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RESUMO

O céncer € uma das principais causas de morte
no mundo, e a busca da cura desse mal é uma das
principais preocupagdes da medicina modema. Nes-
te sentido, na idltima década dois nomes tém se des-
tacado no estudo do crescimento tumoral e a busca
da cura: Judah Folkman ¢ Michael O’Reilly.

Seus estudos sobre a angiogénese tumoral per-
mitiram a identificagfio de dois agentes, angiostatina
e endostatina, que mostram grande potencial na te-
rapéutica antineopldsica, agindo justamente na ini-
bigdo dessa angiogénese.

O marco desse estudo foi a observacio clinica e
laboratorial do rdpido crescimento e disseminagio
de iniimeros focos tumorais apés a retirada de um
tumor primdrio. Concluiu-se, portanto, que a pre-
sen¢a deste inibia de alguma forma o crescimento
dos demais focos.

Essas duas novas substancias vém se somar is
védnas terapias antiangiogénicas tumorais em estu-
do, como o trombospondin, interferon, inibidores
das metaloproteinases; porém, com a vantagem de
serem at€ o presente momento, sem efeitos
colaterais.

Este trabalho relata os fatos e achados clinicos e

laboratoriais que levaram a descoberta da
angiostatina e da endostatina, baseados nos recen-
tes estudos de varios pesquisadores que buscam a
cada dia respostas para a cura do céncer.

Descritores: Neoangiogénese — Angiostatina
— Endostatina — Terapia antitumoral

INTRODUCAO

O cincer ¢ atualmente um problema de sau-
de publica em todo o mundo. Sé nos Estados Uni-
dos sdo mais de 500.000 mortes anuais causadas
pelo cancer, muitas delas ocorrem apds o desen-
volvimento da resisténcia & quimioterapia. (2)

Cerca de 30% dos pacientes submetidos 2
quimioterapia, desenvolvem resisténcia. ()

O inicio da resisténcia, é em parte devido 3
instabilidade genética, heterogenicidade, aumento
da mutacdo de células tumorais.(2) Eventos como
delecdo parcial ou completa de cromossomos,
amplificacdo de genes translocagdo, rearranjos
cromossdmicos de simples mutacio asseguram efi-
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ciente selecfio e grande crescimento de células
tumorais, resistentes a drogas.(8)

Entretanto, um tumor nio é composto apenas
por células neopldsicas. Toda neoplasia necessita
de vasos sanguineos que permitam fluxo adequado
de nutrientes para seu crescimento.

As células endoteliais destes vasos formados
pelos tumores, apresentam baixa taxa de mutagdes
e grande estabilidade genética, logo, menor propen-
sdo ao desenvolvimento de mecanismos que indu-
zam resisténcia a quimioterapia.(8)

Além disso, outros fatos observados na clini-
ca com pacientes em que a remo¢do de certos tu-
mores eram seguidas por ripido crescimento de
metdstases ou em pacientes terminais onde se ob-
serva que um tumer primério inibia o crescimento
de tumores secundérios de mesmo tipo histoldgico
ou nao (12). Estes achados resultaram em pesquisa
de como um tumor inibia o crescimento de outro,
mas ndo o seu proprio crescimento.

A luz de ambos conhecimentos, os cientistas
Judah Folkman e Michael (" Reilly baseados no
estudo da angiogénese tumoral e no conhecimento
do mecanismo do crescimento de um tumor depen-
dentes de fatores inibitdrios e estimulantes produ-
zidos pelo préximo tumor, anunciaram nos dltimos
anos o sucesso de uma nova terapia contra o cancer
direcionada ao combate da angiogénese por duas
novas drogas: Angiostatina e Endostatina.

CARCINOGENESE
O evento da carcinogénese é complexo ¢
multiinstitucional. Durante a carcinogénese ocorre
maior proliferacdo celular, com sua diminuta eli-
minagdo através do sistema imunolégico, ocasio-
nando o aumento de tecido tumoral.

1. Fatores oncogénicos:
Sao fatores que agem na tumorigénese de forma

complexa e com a¢do muiltipla.

Basicamente, agem como um fator indutor ini-
bindo a repressdo do DNA, estimulando portanto, a
formagdo de RNA e proteinas na fase G, e a sintese
aumentada da DNA na fase S do ciclo celular, de-
terminando um tempo de geragio mais prolongado.
Isto significa que, em tecidos normais ocorre uma
elevada proliferacio celular do compartimento pro-
genitor (G,), onde o tempo de geragdo (duragdo do
ciclo celular) estd encurtado determinando um maior
mimero de células; j4 no tumor, o ciclo € mais pro-
longado que o normal, ou seja, células tumorais nio
proliferam mais rapido que células normais e sim
possuem um indice mitético didrio maior, aumen-
tando a fracdo de células que participam do pool
proliferativo (aumenta o nimero de células na fase G,
que passam para G ). (5)

O crescimento tumoral ird, dessa forma, ser de-
pendente do tipo de tumor (histologia € metabolis-
mo) e de vdrios fatores oncogénicos.

1.1. Imibi¢ic por contato:
Geralmente o crescimento celular se dd em uma

monocamada, com distribuicao e morfologia ho-
mogénea, as custas de GF,_ (fatores de crescimen-
to). Quando esse crescimento celular provoca o
contato entre as células através de suas membra-
nas celulares ocorre uma inibicdo do crescimento,
com a sua conseqilente parada: € a chamada inibi-
¢ao por contato.

J4 nas células neoplésicas esse crescimento ce-
lular € diferenciado: elas ndo sdo tdo dependentes
das GF_ para crescer; possuem heterogenicidade
morfologica e nio possuem inibi¢do por contato,
crescendo e ndo respeitando os limites da célula
vizinha. Essa tltima caracteristica ¢ fundamental
para o processo carcinogénico, visto que, a célula
tumoral € capaz de crescer em suspensio (sem uma
superficie como substrato) anarquicamente.

1.2. Oncogenes:
Sdo genes que de alguma forma possuem um

potencial de transformacio de células normais em
células neoplésicas, estando relacionados com a
indugio e evolugdo do tumor. Podem ser de carater
genético especificamente, ser resultante da agéo dos
agentes oncogénicos ou ser produto de ambos (
oncogenes que podem ser ativados pela presenca
de fatores oncogénicos). Nesse sentido vale desta-
car a importincia dos protooncogenes, os quais sio
genes que normalmente controlam o metabolismo
celular e, quando alterados, sdo ditos oncogenes,
agora com capacidade de ativar fatores de transcri-
¢do que estimulam a sintese protéica em uma célu-
la transformada que adquire a capacidade de de-
sencadear o processo de divisao sem estimulos ex-
ternos (sem feedback). (5)

Alguns oncogenes estdo relacionados com ©
comportamento tumoral, determinando uma mai-
or ou menor agressividade, como € o caso do myc
n. Outros determinam maior resisténcia & multiplas
drogas, como o mdr 1. J4 95% das mutagdes ocorre
no p33 que, quando alterado, ndo leva a morte ce-
lular.

Portanto, o desenvolvimento de cincer deve
seguir eventos genéticos pré- estabelecidos para que
possa ser concretizado:

e Deve haver a ativacdo dos protooncogenes.
Essa ocorre por translocacdo, mutagiio ou amplifi-
cacdo.

«Pode ocorrer perda dos genes supressores, os
quais controlam genes com atuacio “anémala” na
célula.

» Instabilidade genética nos genes de reparo do
DNA.

oPerda dos genes da apoptose.
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1.3. Virus oncogénicos:

Um virus, especialmente os retrovirus, pode car-
regar um oncogene ou se incorporar em uma célula
e alterar seus proprios protooncogenes, levando A
formacéo de oncogenes. Essa alteraciio no DNA con-
segue se perpetuar para as proximas geracOes celu-
lares. (5)

1.4. Fatores fisicos ¢ quimicos:

Fatores fisicos como as radiagdes ionizantes e
quimicos como substincias cancerigenas possuem
a capacidade de provocar alteracbes pontuais no
material genético celular, criando produtos genéti-
cos que codificardo proteinas andmalas com poten-
cial de estimular o crescimento celular, mas ndo o
de paré-lo.

Esses efeitos sdo exercidos através de
translocacgdes cromossOmicas, mutagdes, amplifica-
¢des e delegdes. (5)

1.5. Fatores mecénicos:

Fatores mecanicos traumatizantes e repetitivos
em um mesmo local podem predispor ao apareci-
mento de uma lesio pré-cancerosa. Isso ocorre em
virtude do processo de reparagio celular em que ha
aumento da proliferagdo celular (hiperplasia), bem
como o aumento do tamanho dessas células
(hipertrofia),facilitando a formagdo de uma célula
anaplésica durante o processo de divisdo mitética. (5)

CRESCIMENTO TUMORALE
NEOANGIOGENESE

Angiogénese € o processo pelo qual uma estru-
tura estimula a formagfo de novos vasos sangiiineos.
E um processo firmemente controlado, normalmente
dependente de indmeros fatores estimuladores e
inibidores.

Angiogénese & diferente de vasculogénese,
pois esta ditima se apresenta no embrido. A
angiogénese possui 4 estigios: 1.Aumento da
permeabilidade capilar. 2. Produgido de enzimas
proleoliticas que degradam a matriz extracelular e
promovem migracdo de células endoteliais. 3. Di-
ferenciagdio em novos vasos. 4. Estabilizacdo e
maturagdo de vasos por moléculas mediadoras que
recrutam células mesenquimais (4).

Duas vias distintas induzem a angiogénese:
uma engatilhada pelo fator de crescimento de
fibroblastos bdsico (bFGF) e TNFa e requer
interagdo com XVb3. O TNFa é um ativador
angiogénico “in vivo”, mas ndo “in vitro”. Ela in-
duz a produgéio de secrecio de proteina B61, que
funciona como quimioatrativo e fator angiogénico,
pois ¢ o gatilho na sintese de fator ativador de
plaquetas (PAF): fosfolipideo que estimula a
quimiocinese e provoca resposta angiogénica. O
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TNFa também estimula a sintese de 6xido
nitrico, que é angiogénico. A segunda via € a do
VEGF-A (fator de crescimento endotelial vascular
do tipo A}, que também ativa mondcitos e € XVb3
dependente. O VEGF-A é uma glicoproteina
dimérica relativamente especifica e seu mais po-
deroso indutor € a hipéxia, formando novos vasos
providenciando aumento da oxigenacdo. Células
tumorais expressando o k-ras ou h-ras mutantes
mostram um estimulo da transcri¢io de VEGE-A,
sugerindo uma ligagdo potencial entre
tumorigénese e angiogénese. (4)

Nas neoplasias, a mutacéo do P53 induz 2
angiogénese que € um componente da progressao
do tumor. (4)

O crescimento e evolucdo tumoral estd na
dependéncia direta de sua capacidade de estimu-
lar sua necangiogeénese. Isso ndo s6 pelo fato que
esta é necessiria para um aporte nutricional ade-
quado mas também porque o crescimento e de-
senvolvimento tumoral estd em certo grau na de-
pendéncia de certos fatores de crescimento pro-
duzidos por seu endotélio. (15)

Um tumor ficard isolado localmente (in situ)
até que atinja um tamanho minimo, que lhe per-
mita estimular sua neoangiogénese de modo efi-
ciente. (12)

Por outro lado, grandes tumores, com
deplecdo de seu leito vascular ou da capacidade
de estimular o crescimento deste, regridem rapi-
damente. (12)

A entrada de células tumorais na circula-
cdo & ressaltada pela angiogénese, pois os vasos
sangliineos imaturos sao mais permedveis. (17)

Também ¢ observado que todos inibidores
angiogénicos (esterdides angiogénicos,
talidomida, Fumagelin anédlogo TNP-470,
trombospondin, angiostatina € endostatina entre
outros) inibem metdstases tumorais. (17}

Wendner mostrou uma correlacio direta en-
tre a densidade vascular e a probabilidade de
metdstase em pacientes humanos, com cincer de
mama.(17)

O crescimento de metastases, nio ocorrerad
por sua vez, enquanto estas em seu foco forem
bombardeadas por fatores antiangiogénicos.
Michael O’ Reilly demonstrou como esse
bombardeamento era produzido a partir de um
tumor primério. (12) .

O tumor primario produz duas qualidades
de fatores que atuam sobre a angilogénese: um que
a estimula e outro que inibe. O tumor primdério
produz os dois, porém o fator estimulatdrio € pro-
duzido em quantidade maior em relagdo ao inibi-
torio. Logo, o efeito estimulador prevalece sobre
o inibidor localmente. O fator estimulador tem
meia-vida muito curta e o inibidor longa, assim,
ao atingirem a circulacdo sangiliinea; nos focos



tumorais periféricos o fator inibidor derivado do
tumor primario se encontra ém maior concentra-
¢do que os fatores estimuladores produzidos nes-
tes focos, o que permite a inibi¢do do tumor pri-
mario sobre os focos periféricos. Para este ulti-
mo fendmeno ocorrer, 0 tumor primério deve ter
um tamanho minimo para que sua producdo de
fatores inibidores seja suficiente para causar seu
efeito nos focos periféricos. A qualidade do tu-
mor também é importante para tal. Deste modo,
o foco neoplisico primdrio consegue estimular o
crescimento de seu leito vascular a0 mesmo tem-
po que inibe o crescimento de focos periféricos.
(12,14)

Portanto, uma vez realizada a resseccio to-
tal ou parcial de certos tipos de tumores, corre-se
o risco de rapido crescimento e desenvolvimento
metastatico ou segundo primdrio (focos
neoplasicos periféricos que ndo se manifestaram
anteriormente porque seu crescimento era inibi-
do pela presenca daquele que foi retirado).

TERAPIAS ANTIANGIOGENICAS NATU-
RAIS NAO-TUMOR DERIVADO

1. Trombospondin:

A suspeita inicial da relacdo entre o
trombospondin e sua propriedade antiangiogénica
foi feita por Bouck et al, que relacionaram essa
atividade com a expressdo de um gene supressor
do tumor. Trombospondin € um inibidor da proli-
feracdo celular do endotélio, motilidade ¢
morfogénese.

Foi noticiado que a supressdo do tumor, bem
caracterizado, p53 pode reprimir a angiogénese
pela estimulacdo da producio de trombospondin
ou outros inibidores em certas células do tumor.
Em um estudo mais recente foi demonstrado que
a expressio de frombospondin € inversamente re-
lacionada com a angiogénese e expressdo do p33.

(17)

2. Interferon:

Foi demonstrado o efeito do interferon de ini-
bir a migracdo de células endoteliais de capila-
res, passo importantissimo no processo
angiogénico. Sua acio antiangiogénica ocorre “in
vivo”, mas ele ndo € suficientemente potente para
causar regressdo tumoral quando usado sozinho.

O interferon age bloqueando a producdo ou a
eficicia de fatores angiogénicos produzidos por
células tumorais. A sensibilidade ao interferon va-
ria de tumor para tumor, por exemplo, os
hemangiomas, que sfo tumores benignos consti-
tuidos basicamente por células endoteliais, sao
extremamente sensiveis ao tratamento com
interferon, tanto que o tratamento com a-
interferon € um dos tratamentos bem sucedidos e
protocolados no combate de hemangiomas. O uso

de a-interferon é de longa duragdo, durando, mui-
tas vezes, 1 ano ou mais, mas possui a vantagem de
ser relativamente atoxico. (17)

3. Inibidores da metaloproteinase:

A metaloproteinase € responsavel por permitir
destruicio limitada de tecido conectivo em bom
estado para possibilitar a migra¢do tecidual de cé-
lulas tumorais.

Virios inibidores naturais das metaloproteinases
tém sido encontrados em uma variedade muito gran-
de de células e tecidos. Todas as substancias da fa-
milia dos inibidores da metaloproteinase sdo agen-
tes antiangiogé€nicos. Esses inibidores sao respon-
sdveis por inibir o crescimento do tumor e forma-
¢do de metdstase. O mecanismo para 1SS0 ocorrer
se deve ao fato dos inibidores suprimirem a degra-
dacdo de matriz extracelular. Parece também que
eles podem bloquear diretamente a proliferagio e
migra¢do de células tumorais e endoteliais “in
vitro™. (17)

TERAPIAS ANTIANGIOGENICAS
ARTIFICIAIS

1. Inibidores sintéticos de protease:

Entusiasmados com os efeitos anti-tumorais dos
inibidores da metaloproteinase, varios pesquisado-
res vem desenvolvendo inibidores sintéticos de
proteases, os quais podem ser agentes terapéuticos
proveitosos. Um exemplo dessa classe de drogas é
o BBY4, ou batismatat, que mostra um grande ¢
crescente potencial antitumoral, antiangiogénico,
antimetastitico em tumores experimentais com re-
lativa baixa toxicidade em tratamentos clinicos pre-
liminares. (17)

2. Peptideos anti-adesivos:

Para ocorrer o processo angiogénico faz-se fun-
damental a capacidade de migragdo de células
endoteliais, proliferacio e morfogénese.

Recentes trabalhos de Cheresh e colaboradores
vem destacando as integrinas aVb3 e adbl como
mediadores importantes da angiogénese. Isto vem
sendo também verificado pelo fato de que a
angiogénese e o crescimento tumoral podem ser
mibidos por anticorpos anti-integrinas, bem como
por antagonistas que blogqueiam a interagcdo dessas
integrinas com suas matrizes extracelulares ligantes.
Observou-se a ocorréncia de apoptose celular, em
endoteliocitos de vasos novos, quando em contato
com esses inibidores, porém, células em veias ma-
duras preexistentes ndo sio afetadas.

Pasqualine ¢ colaboradores em recente publicagdo
mostraram que o RGD ciclado, contendo peptideos
que inibem a fungdo das integrinas, possui sua agio
em bacteriéfagos. Quando o fago foi ino-
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culado em animais experimentais, ele localizou
preferencialmente em neovasos sangiiineos
tumorais, provavelmente por uma interacio com
as mtegrinas endoteliais, as quais tém sido esti-
muladas durante a angiogénese.

Esta tecnologia permite atingir os diversos agen-
tes angiog€nicos nos locais de neovascularizagdo
tumoral, criando um enorme potencilal de novos
métodos que bloqueiam a proliferacio celular e a
expansdo de tumores primdrios e secundérios, além
de possufrem uma relativa baixa toxicidade. (17)

AGENTES FARMACOLOQICOS QUE INI-
BEM ANGIOGENESE

1. AGM-1470/TNP-470:

A observacio inicial feita por Irgber descreve
que o antibiético fingico fumagilin € um potente
inibidor da angiogénese. Isto possibilitou o desen-
volvimento de andlogos sintéticos do fumagilin
com afividade antiangiogénica. Entre estes novos
compostos estd o O-cloroacetilcarbamoilfumagilol,
primeiramente referido como AGM-1470 e mais
recentemente como TNP-470, possuindo capaci-
dade de inibi¢do da proliferagdo de células
endoteliais “in vitro”e angiogénese “in vivo™.

O TNP-470 tem sido estudado em processos hu-
manos mais do que qualquer outra droga
antiangiogénica desenvolvida. Ela vem sendo usa-
da em tratamentos oncoldgicos de tumores prima-
r10s e resultados preliminares sugerem que o trata-
mento a longo prazo (maiores que 1 ano), com o
TNP-470 sdo muito bons, porém a droga néo pode
ser interrompida precocemente se o tumor demons-
trar sinais de regressio, porque os efeitos dos agen-
tes tomam mais tempo para serem traduzidos den-
tro da estitica tumoral ou regressao. (17)

2. Talidomida:

Recentemente D’ Amato e colaboradores noti-
ciaram a potente atividade antiangiogénica da dro-
ga talidomida. Inicialmente foi usada como um se-
dativo mas seu uso foi descontinuado, tendo em
vista ser um potente agente teratogénico, afetando
mulheres gravidas e resultando em sérios defeitos
congénitos no concepto, especialmente no desen-
volvimento dos membros, quadro conhecido como
focomelia. Porém essa atividade teratogénica pos-
sibilitou um potente mecanismo contra a ativida-
de angiogénica, pois o desenvolvimento de um
membro € sensivel ao crescimento da densidade
vascular do mesmo.

O uso da ralidomida ¢ totalmente atdxico. Esta
em teste, recentemente, o uso de talidomida por
individuos adultos sem gravidez (fase 2) em pro-
cessos clinicos que evoluam para grande prolife-
ragdo de vasos como os tumores, a retinopatia di-
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abética proliferativa, cegueira da prematuridade e
degeneracio macular. (17)

3. CAL

O carboxiamidotriazol (CAI) € um inibidor do
canal de célcio, bloqueando indiretamente a migra-
¢do ¢ proliferacdo de células tumorais, bem como
da atividade angiogénica.

O CAI retarda a metdstase em experimentos
animais, e completou a fase 1 de processos clini-
cos em pacientes com cincer. Houve estabiliza¢do
da doenga em 49% dos pacientes que tiveram a pro-
gressio da doenca antes de comecar o fratamento,

Futuras avaliacdes deste curioso agente
multimodal antitumor estdo a caminho. (17)

AGENTES TUMOR- DERIVADOS

Tendo em vista trabalhos que comprovam que
O tumor primdrio conseguia inibir adequadamente
outros tumores, sendo estes de mesma linhagem
histoldgica ou nio, torna-se necessario isolar o fa-
tor responsavel por tal fato.(6)

Através da utilizagio de um modelo animal
cujo sistema imune foi depletado, foram implanta-
das pilulas bFGF na cérea de ratos. Um grupo era
composto por animais portadores de nove catego-
rias diferentes de carcinomas humanos, e outro gru-
po (controle) compreendia ratos sem tumor. O es-
tudo teve objetivo de detectar a circulagdo de
inibidores da angiogénese tumor derivados. (6)

Para tal, foram analisados o comprimento,
didmetro e densidade de vasos neoformados.

Observou-se que tumores diferentes tinham
padrdo de inibicdo diferente dos diversos
pardmetros. Desde inibicdo maxima dos 3
pardmetros pelo carcinoma pulmonar de Lewis até
minima inibicdo como no carcinoma de colo (co-
nhecido como CX 1). (6)

Tais dados sugerem que tumores diferentes
tém padrio de inibi¢io angiogénica diferente, o que
se reflete na clinica como comportamento mais ou
MEenos agressivo.

Aqueles que “in vitro” apresentaram
maior poténcia inibitéria angiogénica sdo os
mesmos com menor taxa de metéstases (6)

Em outro experimento usando ratos com
sistema imune depletado portadores de
carcinoma pulmonar de Lewis, observou-se que a
remocdo deste era rapidamente seguida de
crescimento de focos metastiticos. (6,12)

Também constatou-se que ratos com © tumor
removido nos quais foram injetados intra
peritonealmente soro € urina de ratos que manti-
nham seus tumores intactos, nfo houve crescimen-



to metastatico, o que nio se obteve com soro e uri-
na de ratos sem tumores. (6,12)

Através da purificacdo do soro e urina des-
tes ratos foram isolados duas substincias que pa-
reciam ser responsdveis por tais efeitos
antitumorais derivados de tumores, chamados
Angiostatina ¢ Endostatina.

ANGIOSTATINA

Foi observado na clinica que apds a remogio
de certos tumores primdarios ocorria um grande in-
cremento de metastases. Também se observou que
a involugdo de um tumor primdrio geralmente era
contemporaneo ao desenvolvimento de um foco
metastatico (12). Estudos em ratos onde foram im-
plantados carcinomas humanos comprovam tais fa-
tos. Demonstrou-se que a administracdo de soro e
urina dos ratos com tumor naqueles cujo tumor pri-
mario foil ressecado, o desenvolvimento
metastitico ndo ocorria e que tais liquidos orgéni-
cos também inibiam o crescimento de colonia de
células tumorais “in vitro”. Porém, ndo apresenta-
vam efeito inibitério a urina e o soro de ratos con-
troles, os quais ndo tinha sido implantado tumor
algum e, portanto, ndo haveria substéncia inibidora.
Mostrou-se que a administracdo seqiiencial blo-
queia fortemente a neovascularizacido e o cresci-
mento metastatico e do tumor primario quando em
dose suficiente (12).

Com métodos de isolamento e deteccdo do fa-
tor inibitdrio, foi descoberto que tratava-se de um
proteina de Peso Molecular igual a 38KDa
identificada como sendo homoéloga em 98% a um
fragmento interno de plasminogénio, com N-ter-
minal de 98 aminoacidos e C-terminal de aproxi-
madamente 440 aminodcidos. Possui as tré€s pri-
meiras “‘regides kringle” descritas como sitio lisina-
ligante I e que tem atividade inibitéria na prolife-
racdo celular endotelial capilar. A esse fragmento
deu-se o nome de angiostatina. Nota-se que o
plasminogénio intacto néo tem essa atividade. Sua
atividade inibitoria é detectada na circulagao aci-
ma de 5 dias (atividade maxima inibitoria 50% é
de 2.5 dias) depois de removido o tumor prim4rio.
(12)

Descobriu-se que ambas (angiostatina e
endostatina) exercem seu efeito quando se ligam
a uma enzima dita adenosina trifosfato sintetase
(ATP sintetase) presente na superficie das células
endoteliais dos capilares tumorais. Esta enzima
permite um fluxo de energia extra as células que
crescem em ambiente com baixa concentracdo de
oxigénio devido a compressdo tumoral. A
angiostatina se liga bloqueando este fluxo extra de
energia para o crescimento vascular. A pesquisa-
dora Tammy Moser separou 2 subunidades a ¢ b.
Quando se usa um anticorpo contra a unidade

a, este diminuia a ligacdo da angiostatina em até
50% com diminuicao de seu efeito em 80%, mos-
trando que seu efetto ¢ minimo quando nfo ligada
a ATP sintetase. A identificacdo deste mecanis-
mo parece ser o passo fundamental para a fabri-
cacdo de moléculas que mimetizam a aclo da
angiostatina e da endostatina. (1)

Angiostatina ¢ gerada por protedlise de
plasminogénio cancer-mediada. Este € o mecanis-
mo direto de formagdo. Em experimentos com car-
cinoma de células prostiticas humanas (conheci-
do como PC-3), estas determinam atividade
enzimdtica que converte plasminogénio com li-
beracdo de 2 componentes: uroquinase (uPA) e do-
adores sulfidril livres (FSD). Em um sistema in-
dependente de células, ativadores de
plasminogénio (uPA, ativador de plasminogénio
tipo tissular (tPA), ou estreptoquinase) em com-
binacio com um de uma série de FSD (N-acetil-
L-cisteina, D-penicilamina, captopril, L-cisteina
ou glutatione reduzido) geram angiostatina “in
vitro” e em “in vivo”. Plasminogénio é primeiro
convertido em duas cadeias plasmina proteinase
serina, por uPA, e na presenca de um FSD, a
plasmina serve como substrato e enzima para ge-
racdo de angiostatina. A disponibilidade local ou
sist€mica de FSD pode ser um importante ponto
regulador da cascata angiogénica. A perda poten-
cial de atividade catalitica de plasmina que pode
ser resultante da conversi3o de plasmina para
angiostatina contribuiria para reduzir a fibrindlise
¢ o estado de hipercoagulacdo freqlientemente
observado em pacientes com céncer. Como € um
sistema independente de células, permite uma pro-
ducido eficiente em larga escala de angiostatina.
(7)

Foi demonstrado que dois membros da familia
das metaloproteinases (MMP), matrilysin e
gelatinase tipo B colagenase IV (MMP 9)
hidrolisam o plasminogénio em angiostatina. Este
€ 0 mecanismo indireto de formacdo. A banda de
58KDa deriva da clivagem do plasminogénio pela
MMP 7 e MMP 9, ambos com o N-terminal cor-
respondente a angiostatina. No carcinoma pulmo-
nar de Lewis a enzima responsavel pela conver-
sdo é a MMP 12, derivada de macréfagos. Estu-
dos mostram que a angiostatina seria 0 primeiro
de quatro fragmentos derivados do plasminogénio.
(13)

Estudos demonstram que a protease que cliva
o plasminogénio em angiostatina € conhecida tam-
bém por sua a¢do de remodelacio da matriz extra
celular, sendo que o mecanismo de agédo da
angiostatina pode envolver modificagbes desta.

Foi administrada em ratos com
hemangiotelioma associade a Coagulac¢io
Intravascular Disseminada (Sindrome de
Kasalback Merrit) angiostatina, que diminuiu o
volume tumoral, aumentando a sobrevida, preve-
nindo trombocitopenia ¢ anemia presentes nesta
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sindrome. Observou-se aumento na taxa apoptética
sem alteracOes da taxa proliferativa tumoral. Essa
sindrome ocorre geralmente em criangas, caracteri-
zada por rdpido aumento de células endoteliais pri-
madrias derivadas de tumor com caréncia de Coagu-
lagdo Intravascular Disseminada. A inibicdo do
hemangiotelioma foi observada “in vivo”, mas néo
“in vitro, de células derivadas do tumor; em con-

traste, inibiu totalmente a proliferacdo de células .

endoteliais ndo transformadas induzidas por bFGF
(fator de crescimento de fibroblastos bésico). Tal
tratamento também ndo inibiu o aparecimento de
novos tumores pds-inoculagdo, mas em cerca de 6
dias apds, o volume destes nos ratos tratados era
muito menor que nos controles. Tal dado sugere que
os efeltos da angiostatina sdo decorrentes da inibi-
¢do do fendmeno neoangiogénico como um todo,
do que um simples efeito sobre as células endoteliais
derivadas do tumor. O tratamento com angiostatina
em criancas com Sindrome de Kasalback Merrit pa-
rece cada vez mais indicado na medida em que além
de atuar sobre o tumor e as complicacdes
hematologicas, ndo apresenta os serissimos efeitos
colaterais dos demais tratamentos adotados. (9)

Foram testados 4 tipos distintos de tumores quan-
to a resisténcia pela radioterapia. A combinacdo de
radioterapia com angiostatina ndo mostra incremen-
to a citotoxicidade. “In vitro” demonstra-se um in-
cremento da agiio sobre as células endoteliais, mas
nio sobre as tumorais. A dose de angiostatina foi de
25mg/Kg/dia (dos étima para a combinagiio). Em
ratos com o tumor conhecido como SQ 20B, a com-
binagio mostrou reducéo de 64% do volume tumoral
comparado com angiostatina (16%). e radioterapia
(18%). Os efeitos citotdxicos foram testados em
células humanas endoteliais da aorta e células
endoteliais da veia do corddo umbilical humano.
Nio houve diferenga de apoptose entre ambas com
o tratamento convencional ¢ combinado. (10)

ENDOSTATINA

A endostatina é o fragmento terminal, (MR
20,00 COOH - terminal), do colageno XVIIL. Foi
identificada utilizando-se uma técnica similar a da
angiostatina.

A endostatina inibe a proliferacio endotelial,
sendo potente inibidor da angiogénese e do cresci-
mento do tumor. Trabalhos mostram que tumores
primarios podem regredir a pequenas lesoes dormen-
tes. Com o auxilio da imunohistoquimica observou-
se bloqueio da angiogénese acompanhado por
apoptose em células fumorais. (16).

Muitas pesquisas evidenciam que a angiogénese
€ essencial para o crescimento € persisiéncia do tu-
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mor solido ¢ suas metdstases. Para a simulacfo da
angiogénese, o tumor estimula a producio de uma
variedade de fatores de angiogénese, (incluindo fa-
tores de crescimento de fibroblasto, de célula
endotelial e até fator de permeabilidade vascular).
Torma-se claro que o fenétipo da angiogénese € 0
balango de estimulacdo e inibicdo dos reguladores
da neovascularizacdo. A terapia sistémica com
endostatina causa quase completa supressio da
angiogénese induzida pelo tumor, o que resulta em
uma grande atividade anti-tumoral

Histologicamente o tumor regride na terapia
com endostatina, mostrando que o bloqueio da
microcirculacéo derivada da angiogénese vem des-
truindo células perivasculares e marginais ao tu-
mor. (11)

Doses farmacolégicas de endostatina, um C -
terminal fragmento de coldgeno XVII com massa
molecular relativa 20.000, em muito baixas con-
centracdes podem ser depositadas em matrizes
extracelulares com cada ciclo de terapia,
analogamente a depOsitos amiléides em pacientes
de cadeia leve. A acentuada reducao, de aproxima-
damente, 250-450 mm3 para 5 - 50 mm3, de tumo-
res de rato, pode efetivamente aumentar a concen-
tracdo de endostatina na matriz extracelular. Cada
sucessivo ciclo de reaumento seguido de tratamen-
to e regressdio podem progressivamente aumentar
a concentracio de endostatina no local da matriz
extracelular até que a concentraciio seja suficiente
para inibir futuras angiogéneses.

Este fendmeno de concentragio preferencial
pode explicar a observacdo de um tumor primério
inativo, enquanto o mesmo tipo de tumor inocula-
do & distincia poderia ndo ser inibido. A concen-
tracio de endostatina na matriz extracelular nestas
posicdes distantes poderia ser um dos grandes fa-
tores que reduzem a concentragdo da posicéo pri-
méria do tumor e angiogénese dirigida a tumores.

Caso esta hipdtese estiver correta, ela poderia
significar o caminho ideal para a administragdo da
terapia com endostatina, entregando uma alta con-
centragao inibidora de endostatina & posicio pri-
maria do tumor enquanto guarda o sistema de con-
centracdo da matriz extra celular, baixando o nivel
necessario para inibir naturalmente a ocorréncia de
angiogénese tal como ferida cicatrizada. (3)

CONCLUSAO

O conceito antiangiogénico parece unificar
atualmente as perspectivas futuras na luta contra o
cancer.

Seus efeitos estdo sendo agora estudados so-
bre tumores liquidos ou sanguineos. Foi observado
por Folkman a presenga de micro vasos, como ar-
bustos, chelos de células tumorais na medula dssea



de criancas com leucemia, o que sugere que as no-
vas células tumorais se desenvolvem nestes sitios
neovascularizacdo antes de serem liberadas para cor-
rente sanguineas. (15)

Além dos efeitos benéficos préprios da
angiostatina e endostatina e seu uso isolado, temos
suas contribui¢cdes na associagdo com radio e
quimioterapia, potencializando os efeitos destas e
reduzindo seus danos, pois requerem doses meno-
res. Sao drogas de amplo espectro de acdo contra
diversos tipos de neoplasias e que até 0 momento
nao demonstraram efeitos colaterais, nem resistén-
cia. Além de seu efeito antiangiogénico tumoral,
podem ser testadas em outras patologias, como por
exemplo a retinopatia diabética.

Apesar de toda esperanca que surge a luz
destas descobertas, deve-se dar um passo para tras
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e olhar os fatos que levaram a elas com maior cui-
dado. Entender o cancer ndo apenas como uma sim-
ples doenca degenerativa mas como algo que luta
por seu ambiente contra outros “iguais a si”.

Seu comportamento que a muito € dito cadti-
co e desgovernado, visto por este novo prisma pa-
rece até consciente e racional, como o instinto do
animal, pois preserva 0 meio em que vive para si e
assim assegura sua sobrevivéncia.

De tudo isso fica a certeza de que ainda ha
muito a se descobrir sobre a fisiopatologia do can-
cer e ainda perdura a questio: qual a sua real fina-
lidade?

Assim, como todo problema encerra sua pro-
pria solucdo, a cura do cancer so serd obtida, quan-
do se entender a verdadeira natureza das neoplasias
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Figura 1: Inibicao do crescimento de metastases pela presenca de um tumor primério.

Trinta ratos foram implantados com Carcinoma Pulmonar de Lewis. Quando os tumores estavam com 1500
mm?, metade dos ratos teve seu tumor removido. Com 15 dias do tumor removido, o nimero de metdstases na
superficie pulmonar e o peso do pulmao tinham marcadamente aumentado quando comparado com os ratos de
tumor primdrio intacto. Nestes, o peso pulmonar ndo foi significativamente diferente daquele com um pulmao

normal (200 mg). (12)
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Figura 28 Inibicio do crescimento de metastases por tumores primarios.
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Flgura 3: Inibicao do crescimento de metastases pulmonares apds remocio de tumor
primadrio e tratamento sistémico com soro ou urina de rato com tumor controle.

Tumor primério presente B Tumor primario removido

Ratos que foram tratados com soro (A) ou urina (B) de ratos com tumor controles ou animais normais ou
com solucdo salina depois de removido o tumor primédrio. Um grupo tinha esses tumores intactos. Depois de
removido o tumor, metistases eram inibidas somente nos ratos tratados com soro ou urina dos ratos com
tumor controle.
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Tumor primario presente - Tumor primario removido

F]gura 4: Tratamento sistémico com angiostatina inibindo o crescimento de metdstases apds
remociio de um tumor primario.

Depois de removido o tumor primdrio, ratos foram tratados com angiostatina purificada de fragmentos de
plasminogénio humano, com plasminogénio humano ou solugio salina. Ratos receberam 25 mg de
plasminogénio ou angiostatina humana no dia da operacdo através de uma dose didria de 12,5 mg via injecéo
intraperitoneal. O tumor foi deixado intacto em um dos grupos de ratos. O nimero de metdstases pulmonares
na superficie e o peso pulmonar aumentaram nos ratos tratados com plasminogénio ou solugio salina depois
de removido o tumor. Em contraste, tratamento com angiostatina inibiu crescimento metastatico tao efetiva-
mente quanto o tumor primdrio. (12)
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Figura 5: Resultados da endostatina na inibicdo da angiogénese e ¢ aumento da apoptose em Tumor Primério.

Secgoes histolégicas de tumores (Carcinoma Pulmonar de Lewis) tratados com solugdo salina versus
endostatina foram analisados pela proliferacdo, apoptoses e angiogénese. Nio existiu diferenca significativa
na proliferacdo. Em contraste, o indice apoptético das células tumoras cresceu 7 vezes nos ratos tratados com
endostatina. Angiogénese foi completamente suprimida em tumores residuais microscopicos em ratos com
tratamento por endostatina. (11)
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