdo importante na reparacdo do ADN
sdo a Tip60 e a HMBGL. A principal funcdo de Tip60 é a acetilacdo da cromatina de

42
I

forma a ativar a transcri¢do do material genético. No entanto, Ikura et al " associaram-

| 4 efetuaram um

na também a reparacdo de ADN e posteriormente, Miyamoto et a

estudo em que concluiram que TIP60 é regulada pelo fator de transcricdo CLOCK.
Relativamente a HMGB1 ou high-motility group protein, esta € uma citocina

secretada pelos macréfagos, quando ativos, estando por isso associada a inflamacéo.

Num estudo, Yuan et al *

concluiram que esta citocina esta também envolvida na
reparacao de erros de complementaridade entre nucle6tidos durante a replicacédo celular.
Hoppe et al * verificaram que esta proteina apresenta expressdo circadiana na retina de
ratinhos.

Quanto a proliferacdo celular, a elevada velocidade de proliferacdo € uma
caracteristica do cancro. Desta velocidade resulta inevitavelmente uma diminuicdo da
duracdo do ciclo celular e consequentemente das suas fases. Em células saudaveis, uma
desregulacdo da velocidade de proliferacdo celular pode ser propicia para o

desenvolvimento de erros genéticos. Assim, 0S mecanismos e proteinas que regulam a
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velocidade do ciclo celular ttm um papel fundamental na manutencdo de um ciclo
celular controlado.

As modificacbes epigenéticas dos genes clock podem ser uma forma de
silenciamento destes genes, com resultado semelhante ao observado quando ocorre uma

diminuicéo da sua transcricéo.*’

4.2.3.2. Alteracdes nos genes clock

Tal como um estilo de vida ndo sincronizado com as oscilagdes circadianas
externas pode levar a uma maior probabilidade de aparecimento de cancro, também
mutacdes genéticas nos genes clock, o seu silenciamento, ou outros processos que
alterem a expressao destes genes podem resultar nesta patologia.

Sdo varios os estudos em que demonstram uma relacdo entre diferentes tipos de
cancro e alguma alteracdo na expressédo nestes genes.

Num desses estudos, Wang et al *°

investigaram o padrdo e expressao de Per2
em doentes com cancro coloretal (n=38). A expressdo dessa proteina nas células
cancerigenas foi comparada com a de células normais do proprio individuo. A analise
imunohistoquimica revelou que cerca de cerca de 60% dos doentes (n=24) apresentava
uma forte coloracdo para PER2 em células normais, comparativamente as tumorais que
apresentavam uma fraca coloracdo ou mesmo ausente. A expressao de Per2 foi avaliada

por real time PCR. Os resultados obtidos encontram-se na figura 4.5.

Increase (26.3%)—
A
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HWPer2 aRNA ACL(N) -ACL(T)

-6 —~
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Figura 4.5 — Determinacdo de mRNA de Per2 por real time PCR em doentes com cancro coloretal. O valor
ACt (N)- ACt (T) representa a diferenca entre a quantidade de mRNA de Per2 em células normais e tumorais
do mesmo individuo. Valor < -1 significa que a quantidade mRNA é menor nas células tumorais; Valor > 1
significa que a quantidade de mRNA é maior nas células tumorais.
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Os resultados revelam que 39.5% dos 38 individuos analisados apresentavam
uma diminuicdo da expressao de Per2, relativamente as células normais. Apenas 26,3%
dos doentes apresentam uma quantidade de Per2 superior nas células tumorais.

Uma outra conclusdo deste estudo foi que a expressdao de Per2 em celulas
tumorais diferenciadas assemelha-se a das células normais. Tal indica que a gravidade,
ou agressividade de tumores coloretais esta também associada a expresséo de Per2.

Esta diminuicdo na expressdo de Per2 vai levar um conjunto de circunstancias
ideais para o desenvolvimento do cancro. Sdo elas a ndo inibicdo da ciclina D1 e
consequentemente, o estimulo da passagem das células da fase G; para a S. Tal ndo
seria problematico se fosse uma alteracdo pontual, no entanto, a auséncia constante das
PER torna a maquinaria de reparagdo de ADN insuficiente para corrigir todos os erros.

O papel dos genes Per foi também investigado no cancro da mama, tanto
familiar como esporadico num estudo levado a cabo por Winter et al *’. Neste estudo
com 34 doentes foram recolhidas amostras de células de tipos diferentes de cancro
mamario e de células normais e quantificado o mRNA de genes Per por real time PCR.

Os resultados obtidos encontram-se expressos na tabela 4.1 e revelam uma forte
associacdo entre a expressdo dos genes Perl e Per2 e a patologia. Relativamente a Per1,
existe uma acentuada diminuicdo da sua expressdo tanto no cancro mamario familiar
(P <.00001) como esporadico (P <.00001). Quanto ao gene Per2, a sua associacdo é

mais forte relativamente ao cancro mamario familiar (P <.00001).

Tabela 4.1 — Relagdo entre a expressdo genética dos genes Per 1, Per2 e

BRCA e os diferentes tipos de cancro da mama. *'

Name of Gene Tissue Type Mean Expression® Significance (P)
BRCA1 Normal 0.9
Sporadic 0.6 .01
Familial 1.0 77
Per1 Narmal 4.0
Sporadic 1.8 < .00001
Familial 0.9 < .00001
Per2 MNarmal 4.9
Sporadic 3.6 .005
Familial 2.6 < .00001

*Razdo de expressoes entre gene/HPRT-1
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Num outro estudo desenvolvido por Cao et al *®

, uma baixa expressdo de Perl
foi associada a cancro da prostata. Recorrendo a uma base de dados procederam a 5
analises comparativas entre a expressdo de Perl em amostras de doentes com cancro da
prostata e saudaveis.

Os resultados foram obtidos por analise de microarrays e encontram-se
representados na fig 4.6. As diferentes analises revelam um subexpressdo deste gene em

todas as anlises efetuadas nas amostras de doentes (P < 0.01).
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Figura 4.6 — Expresséo do gene Perl em células tumorais (T) comparativamente as células normais (N)
nas cinco analises efetuadas. Os pontos a e g correspondem aos maximos e minimos unitarios de
expressdo, respetivamente. Os pontos b, ¢, d e e f correspondem aos percentis 90, 75, 50, 25 e 10
respetivamente. *®

Por outro lado, também os genes Cry parecem ter um papel importante no
desenvolvimento de patologias oncoldgicas, estando fortemente associados a leucemias
e linfomas. Num estudo de Hoffmant et al *° foram utilizadas 455 amostras de ADN de
doentes com linfoma ndo-Hodgkin e 527 controlos e estabeleceu-se a relagdo entre o

risco para esta patologia e polimorfimos no gene Cry2. Foram encontradas trés regies
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polimorficas deste gene com as quais se estabeleceu uma relacdo com o linfoma néo-
Hodgkin. S&o essas regides a rs11038689, a rs7123390, e a rs1401417.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 4.2 e verifica-se para a regido
rs11038689 que a presenca de um SNP em ambos os alelos, isto €, o genotipo G/G, esta
fortemente associado a LNH ((OR): 2.34, P = 0.006), sendo que o mesmo se passa na
regido rs7123390 (OR: 2.40, P = 0.002) e na rs1401417 (OR: 2.97, P =0.001).

Tabela 4.2 — Associagéo das diferentes variantes de Cry2

e o risco de Linfoma ndo-Hodgkin. *°

Genotype All
Casesn Controls n OR* (95% Cl)

rs11038689

A/A or A/G 408 495 —

G/G 33 17 2.34 (1.28-4.27)

p — — 0.006
rs11605924

A/A or A/C 327 365 —

c/C 114 151 0.82 (0.62-1.10)

P — — 0.182
152292912

C/C or C/G 418 489 —

G/G 23 29 1.00 (0.55-1.82)

p — — 0.990
rs7123390

G/G or G/A 396 491 —

A/A 41 21 2.40 (1.39-4.13)

P — — 0.002
51401417

G/G or G/C 409 503 —

c/c 34 14 2.97 (1.57-5.63)

P — — 0.001

*QOdds Ratio

Devido ao papel importante que os genes clock exibem na regulacdo do ciclo
celular, seria expectavel que uma alteracdo na sua expressao levasse ao aparecimento de
falhas em todo o seu processo. Falhas estas que levam a que este apresente carateristicas
propicias para ao desenvolvimento de uma patologia oncolégica. Os genes Per e Cry
s80 genes cruciais, pois regulam transi¢fes entre fases criticas do ciclo celular. Uma
diminuigdo na sua expressdo leva a um aumento da transicao das células da fase G; para
a S, originado uma replicacdo de ADN desregulada e propicia a erros genéticos.

Assim, o cancro pode ser considerado como uma patologia associada ao ciclo
circadiano, em que os genes clock assumem um papel de supressores de tumor, pois
quando trabalham corretamente, e em conjunto, previnem uma desregulacdo do ciclo

celular e consequentemente o0 aparecimento desta patologia.
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5. Cronoterapia do cancro

5.1. Conceito de cronoterapia

A cronoterapia envolve a coordenagdo entre os ritmos biolégicos de um
individuo e a administragdo temporal da terapia de terminada patologia, considerando as
variacOes circadianas de muitos dos processos implicados na resposta terapéutica em
prol da efic4cia do tratamento. ’

Sdo varias as patologias que apresentam exacerbacdo de sintomas em
determinada altura do dia e tal é resultado de uma juncdo de acontecimentos que torna
mais propicia determinada fase do ciclo circadiano para tal. (fig. 5.1). Nesta
representacdo grafica estdo presentes muitas patologias cronicas, tais como a asma,
problemas cardfacos, epilepsia e mesmo rinite.” Por serem comuns e por terem uma
terapéutica continuada torna-se imperativo utilizar todos os meios de forma a otimizar a

eficacia da medicacdo e a cronoterapia € um deles.

Ulcera Péptica

Ataques epiléticos

Dor cronica

Osteoartrite
Ataques epiléticos
Artrite reumatdide

Angina de peito
Ataques cardiacos
Eventos trombéticos

Figura 5.1 - Representacdo esquematica das variagdes circadianas da sintomatologia de varias
patologias.

Adaptado de Lin et al. ’

Atualmente ja existem varias tecnologias que atraves de diferentes

metodologias, exibem perfis de libertacdo pulsateis adequados a patologia a que
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destinam e sdo varias as patologias nas quais sdao utilizadas, entre elas a diabetes

Mellitus tipo 11, hipertens&o, asma, depressao, Parkinson, esquizofrenia, entre outras. ’

5.2. O ciclo circadiano e a farmacocinética

Um dos principais fatores tidos em conta na cronoterapia ¢ a variacdo da
biodisponibilidade de determinado fa&rmaco dependendo da hora de administragéo, isto
é, de que forma o ciclo circadiano influencia os fendmenos de absorcédo, distribuicao,
metabolismo e eliminacao dos farmacos. A farmacocinética de um farmaco é fortemente
afetada por estas variaces, uma vez que, em cada um destes passos estdo envolvidos

diferentes processos que variam em atividade ao longo do dia. ’ (fig 5.2)

Absorcao
Esvaziamento géstrico pH gastrico Motilidade géastrica
Distribuicéo
Postura Fluidez sanguinea |  Perfusdo tecidular Atividade fisica
Metabolismo

Atividade e expressdo enzimatica

Eliminacdo
Filtracdo glomerular Eletrdlitos pH urina

Figura 5.2 - Parametros farmacocinéticos com variagéo circadiana.’

Relativamente a absorcdo, esta vai depender de varios processos circadianos,
nomeadamente 0s que estdo associados ao estdbmago, sendo que o pH gastrico parece
exibir o papel mais significativo. Por sua vez, a distribuicdo esta intimamente ligada a
atividade fisica e a capacidade do sangue transportar o farmaco até aos tecidos, sendo
por isso, mais efetiva durante a fase do dia em que o individuo estad mais ativo. O ciclo
circadiano apresenta também um papel importante na regulacéo da transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo de xenobidticos, entre eles, farmacos, e é por isso que
metabolismo é o processo que exibe maior variabilidade entre doentes. Tal deve-se, ndo
sO as diferengas no perfil circadiano de cada individuo, mas também a polimorfismos
existentes nas enzimas de metabolizacdo. E por fim, a elimina¢do que também tem um

papel importante, pois depende da filtracdo glomerular, de eletrélitos e do pH da urina.’
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5.3. Metodologia da cronoterapia do cancro

A cronoterapia tem como objetivo melhorar a tolerdncia e eficicia dos
medicamentos, tendo em conta o ritmo bioldgico de cada individuo. A nivel oncologico,
a aplicacdo deste conceito faz todo o sentido, visto que se tratam de tratamentos
extremamente agressivos, com efeitos adversos graves e por vezes fraca efetividade.”*®

Os pontos a considerar na definicdo de um protocolo cronoterapico para o
cancro sdo as variagbes do ADME, com principal interesse no processo de
metabolizacdo, e visto tratar-se de uma doenca celular, as diferencas circadianas do
ciclo celular das células normais e tumorais, pois afetam diretamente a efetividade do

antineoplasico utilizado, especialmente os especificos de alguma das fases.’

5.3.1. Metabolizagdo de antineoplasicos

Os farmacos antineoplasicos, tal como varios compostos enddgenos e
xenobioticos, sdo metabolizados maioritariamente no figado. Neste 6rgdo estdo
presentes varias enzimas com funcdes e carateristicas distintas, capazes de provocar
alteragBes quimicas e estruturais nas moléculas, de forma torna-las mais faceis de
eliminar. Estas enzimas sdo designadas de enzimas de fase | e de fase Il, de acordo com
a funcdo que desempenham.>

As enzimas de fase | sdo as responsaveis, essencialmente, por trés fendmenos, a
oxidacdo, reducdo e hidroélise. Ja as de fase 1l sdo responsaveis pela adicdo de um grupo
funcional.*

No grupo das enzimas de fase I, temos como principal interveniente, as enzimas
que constituem o Citocromo P450, capazes de oxidar uma variedade enorme de

substratos, incluindo os farmacos antineoplasicos. *°

5.3.2. Caracteristicas do cancro

Atualmente, a eficacia de um citostatico é dada pelo produto da fracdo do
numero de células sensiveis ao farmaco e a fracdo de células mortas por este. No
entanto, a fracdo de células que sdo sensiveis vai depender da classe de farmaco

administrada e da fase do ciclo celular em que as células se encontram. Por outras
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palavras, a citotoxicidade de um farmaco que atua numa fase especifica do ciclo celular
vai depender do numero de células que se encontram nessa fase, quando este atinge o
seu mé&ximo de concentracdo. Por sua vez, esse numero vai depender da hora de

administracéo, pois o ciclo celular é regulado por proteinas com expresséo circadiana. >

Assim a cronoterapia deveré ter em conta trés fatores principais >

1. Fase do ciclo circadiano;
2. Ciclo circadiano das células saudaveis e das tumorais;

3. Ciclo circadiano das células de diferentes tecidos.

O ponto 1 é baseado no facto de o ciclo circadiano de cada individuo estar
dependente das suas atividades, comportamento, e estilo de vida, fazendo por isso que
exista uma enorme variaco interindivual neste parametro.**

O ponto 2 esta relacionado com o facto de existirem diferencas significativas
entre os ciclos celulares de células saudaveis e tumorais sendo que as Ultimas
apresentam uma taxa de proliferacéo bastante elevada e por isso, terdo certamente ciclos
celulares mais curtos.™

Finalmente, o ponto 3 que esta relacionado com as diferengas circadianas do
ciclo celular entre células de diferentes tecidos. Tal acontece tanto nas células normais
como em células tumorais. No caso das células normais, devido a existéncia de reldgios
periféricos, e no caso das células tumorais, devido a sua caracteristica dessincronizacao
circadiana.™

Assim, o conhecimento acerca das variagdes destes fatores ao longo do ciclo
circadiano vai permitir que se faca a administracdo do citostatico numa altura em que se
tenha simultaneamente, na fase-alvo do farmaco, o maximo de células tumorais e o
minimo de células saudaveis, pois s6 assim se minimizam os efeitos secundarios,
aumentando simultaneamente a eficacia.

Bernard et al ** levaram a cabo um estudo que tinha como objetivo determinar
quais as diferencas observadas entre os ciclos celulares de células normais e células
tumorais. Para isso efetuou uma série de comparagdes entre celulas com trés fenotipos
distintos: células saudaveis e células tumorais com velocidades de crescimento tumoral
lento ou rapido. O interesse do estudo da velocidade esta relacionado com o facto de

muitos citostaticos atuarem na fase S. !
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A primeira fase consistiu exatamente em verificar como varia, ao longo do
tempo, a fracdo de células nas diferentes fases do ciclo celular, para os diferentes
fen6tipos. Os resultados obtidos por Bernard et al ** (fig 5.3) ilustram que o padrdo

obtido ao longo do tempo pelo nimero de células em cada fase é ciclico. llustram

também que existem diferencas significativas entre células saudaveis e tumorais.
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Figura 5.3 -Variacdo circadiana da fracdo de células nas diferentes fases do ciclo celular: fase S (A), fase
G; (B) e fases G,+M (C). A linha continua representa a variagdo das células normais, a linha tracejada,
das células tumorais de progressdo rapida e a linha tracejada com pontos, a das células tumorais de
progressdo lenta.

Na fig.5.3-A, os resultados mostram que a fracdo de células em fase S €
significativamente maior para as células tumorais de progressdo lenta. Para além disso,
essa fracdo oscila pouco ao longo do dia, exibindo pouca amplitude. Daqui advém que a
quimioterapia de um cancro de progressdo lenta com um citostatico que atue na fase S
tem uma forte possibilidade de ser bem-sucedido, pois 0 nimero de células tumorais em
fase S é relativamente constante, surtindo efeito independentemente da hora do dia.
Ainda assim, tém que se ter em conta os vales das células normais em fase S, para se
minimizarem os efeitos secundarios. Tal ocorre por volta das 00:00h. Quanto as células
normais e tumorais de fase S curta, verificou-se que a amplitude de fracdo de células em
fase S é semelhante com padrdes quase coincidentes tornando a determinacdo de um
perfil quimioterapico efetivo mais complexa.>

Na fig. 5.3-B € nitida a diferenca entre picos e valores de fracbes de células em
fase G;. As células tumorais de proliferacdo lenta apresentam um fracdo de células em
fase G; bem menor que a exibida tanto pelas células normais como pelas tumorais de
crescimento rapido. De salientar ainda que as células tumorais com progressao rapida e
as células normais apresentam picos em alturas opostas do ciclo circadiano, facilitando

a definicdo de um regime cronoterapico. Na fig 5.13-C, existe uma forte semelhanca
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entre o padrdo de oscilacdo exibido pelas células normais e as tumorais de progressdo
lenta, o que significa que a quimioterapia que tem como alvo esta fase em tumores de
progresséo lenta sera pouco seletiva.>

Assim, Bernard et al °** concluiram que o fenétipo das células tumorais em termos
de velocidade de progressdo interfere no seu ciclo celular, tanto na quantidade de
celulas em cada fase do ciclo, como na altura do ciclo circadiano em que ocorrem as
fases.

Uma vez assinaladas estas diferencas, Bernard et al °! determinaram quais as
melhores alturas do ciclo circadiano para se efetuar a administracdo de citostaticos que
atuem na fase S. Os resultados obtidos encontram-se na figura 5.4.
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Figura 5.4. Evolucdo do tamanho da populacdo de células tumorais de progresséo rapida tratadas as 2:00h
(A), e de células tumorais de progressdo lenta tratadas as 22:00h (C). Variacdo circadiana da resposta
terapéutica (Outcome) E de cancros de progressao rapida (B), e de cancros de progressdo lenta (D), ao
longo de 24h. As horas 2:00h e 22:00h correspondem as horas dtimas de administracdo, obtidas pelos

autores na figuras 5.3 (A). >

Nas figuras 5.4-A e C verifica-se que quando ocorre a administracdo da
terapéutica hd uma diminuicdo simultdnea do namero de células normais e tumorais. No
entanto, no caso dos tumores de progressao lenta, verifica-se que existe uma diminuigéo
significativa de celulas tumorais enquanto que a populagdo de células normais se
mantém num ndmero consideravel, demonstrando a eficacia deste regime posolégico.*

Nas figuras B e D, esta representada a variacdo da resposta terapéutica ao longo

dia. A hora da melhor resposta é definida pelo Outcome, que resulta da maximizagéo do
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numero de células tumorais mortas e minimizagcdo do nimero de células normais. Para
os tumores de progressdo rapida, a hora de administracdo que mostra maior eficacia é
pelas 2:00h. Para os tumores de progressdo lenta, o pico de administracdo deve ocorrer
por volta das 22:00h.**

Bernard et al >

investigaram ainda as diferencas de resposta de células tumorais
tratadas com farmacos que atuam na fase S, com diferentes intervalos entre

administracdes. (Fig5.5)

(A)

(B)

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
treatment time t, (h) treatment time t, (h)

Figura 5.5- Variacdo da resposta terapéutica em fungdo de intervalo de administracdo do farmaco
(19.2h, 24h, 28,8h) em celulas tumorais de progressdo rapida (A) e células tumorais de progressdo
lenta (B) e da hora de inicio de administraco, t, (h).>*

Seria previsivel que tumores de progressao rapida respondessem melhor a
intervalos entre administracdes mais curtos. No entanto, Bernard et al ** verificaram que
estes tém picos de resposta quando a administracao é feita de 24 em 24h e ndo de 19.2h
em 19.2h. (fig 5.5) Como tal, também neste intervalo ocorrem picos de ineficacia, e por
isso, & mais seguro efetuar administragdes de farmaco em intervalos de administracdo
de 28h em 28h, pois a resposta € igualmente eficaz e independente da hora gque se inicie
0 tratamento. Para os cancros de progressdo lenta, verificaram que a melhor opgéo
consiste na administracdo de citostaticos de 24 em 24h, com picos de eficacia
consideraveis comparativamente as restantes opgdes.™

Em suma, com este estudo, Bernard et al > estabeleceram uma relagdo de
dependéncia entre as caracteristicas do tumor, em termos de velocidade de progresséo e

a otimizacéo da cronoterapia oncoldgica.
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5.3.3. Exemplos da aplicacdo da cronoterapia do cancro

5.3.3.1. Cronoterapia de 5-FU e oxaliplatina

As condicionantes da cronoterapia de 5-FU de oxaliplatina s&o bastante distintas,
uma vez que se tratam de citotoxicos de classes diferentes. O 5-FU é um farmaco
especifico do ciclo celular, mais precisamente da fase S, enquanto a oxaliplatina atua
nas diversas fases do ciclo celular.

e Cronoterapia de 5-FU

Devido a larga utilizacdo do 5-FU, a determinacdo de um regime cronoterapico
surge como uma prioridade. Altinok et al ** investigaram 0s mecanismos responsaveis
pela cronotolerancia e cronoeficicia de 5-FU e oxaliplatina de forma a permitir a
otimizacdo da administracdo destes farmacos. Recorreram para isso, a modelos
computacionais que através de calculos matematicos permitiram uma aproximacao do

ciclo celular de mamiferos.

circadian clock

G2

Gl—S :
B H v N G1
exit from cycle

exit from cycle

5-FU

Figura 5.6 - Esquema representativo do modelo celular para as células sujeitas a 5-FU.>

No modelo para o 5-FU, representado na figura 5.6, sdo consideradas as
diferentes fases do ciclo celular e respetivas duragOes, as quais adicionaram uma
componente aleatoria de forma a compensar o facto de nem todas as celulas se
encontrarem na mesma fase do ciclo. Outra condicionante adicionada foi a concentragéo
de farmaco administrada, que poderia levar ou ndo a saida da célula do ciclo celular.

S#o ainda consideradas as acdes das proteinas Weel e Cdk1.
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Atualmente esta padronizada a cronoadministracdo de 5-FU com pico as 4:00h e
Altinok et al ** verificaram que quando a administracéo é efetuada a esta hora, o nimero
de células mortas é baixo comparativamente a outras horas do dia, isto é a

citotoxicidade € menor. (fig.5.7)
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Figura 5.7 — Citotoxicidade de 5-FU em funcéo da hora do pico de administrag&o.>

O méaximo de células mortas apresenta-se por volta das 10:00h, se o ciclo celular
for de cerca de 22h. Este resultado indica que a citotoxicidade de 5-FU depende do ciclo
circadiano. *

Outro ponto importante foi a comparacao efetuada entre a evolugdo do numero
de células mortas em diferentes situacGes de administracdo de 5-FU. A comparacao foi
feita entre o pico as 4:00h e pico as 16:00h, por oposicao circadiana. Neste caso Altinok

et al *

verificaram que quando o pico de concentracdo de 5-FU ocorre as 4:00h, tal
como indicam os protocolos médicos, a reducdo do niumero de células é gradual. No
entanto, se a administracdo tiver como maximo as 16:00h, o numero de células cai a

pique.” (fig 5.8)
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Figura 5.8 - Citotoxicidade de 5-FU com pico de administracao as 4:00h (A) e as 16:00h (B). >
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Tal indica que 0 méximo as 16:00h esta associado a uma elevada citotoxicidade,
devendo ser evitado, pois teria com resultado efeitos adversos gravissimos. Os
resultados obtidos corroboram o esquema de cronoterapia que atualmente se efetua com
5-FU, devido a baixa probabilidade de ocorréncia de reagdes adversas. A justificacdo
para tal diferenca reside no nimero de células em fase S, fase alvo do 5-FU, na hora do
maximo de concentracdo do farmaco. Tal torna-se evidente quando Altinok et al
estabeleceram uma relacdo entre o numero de células em fase S e os picos de 5-FU as
4:00h e 16:00h. (Fig 5.9) Na figura 5.9-A, 0 maximo da concentracdo de 5-FU
corresponde exatamente a um minimo de células em fase S, e é por isso é que este pico
presenta uma menor citotoxicidade: o 5-FU tém poucas células-alvo onde atuar. O
contrario se passa quando se tem um pico de 5-FU a 16:00h. Os picos de células em
fase S e 0 pico de 5-FU sdo coincidentes e como tal estdo reunidas todas as condigdes
para o citostatico atuar, destruindo massivamente todos as células em fase de replicacdo

celular. ** (Fig.5.9-B)

A 08 - . B 08 -

@ ]
w
S 06 ©
S s
7] . 7]
£ s c
@ o
< 02} =
]
- _ S
S ol SR S
S c
L o
5 04 am -E
£ 5FU/ N o ) -

—— I I 1

20 21 22 23

Time (days) Time (days)

Figura 5.9 — Variagdo temporal da fracdo de células em fase S com méaximos de 5-FU as 4:00h (A) e as
16:00h (B).

Ja Bernard et al **

tinham verificado que existiam diferencas na resposta das
células a quimioterapia entre células de fase S longa ou lenta. Neste estudo Altinok et
al ** determinaram também que ocorrem variagbes nas respostas das células a
quimioterapia quando se comparam células com diferentes duracdes de ciclo celular.
Tal interesse advém do facto de esta ser uma das caracteristicas das células tumorais.
Foram analisadas vérias duragcdes de ciclo celular, 16h, 18h, 20h, 22h, 24h e 26h.
Altinok et al *? estabeleceram a relago entre o nimero de células mortas ao fim de 48h,

com a duracéo do ciclo celular e o pico de 5-FU e concluiram que para ciclos de 16h e
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26h, quase ndo existem diferencas entre as diferentes horas de maximo na concentracdo
de 5-FU. No entanto, quando o ciclo celular tem como duragdo 18h a 24h, a hora do
pico de 5-FU ja se torna uma condicionante do sucesso terapéutico.>

Altinok et al ®> compararam ainda as variacdes na concentracdo das enzimas
WEEL e CDK1, com os picos de 5-FU e a fracdo de células na fase S para diferentes

duracdes de ciclo celular. (fig 5.10)
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Figura 5.10 — Evolucéo da fragdo de células em fase S em funcéo do pico das proteinas WEE1 e CDK1
para ciclos celulares com duragdo de 16h (A), 22h (B) e 26h (C). N&o é tida em conta ac¢do do 5-FU no
namero de células. Encontram-se representados 0s seus picos para se avaliar o potencial citotoxico.

Na figura 5.10-A verificaram que como os ciclos sdo relativamente curtos, a
fracdo de células em fase S varia bruscamente mas com pouca amplitude, por isso, a
hora de administracdo de 5-FU quase ndo interfere com o numero de células mortas ao
fim de 48 horas. Quando o ciclo aumenta para 22 horas ja ficam bem definidas as fases
do ciclo celular, com alturas em que quase ndo existem células em fase S,
correspondentes a acdo das enzimas. Quando o ciclo é de 26 horas, a variacéo de células
em fase S ao longo do tempo ja ndo esta tdo bem definida, como em células com ciclos
de 22h. Nestas diferencas observadas verifica-se que cronocitoxicidade de 5-FU é
menor em células com ciclo celular de 22h, pois como é bem visivel na figura 5.10-B, o
pico de 5-FU corresponde exatamente com a fase em que menos células estdo em fase
8.52

e Cronoterapia de Oxaliplatina

Tal como para o 5-FU, Altinok et al >

definiram também as condicionantes para
a progressdo do ciclo celular na presenca de oxaliplatina. Como se trata de um

citostatico que ndo é especifico de uma fase do ciclo celular, pode atuar em qualquer
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fase do ciclo, havendo uma certa probabilidade de que a célula, na fase seguinte, saia do

ciclo e entre em apoptose.>® (fig 5.11)
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Figura 5.11 - Esquema representativo do modelo celular para as células sujeitas a oxaliplatina.
L-OHP - Oxaliplatina

A partida, o ciclo circadiano ndo deveria ter qualquer interferéncia na eficacia
desta classe de citostaticos. No entanto, a oxaliplatina forma complexos com tidis
plasmaticos (PSH) e com a glutationa celular (GSH). Estes complexos ndo possuem
qualquer atividade citostatica. No entanto, Altinok et al *? verificaram que a formacéo
de ambos apresenta variacdo circadiana e por isso a eficicia da oxaliplatina vai
depender da concentracdo destes compostos no momento em atinge o seu pico de

concentragdo.> (Fig 5.12)

PSH or GSM
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Figura 5.12 - Variagdo circadiana das concentragoes de glutationa celular (GSHc) e ti6is plasmaticos
(PBSh). *

A semelhanca com o que se passou com o 5-FU, concluiram que o efeito
citotoxico da oxaliplatina depende da hora de administragdo e da duragdo do ciclo

celular.
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Sabendo como varia a concentragdo destes compostos no organismo Altinok et al >

investigaram como varia, ao longo do ciclo circadiano, a formacéo desses complexos de
oxaliplatina. Os resultados obtidos na figura 5.13 s&o esclarecedores da menor
citotoxicidade quando se tem um pico a 16:00h, hora definida por protocolos médicos,

comparativamente com a administracéo as 4:00h, por oposicdo circadiana.>
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Figura 5.13- Variacdo circadiana da formacdo de complexos entre glutationa celular e oxaliplatina
(complexo C) e tiodis plasmaticos e oxaliplatina (complexo B) com picos de administracdo de oxaliplatina
as 4:00h (A) e as 16:00 (B). >

A esta hora ocorre a formacgdo do complexo B em elevada quantidade, fazendo
com que a quantidade do farmaco disponivel para atuar diminua. Por outro lado, quando
se tem um pico as 4:00h (fig 5.13-A), existem menos tidis plasméaticos em circulacdo e
uma menor quantidade de glutationa nas células, fazendo aumentar a biodisponibilidade
do farmaco, aumentando a sua citotoxicidade.>?

Sendo o objetivo da cronoterapia do cancro proteger as células normais e
maximizar o nimero de células tumorais mortas é importante analisar como respondem,
simultaneamente, grupos de células saudaveis e células tumorais, que apresentam
caracteristicas heterogéneas, tais como diferentes duracdes de ciclo celular e ciclos
celulares dessincronizados. Altinok et al °? fizeram essa anélise, considerando trés
grupos distintos de populagdes celulares tendo em conta duas condicionantes: o controlo
celular pelo ciclo circadiano (E), efetuado pela acdo das proteinas WEE1 e CDK1 e a
variabilidade (V), diferentes duracGes de fases do ciclo. Tal foi efetuado de forma a
aproximar as caracteristicas das células em estudo com as das células tumorais, sendo
que as normais sdo caraterizadas por estarem sincronizadas com o ciclo circadiano e
apresentarem alguma variabilidade, enquanto as células tumorais ndo estdo

sincronizadas com o ciclo circadiano e exibem elevada variabilidade.>
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No caso do 5-FU verificaram que quando V é elevado e as células ndo séo
controladas pelo ciclo circadiano a diferenca entre células normais e tumorais mortas é
tanto maior quanto maior a variabilidade V (fig. 5.14-A). Quer isto dizer que a
cronoterapia de 5-FU que esta atualmente a ser utilizada destr6i o maximo de células
tumorais poupando as normais. No caso da quimioterapia classica as diferencas entre as
diferentes células ndo foram significativas, resultado da fraca seletividade terapéutica.
(fig 5.14-B). Resultado semelhante foi obtido para a oxaliplatina, ndo se observando
diferencas assinalaveis tanto na quimioterapia classica como na cronoterapia. (fig. 5.14-
C e D)
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Figura 5.14 — Comparacdo entre a seletividade da cronoterapia e da quimioterapia classica de 5-FU (A) e
(B) e oxaliplatina (C) e (D).*

V — Variabilidade celular de fases do ciclo celular
E - Sincronizacéo das células com o ciclo circadiano

Outro ponto do qual se pode retirar partido no caso das celulas tumorais é o facto
de elas apresentarem uma duracdo de ciclo celular mais curta devido a sua répida
proliferacdo. Quando acrescentada as variaveis anteriores (variabilidade de fases de

ciclos celulares e a ndo sincronizacdo com o ciclo celular exibidas pelas células
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tumorais), a diferenca de duracdo do ciclo celular, 22h para as células normais e 18h
para as tumorais, Altinok et al ** obtiveram resultados esclarecedores, pois o regime
cronoterapico padrdo parece ter pouco efeito nas células normais (fig 5.15-A), mas
destroi de uma forma efetiva grande parte das células tumorais (fig 5.15-B), embora de

uma forma mais evidente no caso do 5-FU.
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Figura 5.15- Citotoxicidade de 5-FU para células com caracteristicas normais (A) e células com
caracteristicas tumorais (B).

V — Variabilidade celular de fases do ciclo celular
E - Sincronizacdo das células com o ciclo circadiano

Desta forma parece pertinente que o mesmo regime de administracdo 5-FU
atinja simultaneamente os dois objetivos pretendidos. No entanto, é de salientar que as
caracteristicas das células sdo bastante distintas sendo por isso previsivel a obtencédo de
respostas distintas. Assim, faz todo o sentido que se tire partido delas para otimizar a

quimioterapia do cancro.
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5.3.3.2. Cronoterapia do Irinotecano

O irinotecano (CPT-11) apresenta-se como um desafio para a cronoterapia, pois
a sua efetividade e toxicidade estdo dependentes de varias condicionantes, que
correspondem & atividade de enzimas responsaveis pela sua ativacdo metabdlica e

transportadores de membrana responsaveis pela sua entrada e saida da célula tumoral.
Ativacdo metabolica e transportadores de membrana

Na figura 5.16 estdo representados todos os processos pelos quais o CPT-11
passa desde a sua entrada em circulacdo até exercer a sua funcdo citotdxica. A entrada
de CPT-11 nas ceélulas é efetuada por transportadores de efluxo ABC (ATP-Binding

Cassette). >3
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Figura 5.16 — Metabolismo e acdo de CPT-11 e SN-38 nas células. No transporte estdo envolvidos
transportadores de influxo e efluxo (transportadores ABC) e na metabolizacdo, as enzimas UGT e na
ativacdo metabdlica a enzima CES. Quando SN-38 forma complexos irreversiveis com o ADN e a
topoisomerase I, a célula entra em apoptose.

Uma vez no interior das células, o CPT-11 é ativado pela enzima CES
(carboxilesterase), sendo convertido em SN-38, o farmaco ativo. Este composto pode
seguir destinos diferentes. Ou € eliminado da célula sem sofrer qualquer metabolizacéo,
ou e metabolizado pela enzima de fase 11 (UGT1A1), sofrendo glucuronidacéo e depois

eliminado da célula através de transportadores ABC. Em ambos 0s casos o farmaco
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torna-se inativo, ndo exercendo qualquer efeito a nivel da topoisomerase I. ** Por isto,
estes transportadores de efluxo estdo muitas vezes associados a resisténcia a farmacos.

No entanto, o farmaco pode ainda escapar a estes fendmenos e atuar sobre a
topoisomerase |. Da sua acdo podem resultar dois tipos de complexos entre o0 ADN,
topoisomerase | e o SN-38; o0s reversiveis e 0s irreversiveis. Sdo estes ultimos que
levam efetivamente a célula a apoptose.”®

O facto de a acdo do CPT-11 depender da expressao de tantas enzimas, torna a
otimizacdo da sua eficacia através da cronoterapia um desafio.

Ballesta et al >* desenvolveram um modelo matemético para a otimizacdo da
acdo citotdxica do CPT-11 em ceélulas tumorais caco-2, celulas modelo para cancro
coloretal, e minimizagdo dos efeitos secundarios em células normais. Este modelo teve
em conta a expressdo circadiana das principais enzimas envolvidas na metabolizacao de
CPT-11 e transporte. Inicialmente obtiveram um grafico em que se verifica a variacdo
circadiana da formacéo de complexos entre 0 ADN, a topoisomerase | e o irinotecano
em células sincronizadas com o ciclo circadiano, que correspondem as células normais.

O pico obtido ocorre por volta das 20h.>® (fig 5.17)
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Figura 5.17 — Variaco circadiana da formac&o de complexos entre CPT-11, ADN e topoisomerase |. >

A expressdo circadiana foi também verificada para UGT1Al, CES e
transportadores ABC. Ao serem considerados todos estes parametros, Ballesta et al *3
concluiram que para se obter um maior efeito citotoxico em células tumorais, a
administracdo de CPT-11 teria de ter uma duracdo entre 1:50h e 7:40h. Sem qualquer

restricdo na hora da administracdo uma vez que estas células ndo exibem qualquer ritmo
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circadiano. J& no que se refere a minimizacdo dos efeitos secundarios em células

normais, Ballesta et al >

obtiveram um resultado de melhor tolerancia com
administracdo entre as 2:10h e 2:30h, que correspondem a cerca de 1:30-1:50 horas
antes do minimo circadiano da proteina CES, enzima responsavel pala ativacéo

metabdlica de CPT-11. *3 (Fig 5.18-A)
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Figura 5.18 — Expresséo circadiana dos genes Ces (verde), UGT (AZUL), ABC_CPT (vermelho) e
ABC_SN (laranja) em (A) e Regimes de administracdo de SN-38 para diferentes maximos de toxicidade
(nM de SN-38). A verde estdo assinaladas as doses cumulativas (i M.h) para cada méximo (B). >

No entanto, o regime determinado ndo se baseia apenas no minimo da CES
sendo a administracdo de CPT-11 prolongada por vérias horas, altura em que 0s
transportadores de efluxo e a enzima de metabolizacdo exibem maior quantidade.>®

Tendo em conta esta condicionantes, Ballesta et al > efetuaram a representacéo
gréafica da relagdo entre o limiar de toxicidade permitida, as doses acumuladas de CPT-
11 e a hora 6tima de administragéo. (Fig 5.18-B)

No caso do irinotecano ndo se tem em conta a fase em que a citoxicidade é
maior para as células tumorais, ao contrario do 5-FU e oxaliplatina, uma vez que como
se trata de um farmaco quimioterapico ndo especifico do ciclo celular, a sua agdo nédo

vai ter variagdo circadiana significativa. >
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5.3.3.3 Cronoterapia do cancro coloretal

O cada vez maior conhecimento acerca da variacdo circadiana de varios
pardmetros que condicionam a eficécia e tolerancia de citotoxicos tem despertado o seu
interesse préatico, principalmente no caso do cancro do coloretal, pois trata-se de um de
um cancro com elevada taxa de mortalidade.

Varios estudos tém vindo a ser feitos de forma a avaliar a aplicabilidade deste
conhecimento.

Ja em 1999, Lévi et al > desenvolveram um estudo em 90 doentes com cancro
coloretal metastatico. Neste estudo os doentes forma tratados com oxaliplatina, 5-FU e
leucovorina, seguindo um regime cronoterapico para todos os farmacos administrados, e
verificaram um aumento de cerca de 50% da sobrevivéncia comparativamente a terapia

padréo com irinotecano.

% efetuaram um estudo randomizado

Mais recentemente Giacchetti et al
multicentrado em que compararam a administragdo cronomodelada de 5-FU,
leucovorina e oxaliplatina durante 4 dias (ChronoFLO4) com a terapia convencional
com os mesmos farmacos (10 ciclos com intervalo de 2 semanas). No total participaram
564 doentes (282 para a cronoterapia e 282 convencional) e a comparacdo entre as
terapias foi efetuada por avaliacdo da incidéncia de efeitos adversos e tempo de

sobrevivéncia.
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A terapia cronomodulada do cancro consistiu na administracdo de oxaliplatina
das 10h as 22h, com pico as 16h, do 5-FU e da leucovorina das 22h as 10h, com pico as
4:00h, durante 4 dias (fig 5.19-A). J& a quimioterapia convencional, no dia 1, a
oxaliplatina € administrada em simultdneo com a leucovorina das 10 as 14h, seguidas de
5-FU das 14h as 10h. J& no dia 2, administrou-se leucovorina das 10h as 14h, seguida de
5-FU das 14h até as 10h.>* (fig 5.19-B).

» FU
LV
A Oxal
v
10:00 16:00 4:00 16:00 4:00 16:00 4:00 16:00 4:00
Day 1 Day 2 Day 3 Day 4
o FU 27 FU |
e Ll
B e
s _a"'l‘;/'j
:— : —:I
10:00 16:00 4:00 16:00 4:00
Day 1 Day 2

Figura 5.19 — Esquema posolégico da cronoterapia (A) e quimioterapia classica (B) do Cancro.>®

Oxaliplatina (Oxal); 5-FU (FU); Leucovorina (LV)

Os resultados obtidos relativamente aos efeitos adversos revelam que a
cronoterapia apresenta toxidade hematologica significativamente menor (P <0.001), no
entanto, a diarreia ocorreu em cerca de 29.5% dos doentes, valor muito superior ao

exibido pela quimioterapia cléassica.”®
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Outra conclusdo deste estudo esta relacionada com as diferengas observadas ao

nivel da sobrevivéncia com as diferentes metodologias. (fig 5.20)

Survival (%)

ChronoFLO4
Tl === FOLFOX2

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 B0 66
Manths

Figura 5.20 - Comparacéo entre a sobrevivéncia de doentes submetidos a FOLFOX2 e ChronoFLO4. *°

Em geral, a sobrevivéncia obtida para chronoFLO4 foi maior com cerca de 19,6
meses comparativamente aos 18,7 meses obtidos na quimioterapia classica. Registou-se
também, uma diferenca significativa entre géneros. No caso dos homens, a cronoterapia
diminuiu o risco de morte em 25%, enquanto nas mulheres este aumentou 38%, sendo
que o tempo de sobrevivéncia para FOLFOX2 foi de 19,3 meses e de cronoFLO4 de
16.3. >

Esta discrepancia entre géneros pode ser justificada pelas diferencas existentes
na enzima de metabolizacdo de 5-FU, dihidroxipirimidina desidrogenase, entre homens
e mulheres. Um polimorfismo que provoque a diminuicdo da atividade desta enzima €
preditiva de uma baixa toleréncia ao fa&rmaco com forte incidéncia de efeitos adversos, e
a sua predominancia ocorre no sexo feminino. **

Este resultado ndo invalida o potencial terapéutico da cronoterapia do cancro.
Alias, a presenca desta diferenca significativa entre homens e mulheres acentua ainda
mais a forte influéncia que as enzimas de metabolizacdo tém na resposta terapéutica e
especialmente se estiverem reguladas pelo ciclo circadiano.>

Contrariamente a Giacchetti et al >°, em 2009, Bouchahda et al *®, obtiveram

resultados de tolerancia a cronoterapia superiores aos obtidos na quimioterapia classica.
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A amostra era significativamente menor (n=29) e utilizaram irinotecano e excluiram a

leucovorina.

Os ciclos de quimioterapia ocorriam de 21 em 21 dias de acordo com os dados

representados na tabela 5.1

Tabela 5.1 — Regimes posoldgicos da cronoterapia do cancro coloretal.

o . Pico de
> Dose diaria Dias de . .
Farmaco ) Horas do Dia  Concentracao
(mg/m°) Tratamento >
de Farmaco
Irinotecano 160 1 2:00h- 8:00h 5:00h
Oxaliplatina 20 2-5 10:00h- 22:00h 16:00h
5-FU 600 2-5 22:00h-10:00h 4:00h

A administracdo dos farmacos foi efetuada por infusdo arterial hepatica, pois era
0 Orgdo que apresentava metastases. Simultaneamente, a administracdo de farmacos
diretamente nesta artéria permite uma maior seletividade uma vez que é por ela que as
células tumorais séo irrigadas, enquanto as células normais sdo irrigadas pela veia
porta.”

Neste estudo, a incidéncia de efeitos adversos foi baixa, especialmente a nivel

hematol6gico e embora observados ndo apresentavam gravidade significativa.
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CONCLUSAO

O cancro € uma patologia que envolve alteracdes profundas no ciclo celular e o
seu desenvolvimento estd muitas vezes associado a uma desregulacdo dos mecanismos
que controlam este ciclo e que exibem atividade circadiana. Desta forma, o ciclo
circadiano estd envolvido tanto na suscetibilidade para o aparecimento de patologias
oncologicas como na resposta terapéutica a farmacos antineoplasicos.

Este ciclo regula a expressdo de um conjunto de genes, 0s genes clock, e cuja
subexpressdo foi associada a varios tipos de cancro. A eficacia e tolerancia terapéuticas
dos farmacos antineoplasicos estdo igualmente dependentes das oscilagcdes circadianas
das fases do ciclo celular, das enzimas de metabolizacdo e de transportadores de influxo
e efluxo, condicionando assim, a biodisponibilidade do farmaco e o nimero de células-
alvo.

A cronoterapia demostra eficacia na otimizacéo da terapia do cancro, pois ao ter
em conta estas variagdes, a administracdo do farmaco é efetuada numa altura do dia em
que destr6i 0 maximo de células tumorais e afeta 0 minimo de células normais. No
entanto, estd longe ser um tema féacil e uniforme, dada a sua especificidade,
personalizacdo e mindcia. N&o se pode restringi-la apenas a dois tipos de metodologia, a
de antineoplasicos especificos do ciclo celular, e a de ndo especificos do ciclo celular,
ainda assim, os resultados dos estudos que se tém vindo a desenvolver neste tema sdo

indicadores de um forte potencial terapéutico.
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