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VEGF System, a Multi Therapeutic Target

Abstract : The ability to modulate the vascular endothelial growth factor system (VEGF) is fundamental in the
treatment of several pathophysiologies and in the maintenance of homeostasis. Here, some strategies of
control are discussed, e.g. extracellular actions, monoclonal antibodies and aptamers acting as inhibitors of
VEGF and its receptors (VEGFR). In addition, in the cytoplasm one must include inhibitors of the tyrosine kinase
domain.
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Resumo

A capacidade de modulacdo do sistema fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) é fundamental no tratamento de diversas
fisiopatologias e na manutencdo da homeostase. Desta forma, neste
trabalho sdo discutidas algumas estratégias de controle, e.g. com
acOes extracelulares, anticorpos monoclonais e aptameros agem
como inibidores de VEGF e seus respectivos receptores (VEGFR). Por
outro lado, no ambiente citoplasmdtico, ocorre a prevaléncia da
atividade de moléculas inibidoras do dominio tirosina-quinase.
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1. Introdugao

Todos os tecidos do corpo humano demandam
oxigénio e nutrientes, que sdo transportados através
do sistema de vasos sanguineos." Para que este
transporte seja adequado, é necessario um sistema
vascular altamente desenvolvido. Esta eficiéncia é
mantida por meio da angiogénese, processo que se
caracteriza pelo crescimento de novos vasos
sanguineos a partir de uma rede vascular pré-
existente. A angiogénese, de forma resumida, envolve
processos de divisdao celular, degradacao seletiva da
membrana basal e do ambiente da matriz extracelular
seguida por migrac¢do de celulas endoteliais e, por fim,
formacdo de uma nova estrutura tubular (Figura 1).2
Além disso, a progressdo de varios processos
fisiopatoldgicos, e.g., crescimento de tumores,
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psoriase, artrite reumatdide e retinopatia diabética,
estd diretamente relacionada ao aumento anormal
das redes vasculares.>* Outras doengas, porém, como
infartos cerebrais e cardiacos sdao causados por uma
baixa suplementagdo de oxigénio, o que danifica
esses tecidos, além de induzir a morte celular
isquémica.’

A angiogénese é regulada por um complexo
sistema de controle com fatores pré- e
antiangiogénicos. Em adultos ela é estritamente
controlada por um processo fisiolégico denominado
“balanco angiogénico”, i.e., um equilibrio entre os
sinais estimulativos e inibitorios do crescimento dos
vasos sanguineos. Em circunstancias normais, a
formacgdo de novos vasos sanguineos ocorre durante a
cicatrizacdo, a regeneracao do organismo e, no
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sistema reprodutivo feminino, durante a ovulacdo e
formac3o da placenta.®

Célulasvermelhas do sangue

Angiogénese

Figura 1. Representacao do processo angiogénico,
destacando-se os principais integrantes do endotélio
vascular [adaptado da ref. 7, Copyright © 2009 Genentech
USA, Inc.]

2. Compreensao da biologia angiogénica

Em 1983, Donald Senger e um grupo de
pesquisadores do Hospital Israelita de Boston liderado
por Harold Dvorak estudavam as propriedades
fisioldgicas da metastase (que se caracteriza como um
tumor secunddrio originado pela disseminacdo de
células cancerosas procedentes de um primeiro
tumor), quando identificaram uma proteina
correlacionada com células tumorais, a qual foi
nomeada de fator vascular de permeabilidade (VPF,
em inglés: Vascular Permeability Factor). Em seguida,
outra proteina foi isolada e denominada fator de
crescimento vascular endotelial especifico de células.
A clonagem molecular dos genes dessas “duas
proteinas”, a posteriori comprovou se tratarem da
mesma estrutura, que foi nomeada, finalmente, como
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, em
inglés: Vascular endothelial growth factor).?

O VEGF é um dimero protéico, ou seja formado
pela interacdo de duas proteinas, sinalizador com
acao autdcrina e paracrina que ativa receptores
transmembranares expressos, principalmente, em
células endoteliais. Esta proteina se caracteriza como
um dos membros da superfamilia de fatores de
crescimento que possuem um nd de cistina (em
inglés: cystine knot growth superfamily of signaling
proteins), formado por oito residuos de cisteinas
ligados por pontes dissulfeto.’ Em humanos, foram
identificados seis membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E e P1GF (em inglés: Placental Growth
Factor), tendo VEGF-A um papel mais ativo no
processo angiogénico.
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Cada um dos fatores acima listados pode ativar um
ou mais dos receptores conhecidos, VEGFR-1, VEGFR-
2 e VEGFR-3, além do dominio extracelular do VEGFR-
1 (Flt-1, em inglés: fms like tyrosine-kinase receptor-
1), o qual é expresso como uma proteina sollvel,
conforme mostrado na Figura 2. O VEGFR-1 localiza-se
na superficie de células hematopoiéticas do tecido,
macrofagos e mondcitos, bem como endotélio
vascular, ja o VEGFR-2 (KDR, em inglés: kinase domain
receptor; Flk-1) por sua vez, é encontrado em ambos
os endotélios vascular e linfatico, enquanto o VEGFR-
3 se localiza, predominantemente, no endotélio
linfatico.>™

VEGFR-1
Soluvel

VEGFR-2
Endotélio vascular

VEGFR-3
Endotélio linfatico

[ \
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Célula hematopoiética

Figura 2. Especificidade dos VEGFs por seus
receptores e a identificacdo dos tecidos que
expressam os respectivos VEGFRs. As cores amarelo,
azul e branco, correlacionam os VEGFR-1, VEGFR-2 e
VEGFR-3 com seus ligantes. Os ligantes coloridos por
duas cores interagem com mais de um tipo de
receptor [adaptado da Ref. 11, Copyright © 2009, com
permissdo da Elsevier]

A estrutura tridimensional do dominio de ligagao
do VEGF no seu receptor (VEGF esiquos s-100) fOi
determinada (PDB ID: 1VPF) e refinada até uma
resolucdo de 1,93A (PDB ID: 2VPF),"”’> conforme
indicado na Figura 3, e mostrou razoavel semelhanca
com os fatores de crescimento derivados de
plaguetas (PDGF) (PDB ID: 1PDG). Estudos de
mutag¢do mostraram que os pélos do homodimero do
VEGF (forma ativa) governam as interacées com o
receptor VEGFR-2."* A estrutura cristalografica do
complexo formado por VEGF e VEGFR-1 (Flt-1)
também mostrou que os podlos do VEGF sdo
responsaveis pelas principais interacdes com este
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receptor, e que  estas
predominantemente de natureza hidrofébica.

interagoes sao
13-14

Figura 3. Estrutura cristalografica do VEGF (PDB ID:
1VPF)."” As ligagdes dissulfeto estdo em verde. Os dois
polos sao identificados por circunferéncias. Cada pélo

inclui as algas -1 e -3 de um mesmo mondmero, a
alga-2 do outro monémero, residuos extremos, e
alguns residuos das regides terminais
[adaptado da Ref. 16, com permissdo do autor]

3. Estrutura e ativagao dos receptores
VEGFR1 e VEGFR2

Os receptores VEGFR1 e VEGFR2 sdo proteinas de
membrana constituidas em humanos por 1.338 e
1.356 residuos de aminodcidos, respectivamente, em
que as estruturas podem ser divididas em 4 regides ao
longo da estrutura protéica: um dominio extracelular
de ligac¢do do ligante (formado por 7 dominios do tipo
imunoglobulina), um dominio transmembranar
(formado por uma alfa-hélice com cerca de 20
residuos de aminoacidos), seguido por uma regido
flexivel justa-membrana ligada a um dominio tirosina-
quinase e, por fim, uma cadeia carboxi-terminal
(Figura 4).7

A regido justa-membrana recebe este nome
devido sua localizagdo entre o dominio quinase e o
transmembranar. Sua importancia na ativacdo dos
receptores VEGFRs e na subsequente cascata de
sinalizagdo ainda permanece sem respostas e merece
maiores estudos. A grande flexibilidade pode indicar
uma ferramenta de manutengdo no processo
intracelular de dimerizagdo e transfosforilagao.

Os VEGFRs tém alta identidade entre si,
principalmente nos dominios extracelular e quinase, e
sdo intimamente relacionados com a familia de
receptores dos fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGFR), incluindo o receptor 1 do fator
estimulador de col6nias (CSF-1 ou c-Fms), receptores
de células estaminais (SCF, c-Kit), e a classe 3 de
receptores tirosina-quinases (FIt3). No entanto, o
dominio extracelular dos VEGFRs contém 7 dominios
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do tipo imunoglobulina, enquanto os PDGFRs contém
apenas 5 >1819

Existe o consenso de que a ativacdo dos receptores
VEGFR esta envolvida no controle da formacdo de
vasos sanguineos e linfaticos em mamiferos, assim
como nos estagios iniciais da embriogénese.’**° Os
VEGFRs sdo receptores do tipo tirosina-quinase
ativados através de dimerizacdo induzida por ligantes
(Figura 4). No estudo de Ruch e colaboradores foi
demonstrado que o dominio monomérico extracelular
do receptor VEGFR-2 tem estrutura flexivel, fato este
gue podemos correlacionar a mesma regidao do
VEGFR-1, devido a natureza homéloga e de alta
identidade entre estas biomacromoléculas. A ligacao
do VEGF nos dominios membrana-distal do tipo-
imunoglobulina, representados pelos nimeros 1, 2 e
3 na Figura 4, causa a dimerizacdo do receptor e
promove adicionalmente a interacdo entre os
monOémeros do receptor através do dominio 7 do
tipo-imunoglobulina. Por este mecanismo, a
dimerizacdo do receptor VEGFR-2 induzida pelo
ligante consegue se comunicar através da membrana,
ativando a regido intracelular das enzimas tirosina-
quinases (Figura 4).*

Dominio
tipo-lg
do VEGFR

Dominio { g <
Tirosina g < o Pig ®
quinase ¢’ o~y = = s B &, &,

Figura 4. Dimerizagao da regido membrana-proximal
promovida pela interagdo VEGF-VEGFR. Modelos
propostos para investigacdo da sinalizagdo
intracelular apds a ligacao do VEGF com o VEGFR
[adaptado da Ref. 21, Copyright © 2009, com permissdo da
Nature Publishing Group]

Alguns estudos afirmam que os dominios
extracelulares do VEGFR-2 sdo muito flexiveis quando
ndao estao ligados ao VEGF, e ndo apresentariam,
portanto, uma unica conformagdo. A associagdo,
induzida pelo VEGF, dos dois dominios extracelulares
do VEGFR-2, é estabilizada por interagdes homotipicas
(interagdo ocorrida entre individuos de mesma
espécie) dos dominios membrana-distal (dominios 1,
2 e 3) e membrana-proximal (dominios 4, 5, 6 e 7) das
regides do tipo imunoglobulina. Em todo o
comprimento do receptor, o arranjo rigido dos dois
monOmeros €  necessario para o  exato
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posicionamento dos dominios quinases, induzindo a
conformacdo dos sitios ativos na quinase para um
estado ativado.”

Resumidamente, a transducdo de sinais dos
receptores do tipo tirosina-quinase tem varias etapas
bioquimicas: (1) interacdo do ligante com receptor;
(2) dimerizacdo do receptor; (3) ativacdo da porcdo
tirosina-quinase; (4) auto-fosforilacdo do receptor; (5)
ligacdo e ativacdo de proteinas adaptadoras aos sitios
de auto-fosforilacdo. Sabe-se atualmente que os
receptores VEGFR seguem essencialmente o processo
citado acima, o que possibilita intervencdes
terapéuticas para controlar o processo fisiopatoldgico
da angiogénese.”

4. Estratégias antiangiogénicas via
sistema VEGF

A inibicdo da angiogénese é um processo
complexo que inclui um grande numero de alvos
potenciais. Esses alvos incluem os fatores de
crescimento e os receptores do tipo tirosina-quinase
(nos dominios extra e intra-celulares), bem como
receptores transmembranares envolvidos na adesdo
de células ligadas ao citoesqueleto, as integrinas, e a
producdo de metaloproteases de matriz que sao
resultantes da ativacdo de células endoteliais e que
permitem a divisdo celular para o desenvolvimento de
novos vasos sanguineos.” No entanto, diversos
estudos reconhecem o sistema VEGF como um
regulador chave da angiogénese, que atua na
iniciagdo e na regulagdo de mdultiplas respostas
celulares, além de sua especificidade pelo endotélio
vascular.”*

Este fato levou ao desenvolvimento de varios
agentes terapéuticos que atuam nesta sinalizagdo,
dentre os quais podemos destacar os anticorpos
neutralizantes para VEGF ou VEGFRs, que sdo
receptores sollveis ou hibridos para VEGF, também
conhecidos como “armadilha-VEGF” (em inglés: VEGF-
trap). Estes anticorpos sdo construidos com base nos
dominios extracelulares 2 e 3 presentes nos
receptores VEGFR-1 e VEGFR-2, respectivamente,
fundidos com o fragmento Fc (parte estrutural do
anticorpo responsavel pelo reconhecimento do alvo
molecular) de um anticorpo. Outra estratégia
altamente promissora é a dos inibidores tirosina-
quinase (TKIs) com seletividade para VEGFRs. Estes
agentes, por meio de uma interagdao antagonista no
sitio catalitico do receptor, inibem a porg¢do tirosina-
guinase, o que impede a fosforilagdo de proteinas por
transferéncia de um grupo fosforila do adenosina
trifosfato (ATP) e, em casos excepcionais, de
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guanosina trifosfato (GTP), para os residuos de
tirosina. Com isso, hd um impedimento do processo
de transfosforilagio entre os homodimeros e,
consequentemente, ocorre uma inibicio de toda a
cascata de sinalizagdo do sistema VEGF (Figura 5).2%°

%\\ VEGF /
(a) Anticorpo 43:-*"\
anti-VEGF 22

i
=\,

(b) Anticorpo
anti-VEGFR

Th A
l (c) Receptor VEGF
Soltvel

(d) Aptamero

(e) Pequena; moléculas
inibidoras da tirosina
quinase dos VEGFRs

Célula endotelial

Figura 5. Diferentes estratégias de inibicdo da
sinalizag¢do do VEGF: (a) anticorpos monoclonais com
acdo direta sobre VEGF-A ou (b) sobre os receptores

de VEGF, (c) receptores quiméricos soluveis, (d)
aptameros e (e) inibidores de VEGF
[adaptado da Ref. 27, Copyright © 2009, com permissdo da
Nature Publishing Group]

5. Inibidores VEGF-VEGFR de uso clinico

5.1. Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas
altamente especificas que se ligam e atuam sobre
biomoléculas envolvidas em determinadas patologias,
como por exemplo o cancer. Ao identificar e se ligar a
moléculas-alvo, o anticorpo monoclonal altera sua
acao, o que inibe o processo fisiopatoldgico por ela
regulado. Devido a sua elevada especificidade, os
anticorpos monoclonais reduzem os efeitos colaterais
decorrentes da ago tdxica sobre células normais.”®

A maior parte dos tumores sélidos gerados na
mama, pulmoes, cdlon e reto, dentre outros orgaos,
expressam altos niveis de VEGF-A em comparagdo
com os tecidos normais. De acordo com Hanahan e
colaboradores, o alto nivel de VEGF-A esta
relacionado ao estresse hipdxico e a ativacdo de
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oncogenes durante o crescimento do tumor.? Para um
crescimento em torno de 1 a 2 mm de didmetro, o
tumor necessita de um suplemento de sangue
independente, que é adquirido pela expressdo de
fatores de crescimento (incluindo os VEGFs) que
induzem a angiogénese. Este processo continua
mesmo com o cancer em seu estagio avangado. Com
isso, ocorre a neovascularizacdo direcionada para o
tumor sélido, com subsequente crescimento e
metdastase (Figura 6). A neutralizacdo do VEGF-A
humano por anticorpos diminui consideravelmente o
crescimento de tumores humanos transplantados em
camundongos, o que sugere o bloqueio do VEGF-A
como alvo terapéutico na supressdao de tumores
solidos em humanos.

Figura 6. Demonstracao do crescimento e
vascularizacdo do tumor sélido através do sistema
VEGF [adaptado da ref. 30, Copyright © 2009 Genentech
USA, Inc.]

O bevacizumabe® (Avastatin®, Genentech), um
anticorpo monoclonal atualmente em testes clinicos
de fase-lll, melhorou significativamente o tempo de
sobrevida de pacientes com tumores diagnosticados
precocemente, bem como em estagios avangados da
doenca em individuos com céncer colorretal.’’ Além
disso, este medicamento foi aprovado pela agéncia
americana Food and Drug Administration (FDA) para
uso, concomitante com quimioterapia, no tratamento
do estagio Il e IV de cancer colorretal. O
bevacizumabe foi também aprovado para o
tratamento de cancer de pulmdo de células ndo
pequenas (CPNPC) e n3o escamosas.’*** O CPNPC
corresponde a um grupo heterogéneo composto de
trés tipos histologicos principais e distintos:
carcinoma epidermoide, adenocarcinoma e carcinoma
de grandes células, e ocorre em cerca de 75% dos
pacientes diagnosticados com cancer de pulmdo.?* A
principal razdo para este farmaco nao ter sido ainda
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utilizado no tratamento do cancer de pulmao do tipo
escamoso é o risco severo de tromboses e
hemorragias, o que exige mais estudos.*

A degeneracdo macular relacionada a idade
(DMRI) é a principal causa de varios casos de perda de
visdo em pacientes idosos no mundo, e pode ser
classificada de duas formas: neovascular (ou
“molhada”) e ndo-neovascular (ou “seca”). A forma
DMRI neovascular envolve neovascularizagdo anormal
sob a macula, parte central da retina, levando a perda
da vis3o.*®

Interacdes entre proteinas e oligonucleotideos,
reconhecidas como omnipresente no mundo
biolégico, tem sido empregadas com sucesso no
desenvolvimento de uma nova classe terapéutica, os
aptameros. Aptameros sdo atualmente desenvolvidos
como agentes para uma extensa variedade de
aplicagdes, incluindo diagndsticos, terapias e
biossensores. A ampla utilidade se justifica pela sua
versatilidade, com alta seletividade e sensitividade, e
sua facil produgdo. Uma comercial sintese de
aptameros em grande escala é bastante simples e
apresenta satisfatdrio custo-beneficio; ao contrario,
anticorpos necessitam um processo de produgdo
complexo usando um sistema de expressdo em
células (eucaridtica ou procaridtica).>”>®

O sal de sdédio do pegaptanibe® (Macugem®,
Eyetech Pharmaceuticals/Pfizer) é um aptamero de
acido ribonucléico, com 28 bases nitrogenadas ligadas
por covaléncia a duas moléculas de polietileno
glicosilado de 20 kDa. Aptameros sdo ligantes
olinucleotideos que sdo selecionados para interagir
com alta afinidade a especificos alvos moleculares.’”®

0] pegaptanibe interage e bloqueia
especificamente a atividade da isoforma VEGF-A165.
Esta seletividade provém da conformacdo do
aptamero. Com o objetivo de prolongar a atividade
farmacocinética intra-ocular do aptdmero, a estrutura
de seu carboidrato foi modificada para prevenir a
degradacdo por enzimas enddégenas como
endonucleases e exonucleases, e uma molécula de
polietileno glicosilado foi adicionada para aumentar a
meia-vida do farmaco no vitreo. O bloqueio da
interacdo da isoforma VEGF-A165 com seu receptor
na célula endotelial pelo pegaptanibe inibe a
permeabilidade vascular e a neovascularizagao
retiniana.>** Trata-se, portanto, de uma terapia anti-
VEGF que foi recentemente avaliada no tratamento
da DMRI neovascular por meio de vdrios ensaios
clinicos multi-céntricos (ensaios clinicos realizados de
acordo com um Unico protocolo, em mais de um
centro de ensaios e, consequentemente, por dois ou
mais  investigadores). Frente aos resultados

Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No. 3| |257-269|



de Freitas, G. B. L. et al.

apresentados apds 1 ano de investigacdo, o
pegaptanibe passou a ser a primeira medicagdo
antiangiogénica para uso intravitreo destinada ao
tratamento da DMRI neovascular aprovada pelo
FDA.** Entretanto, Gragoudas e colaboradores citam
alguns trabalhos que relatam uma reducdo de perda
de visdo em aproximadamente 50% dos pacientes
tratados por um periodo de um ano com pegaptanibe,
com uma estabilizacdo no tratamento a partir do
segundo ano de uso da terapia.*

A partir da busca por uma melhor terapia para o
DMRI, surgiu o ranibizumabe®  (Lucentis®;
Genentech), um fragmento do anticorpo monoclonal
humanizado (ver glossario), originalmente conhecido
como rhuFabV2, que se liga ao fator de crescimento
vascular endotelial, e previne desta forma a interacdo
deste fator com seus receptores VEGFR-1 e VEGFR-2
localizados na superficie das células endoteliais. Isso
causa reducdo na proliferacdo dessas células, além de
também reduzir o desvio vascular e a formacdo de
novos vasos sanguineos. O ranibizumabe foi aprovado
pelo FDA em junho de 2006 para o tratamento de
pacientes com DMRI neovascular, tornando-se um
membro da classe de medicamentos de acdo
terap@utica anti-VEGF para uso intra-ocular.***

Recentemente, Stone descreveu a eficacia do
ranibizumabe como milagrosa, por ser o primeiro
tratamento para DMRI que melhora a visdo.*” Em dois
ensaios de controle randomico, este farmaco nao sé
preveniu a perda da visdo como também aumentou
significativamente a perspicacia visual (90% dos
pacientes tratados), ou seja, superou os resultados
obtidos pelo pegaptanibe.”**° De acordo com Moura,
este resultado cria uma perspectiva de tratamento de
DMRI para aproximadamente 30 milhdes de pacientes
em todo 0 mundo.>® Além disso este nimero pode ser
aumentado consideravelmente pelo uso potencial
deste medicamento no tratamento do edema macular
diabético, para o qual os testes de fase Il ja foram
iniciados.*

Em 2006, Spaide e colaboradores avaliaram o uso
de bevacizumabe intravitreo em 266 pacientes com
guadro de degeneracdo macular relacionada a idade.
Neste experimento a utilizacdo do bevacizumabe
aumentou a perspicdcia visual e espessura macular,
sem demonstrar efeitos colaterais sistémicos e
oculares significativos nos pacien’ces.51 Estes
resultados confirmam a importancia da utilizagcdo de
anticorpos, os quais conseguem cada vez mais
conferir especificidade e eficacia, auxiliando no
dominio da modulagdo do sistema VEGF para o
tratamento de doengas relacionadas a
neovascularizagdo.
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5.2. Inibidores de quinases em VEGFRs

Além dos anticorpos monoclonais, a classe de
inibidores de quinase tem sido usada com grande
éxito na regulagdo do processo angiogénico.
Diferentemente dos anticorpos monoclonais, que sdo
administrados pela via intravenosa, os inibidores dos
receptores do tipo tirosina-quinase podem ser
administrados por via oral, o que garante maior
adesdo do paciente ao tratamento. Esses inibidores
competem pelo sitio de ligacdo do ATP no dominio
catalitico de varias tirosina-quinases oncogénicas.

As proteinas quinases constituem a maior familia
de proteinas em eucariotos. Estas estruturas
desempenham um controle chave de comunicacao,
regulacio e transducdo de sinais celulares. O
mecanismo regulador inclui védrios fenbmenos que
vao desde alteracGes quimicas e estruturais da
proteina até a funcdo transcricional. Por esse motivo,
um detalhado entendimento sobre o mecanismo de
controle das proteinas quinases tornou-se foco de
interesse de muitas pesquisas.31

O dominio quinase dos VEGFRs, assim como nas
demais proteinas quinases, é formado por dois lobos:
lobo-C e lobo-N (Figura 7). O sitio ativo se localiza na
cavidade entre estes dois lobos, e inclui um residuo
de aspartato localizado no loop catalitico da enzima.
Este residuo tem participacdo crucial na estabilizacdao
do estado de transi¢do, durante a transferéncia do
fosfato da molécula de ATP para residuos especificos
de tirosina, com subsequente transfosforilagdo entre
os homodimeros.>> Outras regiGes importantes na
regulacdo da forma ativa e inativa da enzima, assim
como na estabilizagdo das conformag¢des obtidas
nestes estados sdo a a-hélice e o segmento de
ativacdo (Figura 7). Eles evidenciam as mudangas
conformacionais induzidas pela dimerizacdo dos
receptores VEGF apds a interacdo de ligantes nos
dominios extracelulares, tendo este movimento a
capacidade de aferir “protecdo”ou “desprotecdo” do
sitio catalitico frente a aproximacdo do ATP.

Existem dois tipos gerais de mudancas
conformacionais associados as proteinas quinases. O
primeiro envolve a interconversao do estado ativo,
momento em que a proteina desencadeia suas
atividades bioldgicas, usualmente ela encontra-se
interagindo com um ligante (agonista) e estado
inativo, que ocorre quando nenhuma atividade é
observada. Geralmente uma biomacromolécula,
como por exemplo uma enzima, encontra-se em um
estado inativo (inerte), o qual so serd alterado quando
sofrer algum tipo de estimulo frequentemente
ocasionado pela interagdo com um ligante. A
estabilidade funcional na inativacdo e ativagdo implica
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em mudangas conformacionais da posi¢cdo da a-hélice
no lobo-N e da conformagao do segmento de ativagao
no lobo-C. O segundo tipo de mudanga
conformacional ocorre no estado ativo, com os dois
movimentando-se um de encontro ao outro, de forma
a abrir e fechar a cavidade enzimdtica e regular o ciclo
catalitico.” No trabalho de Harris e colaboradores,” a
estrutura do dominio quinase do receptor VEGFR-2 foi
determinada por difracdo de raiosX (PDB ID: 1y6a), o
que foi essencial para determinacdo dos residuos e
regidoes farmacoféricas envolvidos na interacdo e
estabilizagdo do ligante no sitio catalitico.”® Devido ao
alto grau de identidade entre VEGFR-1 e o VEGFR-2,
acredita-se que a conformacao tridimensional do
VEGFR-1, o qual até o momento nao tem sua
estrutura determinada experimentalmente, seja
semelhante a do subtipo de receptor 2.

Figura 7. Representagao estrutural do dominio
tirosina-quinase do receptor VEGFR-2 (adaptado de
PDB ID: 20h4).>® Em destaque est3o a a-hélice (verde),
o segmento de ativagdo (amarelo) e o sitio catalitico
(vermelho) com a demonstragdo do residuo de
aspartato

Muitos dos inibidores de quinase (ver glossario)
dos receptores de VEGF sob investigacdo inibem
multiplas quinases ndao envolvidas na angiogénese, o
que resulta em diversos efeitos colaterais. Para
contornar este problema novos inibidores estao
sendo desenvolvidos visando o aumento da
seletividade, e portanto a minimizacdo desses efeitos
indesejaveis. Atualmente, alguns inibidores
moleculares ativos oralmente para os receptores
VEGFR-1 e 2 (Figura 8) estdo sendo integrados ao

mercado farmacéutico: sunitinibe®® (SU 11248,
Sutent),”’”  vandetanibe®  (Zactima, ZD6474)°
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vatalanibe®® (PTK787/ZK 222584 — PTK/zK),*
sorafenibe® (Bay 43-9006, Nexavar), pazopanibe®
(GW-786034)* e cediranibe® (AzD-2171).%°

O sunitinibe, também conhecido como SU11248
ou sutent (Figura 8, 1 - Pfizer) é uma molécula
desenvolvida racionalmente, que inibe a atividade
quinase de membros da familia de receptores
tirosina-quinase como o VEGFR-1 e 2, PDGFR-a e
PDGFR-b, c-Kit além das quinases FLT-3 e RET. A
inibicdo desses receptores bloqueia a transducao de
sinais e, com isso, afeta muitos dos processos
envolvidos no crescimento, progressdao, metastase e
angiogénese de tumores. Estudos pré-clinicos com o
emprego de vdrias linhas de células de tumores
mostraram que os efeitos antiangiogénicos do
sunitinibe sdo mediados por VEGFR e PDGFR-b, e que
este farmaco também tem efeito antitumoral direto
em doengas correlacionadas com as vias de
sinalizacdo que envolvem KIT (conhecido como um
receptor de citocina expressado principalmente na
superficie de células do tecido hematopoiético) e
FIt3.5°® Em janeiro de 2006, o sunitinibe foi aprovado
pela FDA para o tratamento de carcinoma avangado
de células renais e para casos de resisténcia e
intolerancia ao farmaco imatinibe (considerado o
primeiro farmaco inibidor de tirosina-quinase) no
tratamento do tumor estromal gastrointestinal (GIST),
gue constitui um grupo incomum de neoplasias de
origem mesenquimal, sendo mais frequente no
estdmago e no intestino delgado.®”°

Caracterizado como um inibidor de caracteristicas
multiquinases, o vandetanibe (Figura 8, 2) é um
recente inibidor, que age principalmente sobre a
atividade tirosina-quinase dos receptores VEGFR-2 e
EGFR. Ele é também conhecido como zactima e tem
uma potencial acdo inibidora de proliferacdo e
sobrevivéncia de células tumorais.”® Estudos in vitro
demonstraram que o vandetanibe é um inibidor
seletivo da proliferacdo celular estimulada por VEGF e
EGF. Com o objetivo de reforcar as caracteristicas
mencionadas acima, Wedge e colaboradores”™
mostraram que vandetanibe é um inibidor potente da
atividade tirosina-quinase de VEGFR-2 (ICsy = 40 nM),
além de também apresentar valores na faixa
nanomolar para inibir a atividade quinase de EGFR
(ICso = 500 nM), e VEGFR-3 (ICs, = 108 nM).”* Além
disso, o vandetanibe inibe a quinase RET (ICs, = 100
nM) e o crescimento in vitro de células tumorais
dependente do RET. Varios estudos de Fases Il e I
que estdo sendo realizados com este protétipo
indicam que, em breve, o vandetanibe poderad ser
uma outra opg¢do para o tratamento de pacientes com
cancer de pulm3o de células ndo pequenas (CPNPC).”
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Figura 8. Férmulas estruturais de alguns inibidores da atividade tirosina-quinase dos VEGFR-1 e VEGFR-2

O vatalanibe (Figura 8, 3 - Novartis) apresenta
atividade contra VEGFR-1, 2 e 3, além dos receptores
do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFR), c-Kit e c-Fms. No entanto, este protdtipo
exibe maior afinidade pelo receptor VEGFR-2. Ele
claramente revela um efeito antitumoral em varios
tipos de tumores sdlidos e atualmente se encontra
em estudos triagem de fase Ill no tratamento para
tumores colorretais (popularmente conhecido como
cancer do intestino grosso) e de fase Il contra tumores
no cérebro, pancreas, préstata, mesotelioma,
melanoma, sistema ginecoldgico, linfoma e CPNPC.”°

Introduzido no mercado farmacéutico pelo grupo
da alema Bayer e da empresa americana Onyx, o
sorafenibe, também conhecido como nexavar (Figura
8, 4) age inibindo as quinases serina-treonina Raf-1 e
B-Raf, e as tirosinas quinases VEGFR-1, 2 e 3 além do
PDGFR- com efeitos antitumorais em células
cancerigenas do célon, pancreas e seio. Este farmaco
foi aprovado pela FDA em dezembro de 2005. Dentre
suas principais acbes farmacoldgicas, destaca-se a
inibicdo da proliferacdo e angiogénese de células
tumorais, além do aumento na taxa de apoptose.”®”*
A sinalizacdo celular que é mediada por Raf-1 e VEGF
tem sido implicada na patogénese molecular do
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carcinoma hepatocelular, proporcionando uma base
racional para investigar o sorafenibe para esta
anomalia.”*"

O pazopanibe (Figura 8, 5) é um derivado de 2H-
indazolilpirimidina sintetizado pela GlaxoSmithKline.
Ele exibe atividade inibitdria contra as quinases dos
subtipos 1, 2 e 3 de receptores VEGFR com valores de
ICs de 10, 30, e 47 nM, respectivamente. O
pazopanibe é também conhecido como um prototipo
multiquinases, pois age sobre diversas enzimas. No
trabalho de Kumar e colaboradores,® foram
realizados ensaios in vitro em um sistema de células
livres, para testar a atividade do pazopanibe sobre
determinadas enzimas. Ficou evidenciado a sua baixa
seletividade e consequentemente o alto risco de
efeitos colaterais.* Atualmente, encontra-se em
estudos de Fase Il para o tratamento de tumores no
cérebro, tiredide, sarcoma, sistema renal, urotelial,
ovariano, neuroenddcrino, nasofaringeo, ginecolégico
e no figado.”

Alberts e colaboradores® mostraram, a partir de
estudos de Fase Il a eficacia do cediranibe (Figura 8, 6)
em pacientes com carcinoma hepatocelular. O
cediranibe (Recentin ou AZD2171 - AstraZeneca) é um
potente inibidor de VEGFR, KDR (ICso < 0,002 uM) e
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FLT-1 (ICso = 0,005 uM), e dos receptores c-Kit,
PDGFR-b, e Flt-4 em concentragdes nanomolares.®
Em recentes estudos de Fase ll, foi confirmado que o
cediranibe consegue normalizar transitoriamente os
vasos do tumor em glioblastomas, causando
mudancas rapidas na estrutura e fungao do vaso do
tumor e aliviando o edema cerebral, dados estes
avaliados por imagem de ressonancia magnética.
Além disso, AZD2171 induz uma diminuicdo do
volume e massa do tumor para menos da metade
diagnosticada no inicio do tratamento com apenas
poucos dias de aplicacdo. Até o momento, ndo ha
nenhum dado concreto da associacdo do cediranibe
com quimioterapia ou radioterapia. Entretanto, é
grande a perspectiva da otimizacdo de sua atividade
pelo sinergismo com terapias que agem diretamente
no sistema extracelular.®®

Como foi citado, os inibidores tirosina-quinase dos
receptores VEGFR-1 e 2, contribuem para o
tratamento de uma grande quantidade de patologias,
principalmente tumorais. Entretanto, o uso da grande
maioria tem sido classificado como terapias de
segunda ou terceira linha. Para que os inibidores
tenham um papel primdrio na terapia, tem que haver
uma hipdtese clara de sua utilizagdo, e.g. alvos e
mecanismos de acdo bioldgicos pré-estabelecidos,
além de relevantes dados pré-clinicos, e ter sido
aplicado em grupos bem caracterizados de pacientes.
Nos Ultimos anos tem-se buscado um melhor
entendimento do mecanismo de agdo e maior
seletividade destes inibidores, o que provavelmente
permitira a classificagdo dos futuros inibidores de
quinase como tratamento de primeira linha.

6. Conclusoes

O sistema dos fatores de crescimento vascular
endotelial  engloba  indmeras moléculas e
macromoléculas bioldgicas classificadas como fatores
pré e pré-angiogénicos. Estas estruturas auxiliam no
controle de patologias (crescimento de tumores,
psoriase, artrite reumatodide e retinopatia diabética),
diretamente relacionadas ao aumento anormal das
redes vasculares. Outras doencas originadas pela
baixa suplementagdo resultante do déficit de
vascularizagdo em determinadas dreas induzem
diversos danos nesses tecidos, podendo levar a morte
celular isquémica, fator principal de injurias como
infartos cerebrais e cardiacos. Por outro lado, em
processos de cicatriza¢do, regenera¢ao do organismo,
e durante a ovulagdo e formagdo da placenta, o
sistema VEGF torna-se fundamental para o controle
homeostasico.
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Pode-se concluir que o aumento do interesse na
pesquisa por novos inibidores da atividade tirosina-
quinase, durante a ultima década, se justifica pelo
aumento proporcional dos conhecimentos adquiridos
nos aspectos estruturais e de sinalizacdo do sistema
VEGF, assim como, a grande biodisponibilidade e
variedade estrutural entre as classes de inibidores
disponiveis no mercado farmacéutico e em fase de
testes pré-clinicos. No entanto, um estudo minucioso
do dominio quinase destes receptores é fundamental
para o planejamento de novos inibidores seletivos, o
gue acarretaria na reducdo significativa da interacao
com outros receptores e, consequentemente, dos
efeitos colaterais e dose administrada.

Esta revisao descreve de modo sucinto o sistema
VEGF, incluindo a expressio dos fatores de
crescimento vascular endotelial (VEGF), mecanismos
de ativacdo dos receptores VEGFR-1 e 2 e a
dimerizacdo destes receptores, além de mostra o
amplo espectro de agdo fornecido pelo tratamento
com anticorpos monoclonais e inibidores do dominio
tirosina-quinase, justificando porque o sistema VEGF
é conhecido como um alvo multi-terapéutico.

7. Glossario

Hormonio autdcrino: Tem acdo direta na mesma
célula que o libera. Interleucina-2, que estimula a
proliferagdo de células T, é um horménio autécrino.”’

Hormonio paracrino: Age somente em células
proximas aquela que o libera. Prostaglandinas e
muitos fatores de crescimento s3o exemplos de
hormonios paracrinos.”’

Receptores quiméricos: Quimera é um animal ou
tecido composto de elementos derivados de
individuos diferentes; um hibrido. Um receptor
quimérico é uma proteina contendo segmentos
derivados de proteinas diferentes.”

Quinase: Nome de um conjunto de enzimas da classe
das transferases que catalisam a transferéncia de um
grupo fosfato terminal () de um determinado
composto doador (ATP ou GTP) para uma molécula
receptora (substrato). O substrato que serve como
aceptor do grupo fosforila para uma especifica
quinase é identificado no prefixo do nome da quinase,
e.g. glucoquinase, a qual é envolvida na manutencao
dos niveis de glucose no sangue. As proteino-
quinases, que fosforilam residuos especificos de
treonina, serina e tirosina em proteinas-alvo, tem um
papel critico na regulagdo da atividade de muitas
proteinas celulares.”” ”®
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Anticorpo monoclonal humanizado: E um tipo de
anticorpo feito em laboratdrio através da combinacgdo
de um anticorpo humano com uma pequena parte de
anticorpos monoclonais de ratos e/ou camundongos.
A parte do anticorpo de rato ou camundongo liga-se
ao antigeno alvo, e a subunidade humana ajuda a
proteger o anticorpo contra uma destruicdo causada
pelo sistema imune do hospedeiro.
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