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Resumo

Introducdo: O cancro apresenta uma elevada taxa de incidéncia e de mortalidade,
existindo a necessidade de desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. O
microambiente tumoral é muitas vezes caraterizado por uma baixa concentracdo de
oxigénio, condicdo designada por hipodxia, que foi associada a um pior prognostico e
representa, desta forma, um importante alvo terapéutico.

Objetivos: Elaborar uma revisao de literatura sobre a hipéxia tumoral, no que toca a
definicao do conceito da hipdéxia tumoral e dos seus fatores etioldégicos, mecanismos
celulares induzidos pela hip6xia tumoral e ainda sobre os pro-fAirmacos ativados pela
hipoxia.

Materiais e métodos: Foi efetuada uma pesquisa de literatura referente ao tema

utilizando as bases de dados PubMed e ClinicalTrials.gov.

Resultados: Hipoxia é definida como reducao da disponibilidade de oxigénio e resulta
da proliferacdo celular excessiva e da presenca de uma rede vascular anormal,
carateristicos de neoplasias malignas. Provoca a estabilizacdo do fator de transcrigao
induzido pela hipdxia que, por sua vez, regula varias respostas celulares que permitem a
adaptacao e sobrevivéncia das células cancerigenas no microambiente hipoxico, entre as
quais a glicolise e a metastizacdo. E ainda responsavel pela resisténcia a quimioterapia e
radioterapia apresentada pelas células hipodxicas, o que motiva o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas. Os pro-farmacos ativados pela hipoxia sao ativados e
atuam preferencialmente em regides hipoxicas dos tumores. Ao longo do tempo varios
compostos foram sintetizados e alguns deles avaliados em ensaios clinicos.

Discussao: A literatura existente aponta para o papel da hipoxia tumoral na regulacao
de mecanismos celulares necessarios para a progressao do cancro. Ao longo do tempo
foram verificadas tentativas de melhorar as propriedades farmacologicas dos pro-
farmacos ativados pela hipdxia. As limitacGes verificadas nos ensaios clinicos prendem-se
com a possibilidade de ativacdo dos fairmacos em tecidos normais e com a falta de
estratificacdo dos doentes de acordo com os niveis de hipoxia apresentados pelos seus
tumores. E necessério aguardar pelos resultados dos ensaios clinicos atualmente em fase
ativa.

Conclusao e perspetivas futuras: Ainda nenhum proé-farmaco ativado pela hipoxia foi

aprovado para uso clinico. E necessario otimizar as suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas de modo a permitir uma melhor difusdo para as regides hipoxicas do
tumor. Para além disso, é necessario estratificar os doentes de acordo com os seus niveis

de hipdxia em futuros ensaios clinicos.
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Abstract

Introduction: Cancer has a high incidence and mortality rates, which results in a need
for new treatment approaches. The tumour microenvironment is often characterized by a
low oxygen concentration, a condition called hypoxia, associated with worse outcome;
therefore, it represents an important therapeutic target.

Obijectives: To elaborate a literature review regarding tumour hypoxia, specifically the
definition of tumour hypoxia and its etiology, cellular mechanisms induced by hypoxia
and regarding the hypoxia activated prodrugs.

Materials and methods: A literature search was done, using PubMed and

ClinicalTrials.gov databases.

Results: Hypoxia is defined by reduced oxygen availability and is a result of excessive
cellular proliferation and an abnormal vascular network often present in malignant
tumours. It leads to the hypoxia inducible factor stabilization which, in turn, regulates
cellular responses responsible for the adaptation and survival of cancer cells in the hypoxic
microenvironment, such as glycolysis and metastasis. It is also responsible for the
resistance to chemotherapy and radiotherapy of the hypoxic cells, which motivates the
development of new therapeutic approaches. Hypoxia activated prodrugs are activated
and act preferably in hypoxic regions of tumours. Over the time, multiple compounds were
synthetized and evaluated in clinical trials.

Discussion: The existent literature indicates the importance of tumour hypoxia for the
regulation of cellular responses needed for cancer progression. Over the time, there was a
positive evolution of the pharmacologic properties of hypoxia activated prodrugs. The
limitations encountered in clinical trials are the possible activation of hypoxia activated
prodrugs in normal tissues and the absence of patient stratification according to hypoxia
levels of their tumours. Results of the active clinical trials are awaited.

Conclusion and future perspectives: To this date, none of the hypoxia activated

prodrugs has been approved for clinical use. It is necessary to optimize their
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties for a better diffusion to the hypoxic
regions of a tumour. Also, it is necessary to stratify the patients according to their hypoxia

levels in future clinical trials.
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1. Introducao

Em 2020 foram diagnosticados cerca de 19.3 milhoes de novos casos de cancro em todo
o mundo, sendo esta entidade responsavel por 10.0 milhGes de 6bitos no mesmo ano.
Estima-se que em 2040 o numero de novos casos seja de 28.4 milhoes, prevendo-se uma
subida de 47% em relacdo a 2020. O cancro é, desta forma, um problema de satde publica
e também um problema econ6émico. (1) A eliminac¢do de fatores de risco e implementacao
de estratégias preventivas podem prevenir cerca de 30-50% de casos oncolégicos. Quando
a doenca ja esté estabelecida, a cura pode ser possivel através de um diagnodstico precoce e
tratamento apropriado. (2) A elevada taxa de incidéncia e de mortalidade do cancro sao
fatores que motivam a investigacao de novas abordagens terapéuticas. (3)

Sao descritos 4 grandes avancos na area de Oncologia, no que respeita a carcinogénese
e com implicacoes para o desenvolvimento de novas terapias: o reconhecimento do papel
de oncogenes e de genes supressores tumorais para a carcinogénese; a dependéncia do
tumor da formacao de vasos sanguineos para que ocorra o seu crescimento; a alteragcao do
metabolismo das células cancerigenas, passando estas a utilizar como fonte de energia a
glicolise em vez da fosforilagdo oxidativa e, por fim, a caraterizacdo do microambiente
tumoral, no qual existe baixa concentracao de oxigénio (O.) na maioria dos tumores
s6lidos. (4)

O estado de reduzida disponibilidade celular de O,, com pressao parcial de O, (pO.)
inferior ao normal, recebe a designacao de hipodxia; anoxia, por sua vez, constitui a
auséncia completa de O, (pO. = 0 mmHg). (5) Verificou-se que muitos tumores malignos
se desenvolvem num meio de pO. inferior quando comparados aos seus tecidos de origem
normais e areas de hipdxia e/ou andxia encontram-se presentes em até 50-60% de
tumores so6lidos localmente avancados. (5,6)

A reducao do nivel de O. pode ser severa o suficiente ao ponto de induzir morte celular,
ou pode ser indutora de alteracbes na expressao génica das células malignas, (4)
especialmente através do fator induzido pela hip6xia 1 (HIF-1), um fator de transcrigao
heterodimérico composto pelas subunidades a (HIF-a) e 8 (HIF-B). (7) Existem 3 formas
homologas de HIF — HIF-1, HIF-2 e HIF-3 compostas pelas subunidades HIF-1a, HIF-2a
e HIF-3q, respetivamente. Existe apenas uma subunidade beta — HIF-1B, presente nas 3
formas de HIF. A expressao de HIF-a varia de acordo com os niveis de O., ao contréario de
HIF-B cuja expressdo é independente de O.. A fun¢do de HIF-1 e HIF-2 encontra-se mais
amplamente estudada; pelo contrario, o conhecimento sobre HIF-3 é menos completo.
Sabe-se ainda que HIF-1 tem uma expressao celular generalizada e HIF-2 e HIF-3

apresentam uma expressao mais restrita a certos tipos celulares. (8,9)
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Verificou-se que existe um aumento de expressao de HIF-1a e HIF-2a em multiplos
tipos de cancro, bem como em metéstases e lesdes pré-malignas. Pelo contrario, estes
fatores de transcricdo estdo ausentes na maioria dos tecidos normais e em tumores
benignos. (10,11) Foi também estabelecida a associacdo do aumento de expressao de HIF a
um pior progndstico em grande parte de neoplasias malignas. (6)

Desta forma, a hipdxia tumoral surge como um alvo terapéutico importante a ser
considerado. Pro-firmacos ativados pela hipéxia (HAPs), também designados por
farmacos bio-redutiveis, sao compostos inativos em condi¢Ges normais que necessitam de
ativacdo enzimatica para exercerem o seu efeito terapéutico. Esta ativacao ocorre nas
regioes de hipoxia, pelo que os HAPs tém a capacidade de atuar seletivamente nas células
tumorais hipdxicas e por isso constituem uma oportunidade terapéutica promissora em

estudo. (12)
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2. Objetivos

O objetivo do presente trabalho consistiu em efetuar uma pesquisa bibliografica sobre a

hipo6xia tumoral, quanto a:

Definicao do conceito de hipoxia tumoral;
Fatores etiologicos da hipoxia tumoral;
Mecanismos celulares induzidos pela hipoxia tumoral, nomeadamente a ativacao
da via HIF, a glicolise, a metastizacao e ainda a resisténcia a quimioterapia e
radioterapia;
Métodos de detecao da hipdxia tumoral;
Terapéuticas com HAPs, nomeadamente:
o Estrutura e mecanismo de ativacao;
o Farmacos mais extensamente avaliados em ensaios clinicos,
especificamente os seus mecanismos de ativacdo, efeitos adversos

associados e eficacia anti-tumoral.
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3. Materiais e Métodos

A pesquisa foi efetuada na base de dados PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)
entre Setembro de 2020 e Fevereiro de 2021, utilizando-se as seguintes palavras-chave:

e (“tumor hypoxia” OR “tumour hypoxia” OR “cancer hypoxia”) AND (“hypoxia
inducible factor*” OR “hif” OR “hif pathway”) AND (“tumor progression” OR
“tumour progression” OR “cancer progression” OR “tumor growth” OR “tumour
growth” OR “cancer growth” OR “clinical outcome”)

e ‘“hypoxia activated drug*” OR “hypoxia activated prodrug*” OR “hypoxia
activated therap*” OR “bioreductive drug*” OR “bioreductive prodrug*” OR

%2

“bioreductive therap

Nao foi imposta nenhuma limita¢ao; de todo o tipo de artigos encontrados, procedeu-se
a analise dos titulos e abstracts de modo a selecionar os mais relevantes, dando-se
preferéncia aos mais recentes. Sempre que um artigo se encontrava indisponivel no
PubMed procedia-se a sua pesquisa em outras bases de dados, nomeadamente Science
Direct, Research Gate, Google Scholar e B-on. Foram também analisadas as sugestoes de

artigos recomendados e as referéncias bibliograficas citadas consideradas pertinentes.

Para a pesquisa de ensaios clinicos foram consultadas as bases de dados PubMed
(aplicando-se o filtro Clinical Trials) e ClinicalTrials.gov (https://clinicaltrials.gov/),
utilizando-se as seguintes palavras-chave: “evofosfamide”, “tirapazamine”, “apaziquone”,
“AQ4N”, “PR-104" e “tarloxotinib”. Foi dada preferéncia aos ensaios aleatorizados de fase
3 com amostras maiores. Os ensaios clinicos listados no ClinicalTrials.gov mencionados ao
longo do presente trabalho encontram-se identificados pelo seu numero identificador

(NCTXXXXXXXX).

Foi ainda consultada a pagina eletronica da Organizacio Mundial da Satde
(https://www.who.int/).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://clinicaltrials.gov/
https://www.who.int/
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4. Resultados

4.1 Hipé6xia tumoral

4.1.1 Definicao do conceito de hipoxia tumoral

Hipoxia é o estado em que a disponibilidade de O. é reduzida (com pO. inferior ao
normal) ao ponto de comprometer as funcgoes biologicas de células, tecidos ou o6rgaos;
anoxia define-se como a auséncia completa de O, (pO. = 0 mmHg). (5)

O ar a uma pressdo atmosférica normal tem uma pO. de 21% (160 mmHg). A medida
que respiramos e o O, é transportado dos alvéolos respiratérios para os tecidos periféricos
a sua concentracao diminui progressivamente, variando entre 3,4 - 6,8% (26,0 — 51,6
mmHg) de acordo com o tecido. Estabeleceu-se o valor de 5% de O, (38 mmHg) como
sendo o mais comum nos tecidos periféricos. Verificou-se que nos tumores malignos a pO.
¢ inferior quando comparada com os tecidos de origem normais, com valores
compreendidos entre 0,3 - 4,2% (2,0 — 32,0 mmHg). Quase todos os tumores apresentam
uma pO. abaixo de 2%, sendo os tumores de prostata e do pancreas os mais hipoxicos. (13)

Regides de hipdxia e/ou andxia podem ser encontradas em até 50-60% de tumores
solidos localmente avancados e s3o distribuidas de forma heterogénea pela massa

tumoral, podendo estar proximas a regides com pO. normal. (5,6)

4.1.2 Fatores etiologicos da hipéxia tumoral

O aparecimento de areas hipodxicas deve-se principalmente a expansdo da massa
tumoral, em que as células em proliferacio consomem mais O. do que o esperado,
existindo ainda uma reducao do aporte sanguineo devido ao aumento da distancia entre as
células e os capilares. (14) A partir de uma distancia de 100-200 um, que constitui o limite
de difusdo de O., as células deixam de receber O, e nutrientes suficientes para o seu
crescimento. (15)

Numa tentativa de aumentar o aporte de O, as células tumorais estimulam a
angiogénese, um processo responsavel pelo desenvolvimento de novos vasos sanguineos a
partir da rede vascular ja existente. (14) Praticamente todos os fatores de crescimento que
participam na angiogénese sdo induzidos por HIF-1, nomeadamente o fator de

crescimento vascular endotelial (VEGF), angiopoietinas 1 e 2, fator de crescimento
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placentario, fator de crescimento B derivado de plaquetas, fator 1 derivado do estroma,
fatores de células estaminais, entre outros, e também os seus recetores associados. (16,17)
Os membros da familia VEGF e angiopoietinas tém um papel central na angiogénese no
cancro. (14,15) Ao ligarem-se aos recetores expressos na superficie de células vasculares,
estes fatores estimulam a formacao de novos vasos sanguineos na massa tumoral. (16)

No entanto, os vasos formados em resposta a hipoxia sdo anormais no que toca a sua
estrutura e funcionalidade. A rede vascular do tumor é desorganizada e ramificada,
composta por vasos dilatados, com diametros irregulares e permeabilidade aumentada
devido a presenca de fenestracoes, juncoes intercelulares pouco coesas e membrana basal
ausente ou descontinua. O resultado é um fluxo sanguineo irregular que perpetua a
existéncia de regides hipoxicas. (15) Para além disso, a angiogénese permite a proliferacao
de células préximas aos vasos, levando ao aumento do consumo de O- por estas células e,
consequentemente, ao agravamento da hipoxia; é estabelecido um ciclo vicioso
caraterizado pela manuten¢do de um ambiente altamente hipoxico apesar do excesso de
angiogénese. (18)

Assim, a vasculatura do tumor falha em cumprir o seu objetivo principal de
fornecimento de O. — s3o descritos niveis heterogéneos de O., existindo perfusdo das
células localizadas na proximidade dos vasos sanguineos e hipoxia nas regioes mais
distantes. Por outro lado, pelo facto de os vasos serem estruturalmente anormais, pela
drenagem linfatica praticamente inexistente e pelo aumento da pressao intersticial, os
vasos podem também sofrer colapsos intermitentes, provocando hip6xia nas células mais
proximas. (13) Desta forma, sao definidos 3 tipos de hipoxia - esta pode ser classificada
como aguda ou limitada pela perfusao quando resulta do colapso de pequenos vasos ou do
fluxo sanguineo irregular, com duracdo de minutos a horas; quando os periodos
transitorios de hipdxia sao seguidos por periodos de reoxigena¢ao podera ser chamada de
hipoxia ciclica ou intermitente; ou entdo como hipoxia cronica ou limitada pela difusao,
secundaria a continua fraca difusdo de O. para locais mais distantes, com duracdo

superior a 24 horas. (19)
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4.1.3 Mecanismos celulares induzidos pela hipoxia

Dependendo da duracao e da gravidade da hipoxia, esta pode ser responsavel pela
inibicao da proliferacao celular e consequente morte celular por apoptose ou necrose ou,
pelo contrario, pode ser o estimulo que permite a sobrevivéncia das células no ambiente
desfavoravel em que se encontram. A hipoxia e o sistema HIF tém a capacidade de alterar
a expressao génica e proteica de modo a conferir uma vantagem adaptativa as células
cancerigenas e exercer, desta forma, uma selecao de células resistentes a morte celular e

promover a progressao tumoral. (4,6)

4.1.3.1 Via do fator de transcricao induzido pela hipoxia

Quando os niveis de O, estao dentro da normalidade, as subunidades HIF-a
normalmente produzidas pelas células sao destruidas — este processo envolve o seu
reconhecimento pelo produto do gene supressor tumoral von Hippel-Lindau (pVHL) e
ligacdo ao complexo de E3 ubiquitina ligase cuja func¢io consiste em adicionar ubiquitina,
marcando desta forma HIF-a para degradacao. De modo a serem reconhecidas por pVHL,
as subunidades HIF-a passam por uma reacao de hidroxilacao catalizada pelas enzimas
prolil hidroxilases (PHD). (20)

As PHD sao membros da familia de dioxigenases dependentes de 2-oxoglutarato (2-
0G). Existem 3 formas de PHD — PHD1, PHD2 e PHD3, sendo a PHD2 a mais abundante
e considerada o regulador primario de HIF-1a. Estas enzimas utilizam O, e 2-OG como
substratos, podendo ainda necessitar de ferro e ascorbato. Na presenca de O., PHD
catalisa a reacdo de hidroxilacdo de residuos de prolina no dominio de degradacao
dependente de O, de HIF-a — mais especificamente de residuos Pro402 e Pro564 em HIF-
10, Prog4o5 e Pro531 em HIF-2a e Pro492 em HIF-3a. (8,9) Um atomo de oxigénio é
utilizado na descarboxilacio oxidativa de 2-OG de modo a originar succinato e didxido de
carbono (CO,) e outro atomo é incorporado nos residuos de prolina descritos
anteriormente. A presenca de O, para esta reacao € essencial, ndo podendo ser substituido
pela molécula de 4gua (H.O) — por esta razdo, as enzimas PHD sao consideradas como
verdadeiros sensores de O.. (21)

Uma segunda reacao de hidroxilacao assegura que HIF é degradado se os niveis de O.
forem suficientes. O fator inibidor de HIF (FIH), também uma enzima hidroxilase,
adiciona um grupo hidroxilo ao residuo de asparagina — Asn803 no caso de HIF-1a e

Asn851 no caso de HIF-2a. Estes residuos hidroxilados bloqueiam a ligacao de HIF aos
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coativadores transcricionais p300/CREB binding protein necessarios para iniciar a
transcricao de genes alvo. (8)

Na presenca da hipoxia as reacoes de hidroxilagao catalisadas por PHD e FIH nao
ocorrem pela auséncia de O,, ficando a subunidade HIF-a protegida da degradacao. Neste
caso, HIF-a transloca-se para o ntcleo e juntamente com HIF-8 forma o HIF ativo; por
fim, este liga-se aos coativadores e inicia a transcricao de genes alvo. (8)

HIF ativa a transcricdio de multiplos genes alvo responsaveis pela eritropoiese,
angiogénese, remodelacdo tecidular e cicatrizacao, que em células normais tém a funcao
de garantir a adaptacdo e sobrevivéncia em ambientes pobres em O.. No entanto, HIF
pode ter um papel na adaptacao de células tumorais ao ambiente hipoxico desfavoravel ao
regular respostas como a proliferacao celular, angiogénese, alteracdo das vias metabdlicas
celulares, inibicdo da apoptose, metastizacdo e ainda resisténcia a radioterapia (RT) e

quimioterapia (QT). (8,9)
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Figura 1: Regulacido de HIF por varios niveis de
permissao de (8), em anexo. HRE: elementos de
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A via HIF pode também ser ativada por mecanismos independentes da hipoxia,

nomeadamente por mutacoes com perda de funcdo de genes supressores tumorais,

mutacoes com ganho de funcdo de oncogenes e ainda em resposta a determinadas

citocinas e fatores de crescimento. (18)
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4.1.3.2 Glicolise

Em condicGes normais as células realizam a fosforilacdo oxidativa mitocondrial para
obtencao de energia — a glicose é metabolizada em piruvato e depois em acetil coenzima A,
que posteriormente é metabolizada formando-se adenosina trifosfato necessaria para as
funcoes celulares; neste processo, o O, funciona como o aceitador final de eletrées. (22,23)
Na auséncia de O. sao induzidos mecanismos de forma a compensar esta falta,
nomeadamente a reducao do nimero de células consumidoras de O. através da reducao
da proliferacao celular e também a reducdo do consumo de O. por cada célula, através da
realizacao da glicolise independente de O. em vez da fosforilacio oxidativa. O
microambiente tumoral é, desta forma, heterogéneo — as células proximas aos vasos
sanguineos realizam a fosforilacdo oxidativa e as células hipoxicas sao dependentes da
glicolise anaerdbia. (22)

HIF-1 induz a expressao das enzimas necessarias para o processo de glicolise. Em
primeiro lugar, sdo expressos os transportadores de glicose GLUT1 e GLUT3 que
permitem a sua entrada em grande quantidade nas células. O aumento do consumo da
glicose nas células tumorais constitui o fundamento para a utilizacio de 8F-
Fluorodeoxiglicose (FDG) na obtencdo de imagens por tomografia por emissdo de
positroes (PET) para a pesquisa de metastases ocultas. (23) Sao ainda expressas as
enzimas glicoliticas que levam a formacao do piruvato, mas ao contrario do que acontece
nas células ricas em O,, é inibida a enzima piruvato desidrogenase responsavel pela
formacao da acetil coenzima A a partir do piruvato; em vez disso, atua a enzima lactato
desidrogenase A que converte o piruvato em lactato, o produto final da glicolise. (22)

A glicolise provoca uma acumulacio de lactato e de ides H* na célula, o que
compromete as suas funcdes e pode levar a morte celular. (24) HIF expressa proteinas
responsaveis pela sua saida da célula para o meio extracelular, nomeadamente o
transportador monocarboxilato 4 que provoca o efluxo de lactato, bomba Na*/H* que
permite a saida de H* e ainda a anidrase carbdnica 9 (CA9) que converte CO. e H.O a H* e
HCOj e contribui para o efluxo de H*. O resultado é a acidificacdo do meio extracelular,

que tem um papel importante na invasao tumoral. (22)

4.1.3.3 Metastizacao

A metastizacdo é um processo complexo através do qual as células tumorais se
disseminam a partir do tumor primario para outros locais anatémicos, constituindo

tumores secundérios; a doenca disseminada é a causa de morte mais frequente em
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doentes oncologicos. (25) O processo de metastizacao envolve varios passos: em primeiro
lugar ocorre a transicao epitélio-mesenquimatosa, em que as células tumorais perdem as
carateristicas epiteliais através da perda de polaridade celular e da disrupcao de ligacoes
intercelulares com células adjacentes e adquirem carateristicas mesenquimatosas,
nomeadamente a capacidade migratoria e de invasao; posteriormente, as células tumorais
degradam a invadem a membrana basal e a matriz extracelular que separam o tumor
primario dos tecidos circundantes, dirigindo-se em direcdo aos vasos sanguineos e/ou
linfaticos. Depois de alcancarem um vaso as células conseguem migrar para um local
distante do tumor primario; por fim, saem do vaso e com o auxilio da angiogénese
estabelecem o tumor secundéario no local novo. (26,27)

A hipoxia e HIF s3ao responsaveis pela expressao de moléculas necessarias para os
varios passos do processo metastatico. Promovem a transicao epitélio-mesenquimatosa
por meio da inibicdo da expressao da E-caderina, um componente de jun¢oes de adesao
intercelulares com funcao supressora de invasao e metastizacdo; em vez da E-caderina, as
células passam a expressar as proteinas mesenquimatosas como N-caderina, vimentina e
fibronectina que promovem a migracao celular pela matriz extracelular. HIF induz a
expressao de fatores de transcricao responsaveis pela transi¢ao epitélio-mesenquimatosa,
nomeadamente SNAIL1-2, TWIST1-2, ZEB1-2, entre outros. (26,27)

A invasdo da membrana basal e da matriz extracelular ocorre por meio da degradacao
das suas proteinas constituintes com o auxilio de enzimas proteoliticas, nomeadamente o
ativador de plasminogénio tipo urocinase controlado por HIF-1 que converte
plasminogénio em plasmina; a plasmina, por sua vez, degrada os componentes da matriz
extracelular e ainda ativa os fatores de crescimento e enzimas metaloproteinases que
também contribuem para o processo de degradacao. (26)

Apoés a aquisicao do fen6tipo moével e promotor da degradacdo da membrana basal e da
matriz extracelular, as células tumorais migram em direcdo aos vasos sanguineos e/ou
linfaticos. A angiogénese previamente estimulada no tumor por VEGF em resposta a
hipoxia esta diretamente relacionada com a metastizagao, pois cada novo vaso formado é
uma via que as células tumorais podem usar para se disseminar. A entrada e a saida das
células tumorais da rede vascular envolvem a degradacdo da membrana basal vascular
pelas enzimas proteoliticas e é facilitada pela estrutura anormal dos vasos, pela presenca
de fenestracoes e permeabilidade vascular aumentada. (25,26) Apenas uma pequena
percentagem de células tumorais que atingem a circulacdo sdo capazes de formar
metastases, sendo que a maioria permanece num estado latente. O estabelecimento e a
proliferacdo do tumor secundério dependerdao da formacdo de novos vasos no local da

implantacao pela acdo de VEGF. (26)
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4.1.3.4 Resisténcia a quimioterapia e radioterapia

A cirurgia, a QT e a RT constituem as principais modalidades terapéuticas em
Oncologia. E comum verificar-se uma auséncia de resposta ao tratamento em muitos
doentes, sendo a resisténcia a QT e/ou RT considerada a razdo principal da faléncia
terapéutica. As causas da resisténcia sdo multifatoriais, com uma grande contribuicao da
hip6xia tumoral e de HIF-1a. (28)

A RT e alguns agentes da QT necessitam de O, para exercer o seu efeito citotoxico.
(29,30) No caso da radiagdao ionizante, esta induz quebras nas cadeias de acido
desoxirribonucleico (DNA) por meio da producio de radicais livres - a lesio no DNA
torna-se permanente com a oxidacao provocada pelos radicais de O., sendo que sua na
auséncia a lesdo passa por um processo de reparacao e € restaurada a estrutura original do
DNA. Assim, as lesoes induzidas nas cadeias de DNA pela RT sao menos pronunciadas em
caso de hipoxia. (31) As células tornam-se menos sensiveis a RT com pO. inferior a 2,6%
(20 mmHg), especialmente com valores inferiores a 0,5% (3 mmHg). (13)

Tanto a QT como a RT provocam lesoes no DNA que levam a morte celular. HIF-1a tem
a capacidade de iniciar a via de reparacao das lesdes no DNA provocadas pelo tratamento,
bem como de induzir autofagia e de inibir a apoptose; o resultado final é a sobrevivéncia
das células apés a agressdo. (28) E responsével também pela paragem do ciclo celular e
reducio da proliferagdo — a QT e RT atuam preferencialmente nas células em proliferacio,
enquanto a presenca de células hipoxicas quiescentes contribui para a resisténcia. (29,32)

No caso da QT, a vascularizacdo disfuncional e o aumento da distancia entre os vasos
sanguineos e as células sao fatores que afetam negativamente a distribuicao dos farmacos;
a acidez associada ao microambiente tumoral, por sua vez, é responsavel por diminuir a
entrada de alguns fArmacos para o interior das células, como é o caso da doxorrubicina e
da vincristina. (30) Por outro lado, HIF-1 é responsavel pela ativacao do gene multidrug
resistance 1 que codifica uma glicoproteina P membranar que atua como uma bomba de
efluxo e reduz a concentragdo intracelular de varios agentes farmacologicos. Multidrug
resistance associated protein 1 € um outro transportador envolvido na resisténcia a QT.
(32) Em termos gerais, HIF-1 promove resisténcia aos agentes da QT; no entanto, existem
casos isolados em que a hipoxia contribui para o aumento da sensibilidade celular. (32,33)

Hipoxia e HIF-1a tém um papel importante na resisténcia aos tratamentos atualmente
utilizados na Oncologia, tornando-se cada vez mais importante o desenvolvimento de

novas abordagens terapéuticas. (28)
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4.1.4 Métodos de detecao da hipoxia tumoral

Inicialmente a hipdéxia tumoral era detetada através de microeléctrodos inseridos
diretamente no tumor, obtendo-se as medi¢oes de pO.. No entanto, este método apresenta
muitas limitagOes, entre as quais o facto de ser invasivo e de poder ser aplicado apenas em
tumores acessiveis; para além disso, nao distingue as areas hipoxicas de areas necroticas.
(3,34)

Posteriormente passaram a ser utilizados os marcadores endogenos da hipoxia —
consistem em proteinas cuja expressao é induzida por HIF-1 e encontram-se assim
aumentadas na hipo6xia, como é o caso do proprio HIF, da CAg e do GLUT1. E possivel
avaliar a expressao destas proteinas através da imunohistoquimica e verificou-se que a
expressao elevada destes marcadores esta associada a um pior prognostico em certos tipos
de cancro; no entanto, nenhum marcador isolado fornece informacao suficiente sobre o
estado de hipoxia de um tumor, pelo que devem ser utilizadas combinacoes de multiplos
marcadores. Marcadores exdgenos incluem os compostos 2-nitroimidazol, como por
exemplo o pimonidazol. Ap6s a sua administragao, passam por uma reagao de reducao na
auséncia de O. e ligam-se preferencialmente as macromoléculas das células hipoxicas;
posteriormente esta ligacdo ¢é identificada por imunohistoquimica. Estas técnicas
encontram-se limitadas pela necessidade de realizacao de biopsias. (3,34)

Métodos imagiologicos nao invasivos de detecdo da hipdxia incluem a ressonancia
magnética e PET. Os compostos de 2-nitroimidazol podem ser marcados com fltor-18 de
modo a serem utilizados em associacao com PET. O primeiro marcador desenvolvido e o
mais extensamente estudado é o 8F-Fluoromisonidazol (FMISO), sendo posteriormente
criados outros nomeadamente 8F-Fluoroazomicina arabinésido (FAZA), entre outros.
(3,34)

Cada método de medicdo de hipdxia n3o estd isento de desvantagens, pelo que
provavelmente é necessario empregar uma combinagdo de técnicas de modo a permitir

uma melhor caraterizacao da hipéxia tumoral. (34)
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4.2 Pro-farmacos ativados pela hipoxia

HAPs sao compostos inativos em condi¢cbes normais que sdao ativados por enzimas
oxidoredutases e exercem o seu efeito terapéutico em zonas de hipoxia. O conceito surgiu
na década de 1970, tendo por base os trabalhos realizados sobre os derivados de
mitomicina C. Nos estudos in vitro verificou-se que mitomicina C apresentou uma maior
atividade nas células hipéxicas em comparacao com células normais; no entanto, este
efeito era fraco, motivando o desenvolvimento de novos farmacos com maior atividade em

hipoxia. (3,12)

4.2.1 Estrutura e mecanismo de ativacao

Em termos estruturais, um HAP é composto por 3 componentes: um “trigger”, um
“effector” e um “linker” que faz a ligacdo entre os dois componentes anteriores. O
“trigger” determina a ativacdo do HAP no ambiente hipéxico — é o componente que sofre
reacoes de reducao mediadas por oxidoredutases de 1 eletrdao (1e”) ou de 2 eletroes (2¢°),
libertando ou ativando o “effector”. O “effector”, na maioria das vezes, € um agente
citotéxico que interage com o DNA das células tumorais e provoca lesdes nas células
hipoxicas. (12) Encontram-se descritas 5 entidades quimicas com a capacidade de serem
reduzidas em hipdxia, o que as torna adequadas para constituirem o “trigger” do HAP:
compostos nitro (hetero)-ciclicos, N-6xidos aromaticos, N-6xidos alifaticos, quinonas e
complexos de metais de transicao. (12,35)

No que toca ao mecanismo de ativacao: em primeiro lugar forma-se um radical do HAP
via reduc¢ao com adicao de 1e-. Se a célula possuir uma quantidade suficiente de O, ocorre
a reacdo inversa a anterior, voltando a existir o HAP inativo e formando-se radicais
superoxido como produto da reacdo. Na auséncia de O, o radical formado sofre reacoes
subsequentes até formar o farmaco ativo. (12)

A reducao com adi¢do de 2e- permite uma passagem direta do HAP inativo para o
farmaco ativo, contornando desta forma a formacao do radical intermediario sensivel a O..
Os farmacos ativados por esta via insensivel ao O. sdo capazes de atuar tanto nas células

hipdxicas como nas ricas em O.. (12)
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Figura 2: Mecanismo de ativacdo de HAPs. Retirado de (3), um artigo
open access (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

A maioria das redutases de 1e- sdo flavoproteinas dependentes de NAD(P)H. Redutases
de 2e- compreendem as hemoproteinas, que apesar de nao gerarem intermediarios
sensiveis a O. conseguem ser inibidas pelo O., e um outro grupo de redutases que nao
formam o intermediario nem sao inibidas pelo O,, como é o caso da NAD(P)H quinona
oxidoredutase 1 (NQO1) e da aldo-cetoredutase 1C3 (AKR1C3). (12,33)

Assim, a seletividade do mecanismo de ativacio de HAPs em regides de hipoxia é
determinada pela reversao ou inibicao do processo de ativacao pelo O e, nos casos em que
o farmaco é ativado através da reducao de 2e- insensivel ao O. pela presenca de elevados
niveis de oxidoredutases responsaveis pela ativa¢cdo no microambiente tumoral. (12)

Idealmente, um HAP deve ser capaz de se difundir para o tumor a partir de um vaso
sanguineo e de sofrer a reacdo de reducdo apenas na presenca de hipoxia, evitando-se a
sua ativacao em tecidos normais. A espécie citotoxica resultante deve ser potente e capaz
de eliminar as células tumorais, especialmente as células quiescentes e resistentes as
outras modalidades terapéuticas; devera ainda ser capaz de se difundir e exercer a sua
acao nas células tumorais adjacentes com maior teor de O, (efeito “bystander”). (12,35)
Assim, a QT e RT que, por norma, atuam nas células ricas em O. poderdo ser
complementadas com HAPs que tém como alvo as células hipoxicas resistentes. (3,12)

Ao longo do tempo verificou-se uma evolucao no desenvolvimento de HAPs, sendo
criados e avaliados varios fArmacos tanto em modelos pré-clinicos como em modelos
clinicos. De seguida serdo apresentados 5 foirmacos mais extensamente avaliados em

ensaios clinicos. (12)
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4.2.2 Tirapazamine

Tirapazamine (TPZ) faz parte dos N-6xidos aromaticos; foi desenvolvido na década de
1980 e comecou a ser avaliado em ensaios clinicos na década de 1990. Sofre reducao por
redutases de 1e- formando um radical intermediario que, na auséncia de O, €
transformado em radicais hidroxil e benzotriazinil responséaveis pelas lesées no DNA.
Também pode sofrer reducdo com adicao de 2e- por enzimas como NQO1, mas neste caso

o metabolito formado tem uma atividade citotéxica reduzida (TPZ mono-N-6xido). (12)
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Figura 3: Mecanismo de ativagdo de TPZ. Retirado de (12), um artigo open
access (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Nos ensaios clinicos o firmaco era administrado por via intravenosa, normalmente em
associacdo com QT e/ou RT. Dos efeitos adversos relacionados com o fairmaco destacam-
se a perda auditiva de inicio agudo reversivel, espasmos musculares intermitentes
reversiveis, distirbios visuais como, por exemplo, visao turva e reducdo da acuidade
visual, fadiga, diarreia, nduseas e vomitos. (36) Foram ainda reportados casos de anemia,
neutropenia, leucopenia e anormalidades da funcao hepatica e renal. (37)

Um estudo aleatorizado de fase 3 em 446 doentes com cancro de pulmao de nao
pequenas células avaliou a combinacdo de TPZ com cisplatina em comparagdo com
administracao isolada de cisplatina. Verificou-se um aumento na sobrevida média (34,6
semanas no grupo experimental e 27,7 semanas no grupo controlo), bem como da taxa de
resposta do tumor ao tratamento (27,5% no grupo experimental e 13,7% no grupo
controlo) e da sobrevida ao fim de 1 ano (33,9% no grupo experimental e 22,5% no grupo
controlo), concluindo-se que a adicao de TPZ melhora a eficacia de cisplatina. (36)

Apesar deste resultado promissor, varios ensaios de fase 3 subsequentes nao
demonstraram o beneficio do farmaco. Em 367 doentes com cancro de pulmao de nao

pequenas células, a associacdo de TPZ com paclitaxel e carboplatina nao evidenciou

17



Hipdxia tumoral: progressao do cancro e pro-fArmacos ativados pela hipdéxia

melhoria na taxa de resposta, no intervalo livre de doenca (5 meses para os grupos
experimental e controlo) e na sobrevivéncia geral (9 meses para os grupos experimental e
controlo). Para além disso, verificou-se que a adicio do farmaco aumentou
substancialmente a toxicidade terapéutica. No entanto, estas conclusoes foram limitadas
pelo facto de o estudo ter terminado mais cedo do que o previsto por se ter verificado que
os objetivos estabelecidos nao iam ser atingidos. (38)

Em 402 doentes com cancro do colo do ttero a associacao de TPZ com cisplatina e RT
nao foi superior ao tratamento standard, com intervalo livre de doenga e sobrevivéncia
geral ao fim de 3 anos semelhantes nos 2 grupos (intervalo livre de doenca de 63% no
grupo experimental e 64,4% no grupo controlo; sobrevivéncia geral de 70,5% no grupo
experimental e 70,6% no grupo controlo). Os dados encontram-se limitados pelo facto de
o estudo ter terminado precocemente por falta de farmaco. (37)

Em 861 doentes com carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco foi avaliada a
associacao de TPZ com cisplatina e RT. Nao foram verificadas diferencas no intervalo livre
de doenca e na sobrevivéncia geral ao fim de 2 anos (intervalo livre de doenca de 56% no
grupo experimental e 57% no grupo controlo; sobrevivéncia geral de 66,2% no grupo
experimental e 65,7% no grupo controlo). (39)

Ao longos dos varios ensaios com TPZ foram feitas tentativas de identificar um
biomarcador que estivesse associado com hipoxia. A osteopontina é uma
fosfoglicoproteina associada a miltiplos tipos de cancro, mas também a inflamacao,
doenca renal, doenga cardiaca isquémica e remodelagdo 6ssea. (40) Um estudo verificou
que doentes com niveis séricos mais baixos de osteopontina antes do tratamento
apresentaram intervalo livre de doenca, sobrevivéncia geral e taxa de resposta ao
tratamento mais favoraveis (41); no entanto, uma avaliacao subsequente noutro grupo de
doentes nao demonstrou nenhuma associacdo entre os niveis de osteopontina e o
prognostico. (40) Da mesma forma, ndo foi demonstrada associacdo entre os niveis de
VEGF ou do inibidor do ativador de plasminogénio 1, normalmente aumentados na
hipoxia, com o prognostico. (41)

Em alguns estudos foi também utilizado FMISO-PET para detecao de regides hipoxicas
antes e ao longo do tratamento, nomeadamente num ensaio de fase 1 de doentes com
carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco, onde a hipoxia foi detetada em quase
todos os doentes antes do tratamento e apenas em 1 doente no final do tratamento (42); e
num outro ensaio de fase 2 da mesma entidade clinica, onde a hipéxia também foi
identificada na maioria dos doentes, tendo-se verificado a sua associacdo com elevado
risco de recorréncia loco-regional do tumor. (43)

Verificou-se que TPZ apresenta algumas limitagdes no que toca as suas propriedades

farmacocinéticas e farmacodinamicas que possam ter contribuido para os resultados
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negativos dos ensaios clinicos. O farmaco é ativado em regioes de hipoxia moderada
podendo ser ativado em tecidos normais que sejam fisiologicamente hipoxicos, como € o
caso da medula 6ssea, e é rapidamente metabolizado, pelo que nao chega a atuar nas
regides com hipoxia mais acentuada. (12,44) Na tentativa de melhorar as propriedades de
difusdo foram criados varios analogos do farmaco, entre os quais SN30000, também
conhecido por CEN-209; no entanto, nenhum deles prosseguiu para avaliacdo em ensaios

clinicos. (12,34)

4.2.3 Apaziquone

Apaziquone, também conhecido por EO9, é um composto indolequinona derivado da
mitomicina C sintetizado em 1987. E ativado por reducio mediada tanto por
oxidoredutases de 1e- como de 2e- (mediada por NQO1). (12)

A reducdo com 1e- gera um radical semi-quinona que, na auséncia de O, é estabilizado
ou sofre uma reducdo subsequente formando uma hidroquinona, sendo que ambas as
espécies resultantes atuam no DNA. Esta via de ativacdo restrita a zonas de hipoxia
predomina em células com baixa expressao ou auséncia de NQO1. Nas células com elevada
expressao de NQO1 predomina a reducdo com adicdo de 2e-, contornando assim a
formacao da semi-quinona sensivel a O, e podendo existir a ativagdo do faArmaco tanto nas
células hipdxicas como nas ricas em O.. Neste caso, a seletividade pela hipéxia dependera

da presenca de niveis elevados de NQO1 no tumor. (12)
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Figura 4: Mecanismo de ativacao de EO9. Retirado de (12), um artigo open access
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Nos primeiros ensaios clinicos conduzidos, o farmaco era administrado por via
intravenosa. A proteintria reversivel foi a toxicidade dose limitante evidenciada, nao
estando o farmaco associado a mielossupressao. Apesar dos resultados positivos em
modelos pré-clinicos, apaziquone nao demonstrou atividade anti-tumoral em ensaios de
fase 2 em doentes com cancro da mama, do estomago, do pancreas, colorretal e de pulmao
de nao pequenas células. Esta falta de atividade pode ser explicada pelas suas
propriedades farmacocinéticas, nomeadamente pela sua rapida eliminacao do organismo
quando administrado por via intravenosa e pela fraca penetracao em tecidos avasculares.
Com base nestes dados foi explorada a opg¢ao de utilizar o fArmaco em tratamentos loco-
regionais, como por exemplo no tratamento de carcinoma de bexiga superficial em que a
ressecao trans-uretral de tumores seguida de administracao intravesical de QT ou
imunoterapia de modo a reduzir o risco de recorréncia constitui uma abordagem
terapéutica ja estabelecida. Nestes casos, a administracao local de apaziquone apoés a
ressecao trans-uretral permitiria um melhor contacto do farmaco com o tumor residual e a
rapida eliminacao do organismo limitaria a toxicidade sistémica caso o farmaco chegasse a
circulacao sistémica; para além disso, verificou-se que o carcinoma da bexiga expressa
NQO1 em grande quantidade. Foram realizados varios ensaios tanto de fase 1 como de fase
2, que evidenciaram uma boa atividade clinica de apaziquone contra o carcinoma de
bexiga superficial; foi verificado que o esquema é bem tolerado, sendo os efeitos adversos
locais mais frequentes a hematuria e a distiria. Nao foram observados efeitos adversos
sistémicos. (45,46)

Foram posteriormente conduzidos 2 ensaios clinicos de fase 3 aleatorizados quase
idénticos num total de 1614 doentes com carcinoma de bexiga superficial que avaliaram a
eficicia de administracdo tUnica de apaziquone apoés ressecdo trans-uretral em
comparacao com o placebo. Nao foi atingido o cut-off de melhoria de 12% na taxa de
recorréncia aos 2 anos (38% no grupo experimental e 44,6% no grupo controlo num dos
estudos; 39,7% no grupo experimental e 46,3% no grupo controlo no outro). Quando
administrado nos primeiros 30 minutos ap6s a ressecdo trans-uretral, apaziquone nao
demonstrou beneficio em comparacdo com placebo; no entanto, nos grupos em que o
farmaco foi administrado ap6s 30 minutos foi verificada uma diferenca substancial na
taxa de recorréncia aos 2 anos. (46,47)

A hematuria é frequente nos primeiros 30 minutos apos a realizacao da ressecao trans-
uretral e verificou-se que apaziquone é metabolizado pelo sangue humano, pelo que a
hematuria pode ter sido o fator responsavel pela reduzida eficacia do farmaco verificada
nos ensaios de fase 3. Sugere-se que o farmaco nao seja administrado imediatamente apos
o procedimento, devendo ser administrado cerca de 60+30 minutos apdés o mesmo,

quando a hematuria é reduzida ou mesmo ausente. Atualmente encontra-se em fase ativa
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outro ensaio clinico de fase 3 aleatorizado (NCT03224182) que pretende avaliar a eficacia
de apaziquone quando administrado 60+30 minutos apds ressecao trans-uretral em
comparacado com placebo em 500 doentes. A sua conclusao esta prevista para dezembro de
2022. (48)

Apaziquone é um bom exemplo de como os farmacos com propriedades

farmacocinéticas limitadas podem ser aplicados em tratamentos loco-regionais. (45)

4.2.4 PR-104

PR-104 é um composto nitro-aromatico convertido pelas fosfatases em PR-104A, que
posteriormente é reduzido com adicdo de 1e- ou 2e. A reducdo com 1e gera um
intermediario nitro radical que, na auséncia de O,, passa por reacdes subsequentes
formando os metabolitos ativos para-hidroxilamina PR-104H e para-amina PR-104M. A
reducao de 2e- pela AKR1C3 contorna a formacao do intermediério sensivel a O e gera o
farmaco ativo independentemente do nivel de O. celular. Neste caso, a seletividade

depende da expressao de niveis elevados de AKR1C3 no tumor. (12)

PR-104 PR-104A Nitro Radical Intermediate

NO, NO, NOY

Phosphatases R g
H H 1e"reduction H
ON ~"oPoz —>ON ~0H —— g N ~0oH
s 2

N o N [o] N (o]
Bt o S B B mf b

080:CHs 0S0,CH,

NH, NHOH NO
N N
ON ~" 0H -«——— ON ON ~"0H
Ia M, M,
Br 0S0,CH; Br 0S0,CH;, Br 0S0,CH;

PR-104M PR-104H Nitroso

Figura 5: Mecanismo de ativagdo de PR-104. Retirado de (12), um artigo
open access (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

PR-104 foi desenvolvido com o objetivo de melhorar algumas carateristicas limitantes
de farmacos anteriores; em comparacao com TPZ, PR-104 é ativado preferencialmente em
regides de hipoxia mais grave e apresenta capacidade de se difundir para células

adjacentes com pO, mais elevada. (44)
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Nos ensaios clinicos PR-104 era administrado por via intravenosa. O principal efeito
adverso identificado foi a mielossupressao, nomeadamente neutropenia, trombocitopenia
e anemia. S3o ainda descritos casos de fadiga, nauseas e vomitos. (49,50) Em associagao
com sorafenib em doentes com carcinoma hepatocelular a mielossupressao,
especificamente a neutropenia febril e trombocitopenia, foi grave o suficiente para levar a
descontinuacdo do estudo (51); a mielossupressdao severa também foi verificada em
associacao com gemcitabina e docetaxel, mas a adicao de fator estimulador de colonias de
granulocitos a PR-104 e docetaxel permitiu reduzir este efeito adverso. (52)

Foi demonstrada alguma atividade anti-tumoral num estudo realizado em 50 doentes
com leucemia mieloide aguda e leucemia linfoblastica aguda num estudo de fase 1 e 2 nao
aleatorizado. (53) No entanto, o tinico estudo de fase 2 aleatorizado reportado, realizado
em 42 doentes com cancro de pulmao de nao pequenas células que comparou a associacao
de PR-104 com docetaxel, foi terminado precocemente por se ter verificado uma baixa
probabilidade de sucesso clinico (NCT00862134). Até ao momento o farmaco nao foi
avaliado em ensaios de fase 3.

Vérios estudos empregaram FMISO-PET para detecao de areas hipoxicas. Num deles, a
hipoxia foi identificada na maioria dos doentes avaliados antes do tratamento; no entanto,
nao foi verificada relagdo entre a presenca ou nao de hipoxia e a resposta a PR-104, talvez
pelo tamanho reduzido da amostra e populacao heterogénea de doentes avaliados. (52)

Um estudo avaliou os niveis de hipoxia recorrendo a pimonidazol e a avaliagdo
imunohistoquimica de HIF-ia e CA9, verificando-se uma reducdo da expressao de
biomarcadores ap6s o tratamento. No entanto, ndo foi verificada a associagdo entre a

expressao de biomarcadores e a eficacia de PR-104. (53)

4.2.5 AQ4N

AQ4N, também conhecido por Banoxantrone, faz parte dos N-6xidos alifaticos. Sofre
uma reducao de 2e- formando um intermediario mono-N-6xido (AQ4M); posteriormente
sofre uma outra reducao de 2e- formando AQ4, um potente inibidor da topoisomerase II.
O O. inibe o processo de ativacdo ao competir com AQ4N pela ligacdo as enzimas
redutoras. (12) O seu mecanismo de ativacdo é diferente dos outros HAPs, existindo

reducao de 2e-mas sendo esta sensivel aos niveis de O.. (3)
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Figura 6: Mecanismo de ativacdo de AQ4N. Imagens inferiores mostram auséncia de
ligacdo ao DNA nas células tratadas com AQ4N e uma ligacao forte ao DNA nas células
tratadas com AQ4. Retirado de (12), artigo open access
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Nos ensaios clinicos o farmaco era administrado por via intravenosa. Geralmente foi
bem tolerado e apresentou efeitos adversos ligeiros e moderados, nomeadamente
coloracao azul da pele e da urina com resolugdo em alguns dias, linfopenia, leucopenia,
anemia, fadiga, nauseas, vomitos e diarreia. (54,55)

Num ensaio de fase 1 em 22 doentes com carcinoma do es6fago um doente apresentou
uma resposta parcial ao tratamento (54); noutro estudo de fase 1 em 16 doentes nao foram
verificadas respostas ao tratamento. (55) E importante referir que sio estudos nio
aleatorizados com amostras reduzidas, pelo que os seus resultados sdo bastante limitados.

Foram também avaliadas amostras de tecidos normais e de tecidos tumorais no que
toca a expressao de AQ4N, AQ4 e GLUT1. Verificou-se que, ao contrario dos tecidos
normais, os tumores apresentam um aumento da expressao de GLUT1 e que as secgoes
com maior expressao de GLUT1 apresentavam simultaneamente uma maior expressao do
metabolito ativo AQ4 — s3o resultados consistentes com a ativacao de AQ4N em AQ4
preferencialmente em regioes hipdxicas do tumor e com a acumulacao de AQ4 no tumor e
nao nos tecidos normais. (56)

Encontram-se listados 3 estudos adicionais relativos a AQ4N, mas o estado em que se
encontram ¢ atualmente desconhecido (NCT00109356, NCT00394628, NCT00090727).
O desenvolvimento deste farmaco nao progrediu para além dos ensaios de fase 2 (3); no

entanto, existem novos analogos em desenvolvimento. (12)
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4.2.6 Evofosfamide

Evofosfamide, também conhecido por TH-302, é um composto 2-nitroimidazol de
bromo-isofosforamide cuja sintese e avaliacio pré-clinica foi iniciada em 2008. E reduzido
pelas oxidoredutases de 1e- formando um radical intermediario que, em condicoes
hipoxicas, sofre fragmentagio e liberta o composto mostarda de bromo-isofosforamide
(Br-IPM), um potente agente alquilante de DNA. (12) E considerado um HAP de segunda
geracao pois foi criado de modo a apresentar carateristicas melhores do que HAPs
anteriormente avaliados, nomeadamente: auséncia de ativacao pelas redutases de 2e-
insensiveis ao O.; ativacao preferencial em regides de hipdxia grave com O. < 0,5% e

potencial de difusao para tecidos adjacentes apos a ativacao. (57)
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Figura 7: Mecanismo de ativagcdo de evofosfamide. Retirado de (12), um artigo open access
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Evofosfamide foi alvo de avaliacdo em humanos em multiplos ensaios clinicos. O
farmaco foi administrado por infusdo intravenosa em monoterapia ou em combinacao
com outros agentes, em doses e esquemas terapéuticos variados. A dose maxima tolerada
foi estabelecida em funcao da toxicidade cutanea e das mucosas evidenciada, responsavel
por dor e desconforto intensos em areas de descamacao e de ulceracao; estes efeitos foram
reversiveis apos interrup¢ao do farmaco ou reduc¢io da dose administrada ou intervencao
local nas zonas afetadas. (57) Relativamente aos efeitos nas mucosas, a estomatite foi o
efeito adverso mais frequente; foram ainda descritos casos de tlceras anorretais, vaginite,
proctite e esofagite. (57—59) No que toca a toxicidade cutdnea, esta foi mais evidente em
pregas cutaneas, com a presenca frequente de eritema e descamacao da pele. Em alguns
casos foi descrita hiperpigmentacao cutanea. (57)

Efeitos adversos hematologicos decorrentes da mielossupressao, nomeadamente
anemia, leucopenia, neutropenia e trombocitopenia, foram encontrados em muitos
doentes; no entanto, eram geralmente moderados e limitados, nao sendo dose limitantes.
(57,58,60) Nauseas, vomitos, fadiga, diarreia, obstipacdo e edema periférico também
foram descritos com frequéncia. (57—59) Evofosfamide nao demonstrou apresentar

toxicidade renal, hepatica ou cardiaca. (61,62)
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Véarios ensaios clinicos de fase 2 evidenciaram uma resposta positiva associada a
evofosfamide: em combinacao com bevacizumab em doentes com glioblastoma o intervalo
livre de doencga e a sobrevivéncia geral foram mais elevados (63); o farmaco demonstrou
uma eficacia moderada em combinacao com bortezomib e dexametasona em doentes com
mieloma miultiplo (64); em combinacao com doxorrubicina em doentes com sarcoma de
tecidos moles foi verificada uma melhoria do intervalo livre de doenca, da sobrevivéncia
geral e da taxa de resposta do tumor ao tratamento (61); num ensaio de fase 2 aleatorizado
em associacdo com gemcitabina em 214 doentes com adenocarcinoma pancreatico
demonstrou intervalo livre de doenca, sobrevivéncia geral e taxa de resposta superiores
em comparacao com o grupo controlo. (62)

Um ensaio de fase 2 de doentes com cancro do trato biliar associou evofosfamide com
avaliacdo das regioes hipoxicas por FMISO-PET e da atividade metabdlica do tumor por
FDG-PET, realizados antes do tratamento e apés 8 semanas do mesmo. Verificou-se uma
reducdo da atividade metabodlica do tumor em 53,3% dos doentes ap6s o tratamento e
niveis elevados de hipéxia medidos por FMISO-PET foram associadas a pior prognostico.
Verificou-se ainda que FMISO-PET permite ter uma melhor ideia da progressao da doenca
do que os parametros metabdlicos. (65)

Apesar destas respostas positivas, 2 ensaios clinicos de fase 3 ndo comprovaram o
beneficio do fairmaco. Um estudo comparou a eficicia de doxorrubicina isolada e em
combinacio com evofosfamide em 640 doentes com sarcoma de tecidos moles. Apesar de
existir uma taxa de resposta do tumor mais alta com evofosfamide, nao foram verificadas
diferencas significativas na sobrevivéncia geral (18,4 meses no grupo experimental e 19
meses no grupo controlo) ou no intervalo livre de doenca (6,3 meses no grupo
experimental e 6 meses no grupo controlo), nao sendo recomendada esta associa¢ao. (60)
Um outro ensaio clinico de 693 doentes com adenocarcinoma pancreatico comparou a
utilizacdo de gemcitabina com evofosfamide ou com placebo. Apesar de existir uma
diferenca ligeira na sobrevivéncia geral entre os 2 grupos (8,7 meses no grupo
experimental e 7,6 meses no grupo controlo), esta nao foi estatisticamente significativa.
(66)

Um ensaio clinico de fase 2 aleatorizado de pemetrexed associado com evofosfamide ou
com placebo em 265 doentes com cancro de pulmdo de ndo pequenas células foi
terminado precocemente por nao se ter verificado uma eficdcia suficiente desta
associacao, com sobrevivéncia geral aos 2 anos de 38,1% no grupo experimental e de
37,4% mno grupo controlo (NCT02093962). Posteriormente a descontinuacdo do
desenvolvimento clinico de evofosfamide outros estudos foram terminados

(NCTo2255110, NCT02047500).
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4.2.7 Pro-farmacos ativados pela hipoxia em associagdo com embolizacao trans-

arterial

A embolizacao trans-arterial (TAE) é uma técnica utilizada para o tratamento de
carcinoma hepatocelular avancado quando a taxa de ressecao cirtrgica é baixa. Tendo em
conta a exacerbacdo da hipoxia causada pela embolizacdo dos vasos que nutrem o tumor,
faz sentido associar um HAP ao regime terapéutico. (67)

Atualmente encontram-se listados varios estudos que associam HAPs a TAE,
nomeadamente 4 ensaios que pretendem avaliar a eficacia da TAE em associacdo com
TPZ. 2 ensaios encontram-se em fase ativa: um ensaio de fase 1 e 2 ndo aleatorizado
pretende determinar a dose 6tima e tolerabilidade de TPZ administrado por injecao intra-
arterial antes de TAE em 63 doentes com carcinoma hepatocelular, estando prevista a sua
conclusdo em 2021 (NCT02174549); existe ainda um ensaio de fase 2 aleatorizado que
pretende comparar a TAE utilizando doxorrubicina ou TPZ em 134 doentes com
carcinoma hepatocelular, estando também previsto acabar em 2021 (NCT03145558).

Os outros 2 ensaios pretendem avaliar a TAE associando TPZ a anticorpos
monoclonais. Um ensaio de fase 2 ndo aleatorizado, atualmente a recrutar os
participantes, pretende associar TAE com TPZ e nivolumab ou pembrolizumab em 80
doentes com carcinoma hepatocelular, colorretal, gastrico e de pulmao de nao pequenas
células que apresentem metéastases hepéaticas; a sua conclusao esta prevista para 2022
(NCT03259867). O ensaio mais recente de fase 2 nao aleatorizado pretende também
associar TAE com TPZ e pembrolizumab em doentes com cancro colorretal ou de pulmao
de n3o pequenas células com metastases hepaticas; ainda ndo estd em fase de
recrutamento de doentes e a sua conclusao esta prevista para 2023 (NCT04701476).

Existe ainda um ensaio clinico de fase 1 cujo objetivo consiste em determinar a dose
maxima tolerada de evofosfamide quando administrado com doxorrubicina via TAE em
doentes com carcinoma hepatocelular, mas atualmente é desconhecido o estado em que se
encontra (NCT01721941).

Um estudo descreve a criacao de microesferas carregadas com evofosfamide que
permitem uma distribuigdo localizada e sustentada do farmaco na proximidade do tumor
quando administradas via TAE — pretende-se que as microesferas limitem o suprimento
sanguineo ao tumor e que evofosfamide atue nas células hipoxicas, obtendo-se um efeito
sinérgico. Apos avaliacio em modelos celulares e animais verificou-se uma libertacao
prolongada e uma maior atividade anti-tumoral das microesferas quando comparadas
com injecdo simples de evofosfamide ou com administracdo do firmaco associado a
agentes embolizantes usados atualmente, existindo respostas parciais em modelos

animais. Assim, as microesferas carregadas com evofosfamide poderao constituir uma
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técnica promissora no tratamento com recurso a TAE dos doentes com carcinoma

hepatocelular. (67)

4.2.8 Pro-farmacos ativados pela hipoxia com alvos moleculares

Os HAPs classicos descritos anteriormente atuam por meio de libertacdo de agentes
citotoxicos causadores de lesdes no DNA, existindo sobreposicdo do seu mecanismo de
acao com o dos agentes da QT e RT, o que podera explicar os efeitos adversos e as baixas
doses toleradas em ensaios clinicos. Posto isto, procedeu-se ao desenvolvimento de um
novo tipo de farmacos que libertam um composto com atuacdo molecular especifica, em
vez de atuar no DNA. (3)

O HAP mais avancado deste grupo é o Tarloxotinib ou TH-4000, um inibidor bio-
redutivel dos recetores do fator de crescimento epidermoide humano (HER). A sinalizagao
via HER est4 envolvida na regulacdo do crescimento e sobrevivéncia celulares e encontra-
se muitas vezes excessivamente ativada em varios cancros. Tarloxotinib passa por uma
reacdo de reducdo com adicdo de 1e, libertando o inibidor da tirosina cinase do HER.
Apesar de teoricamente promissor, 2 ensaios de fase 2 foram terminados precocemente
por falta de eficacia (NCT02454842, NCT02449681). (3) Encontra-se listado um outro
ensaio de fase 2, atualmente em fase de recrutamento de participantes, que pretende
avaliar o farmaco em doentes com cancro de pulmao de nao pequenas células
(NCT03805841).

No momento da ativacdo, os HAPs também podem libertar compostos que inibem a
reparacdo de lesoes no DNA, sensibilizando as células hipoxicas para as lesdes induzidas
por QT e/ou RT. Exemplos incluem inibidores de poli(ADP-ribose) polimerase e
inibidores de O°¢ alquilguanina-DNA alquiltransferase, enzimas responsaveis pela

reparacao do DNA. (3)
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5. Discussao

A hipoéxia tumoral, o seu impacto na progressdo do cancro e as suas potenciais
aplicacOes terapéuticas constituem uma area de investigacdo altamente complexa que se
encontra em constante evolucao.

A grande maioria da literatura existente aponta para o papel da hipoxia tumoral e de
HIF na regulacao de processos celulares como a passagem da fosforilacao oxidativa para a
realizacdo da glicolise anaerébia, indugdo do processo de metastizacao e resisténcia a RT e
QT, sendo evidenciada a sua importancia para a progressao do cancro. (8,9)

Desde os primeiros ensaios clinicos até a atualidade verificam-se tentativas de
aperfeicoar as propriedades farmacologicas dos HAPs de modo a obter resultados
positivos, nomeadamente a criacdo de analogos de TPZ e de AQ4N com melhores
propriedades de difusdao (12); criacdo de PR-104 de modo ser ativado em regioes de
hipoxia grave e de possuir a capacidade de difusao para células adjacentes (44); da mesma
forma, evofosfamide evidencia uma melhoria em comparacdo com HAPs previamente
avaliados, pois é ativado exclusivamente por redutases de 1e- em zonas de hipdxia grave e
apresenta potencial para difusdo para as células adjacentes. (57) O caso de apaziquone é
diferente, pois em vez de serem modificadas as propriedades farmacologicas limitantes
demonstradas pelo firmaco quando administrado por via intravenosa, estas foram
aplicadas para a sua utilizacdo em tratamentos loco-regionais. (45) HAPs com alvos
moleculares também constituem uma melhoria em relacdo aos HAPs classicos, por
apresentarem alvos de atuacao mais especificos. (3)

Apesar dos esfor¢os efetuados, o beneficio de HAPs nao foi demonstrado nos ensaios
clinicos de fase 3 e, até ao momento, nenhum HAP foi aprovado para uso clinico (12,34),
existindo multiplos fatores que contribuem para estes resultados negativos.

Vérios farmacos sdo ativados tanto por redutases de 1e- como de 2e-, podendo ocorrer a
sua ativacdo fora do ambiente hipdxico. (12) As redutases podem estar presentes em
tecidos normais, como é o caso de AKR1C3 — a ativacdo de PR-104 em tecidos normais
podera ter sido responsavel pelos efeitos adversos e ter constituido um fator limitante para
o seu uso. (34)

Apesar de haver alguns estudos que procederam a avaliacdo dos niveis de hipoxia
tumoral antes e ao longo do tratamento, nos ensaios de fase 3 ndo existiu nenhum tipo de
estratificacao dos doentes de acordo com os niveis de hipdxia. A estratificacao fornece a
possibilidade de identificar os doentes com os tumores mais hipéxicos que, na teoria,

beneficiariam mais do tratamento com HAPs. (34)
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E necessario aguardar pela conclusio dos ensaios clinicos atualmente em fase ativa,
nomeadamente dos ensaios de TAE em associacido com HAPs, do ensaio de fase 3
aleatorizado de apaziquone administrado 60+30 minutos apOs ressecao trans-uretral
(NCT03224182) e de tarloxotinib (NCT03805841). De acordo com os resultados obtidos,
serdo feitas as conclusGes sobre a aplicabilidade de HAPs nos contextos em que foram

avaliados.

30



Hipodxia tumoral: progressao do cancro e pro-fairmacos ativados pela hipdxia

6. Conclusao e perspetivas futuras

Com o aumento da incidéncia e da mortalidade por doencas oncologicas é cada vez
mais necessario desenvolver novas abordagens terapéuticas. (3)

A hipéxia tumoral encontra-se presente na maioria dos tumores sélidos, decorrente da
existéncia de uma rede vascular atipica. Causa resisténcia aos tratamentos oncolégicos
convencionais e esta associada a um pior prognostico; por estas razoes, constitui uma
oportunidade terapéutica importante a ser explorada. (12)

HAPs sao farmacos ativados em células hipoxicas por acdo de enzimas oxidoredutases.
Apesar de décadas de investigacdo, poucos farmacos avancaram para ensaios clinicos e
nos ensaios de fase 3 nao foram demonstrados resultados positivos consistentes, pelo que
ainda nenhum HAP foi aprovado para uso clinico. (12,34)

A distribuicao de HAPs para as regioes hipoxicas dos tumores encontra-se muitas vezes
limitada pela presenca de uma rede vascular anormal, pelo que é necessario otimizar as
suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, de modo a permitir uma melhor
difusdo para o seu local preferencial de acdo. (3,68) Uma forma de melhorar a capacidade
de difusdo passa pela incorporacao de HAPs em nanoparticulas. Os novos HAPs que vao
sendo sintetizados devem ser testados em modelos in silico, ou seja, em modelos
computacionais que permitem simular a sua acdo e eficacia de forma nao invasiva, com
possibilidade de otimizar o tratamento. Tendo em conta que existe uma grande
dependéncia dos vasos sanguineos para uma distribuicao eficaz, estes modelos devem
incluir dados detalhados relativamente a rede vascular, angiogénese e perfusdo dos
tumores. Os modelos in silico permitem, assim, selecionar os firmacos com maior
potencial, e estes deverao posteriormente ser avaliados em ensaios clinicos. (68)

Destaca-se a necessidade de identificacdo de enzimas oxidoredutases responsaveis pela
ativacdo de HAPs e da sua distribui¢ao pelos tecidos. Verifica-se ainda a necessidade de
estratificacdo dos doentes de acordo com os seus niveis de hipoxia em futuros ensaios
clinicos. Esta estratificacio poderad ser feita em ensaios de fase 2 recorrendo a
biomarcadores de hipoxia; posteriormente, apenas os doentes com tumores que
apresentem niveis de hipoxia grave e, consequentemente, uma elevada probabilidade de
beneficiarem do tratamento com HAPs, irdo participar nos ensaios clinicos de fase 3, nos
quais serao distribuidos de forma aleatéria para o grupo controlo ou para o grupo
experimental. Desta forma evita-se o tratamento potencialmente fatil de doentes com

tumores pouco hipoxicos. (34).
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Apesar da auséncia de resultados clinicos positivos, o conhecimento existente sobre a

hipoxia tumoral e sobre os HAPs aumentou substancialmente ao longo do tempo e deve

ser incorporado em futuros trabalhos de investiga¢ao. (12)
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