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PRODRUG ACTIVATION BY ENZYME, A PROMISING STRATEGY FOR CHEMOTHERAPY. Strategies that promote selective
activation of prodrugs by enzymes can be divided into two major classes: 1) deliver of a monoclonal antibody-enzyme immunoconjugate
that can recognize a specific antigen and promote the prodrug to a citotoxic drug, with a high selectivity for the target cells, and 2)
selective gene delivery encoding an enzyme that can promote the prodrug to a citotoxic drug for the target cells. In this article are
discussed ADEPT (antibody-directed enzyme prodrug therapy), GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy), VDEPT (virus-directed
enzyme prodrug therapy), GPAT (genetic prodrug activation therapy) and PDEPT (polymer-directed enzyme prodrug therapy) approaches,

their clinical trials, advantages, disadvantages and perspectives.
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INTRODUCAO

Novas estratégias que visam solucionar problemas da quimio-
terapia, principalmente a antineopldsica, como a baixa concentragiao
de antineoplésicos em tumores, toxicidade sistémica'*, auséncia de
seletividade entre células tumorais e normais e o aparecimento de cé-
lulas tumorais resistentes aos quimioterdpicos™®, vém sendo estu-
dadas’®. Este artigo trata de estratégias que utilizam enzimas
ativadoras de pro-farmacos.

Pré-farmaco pode ser definido como forma de transporte inativo
que in vivo, mediante reacdo quimica ou enzimdtica, libera o principio
ativo no local de a¢do ou préximo dele, sendo obtido através de pro-
cesso de modificagdo molecular denominado latenciagdo’. Mediante
a escolha de transportadores apropriados € possivel a seletividade de
acdo do principio ativo desejado’.

Baseado neste principio, foram desenvolvidos os sistemas
ADEPT (“antibody-directed enzyme-prodrug therapy”), PDEPT
(“polymer-directed enzyme-prodrug therapy”), GDEPT (“gene-
directed enzyme-prodrug therapy”), VDEPT (“virus-directed
enzyme-prodrug therapy”) e GPAT (“genetic prodrug activation
therapy”’). Nestes sistemas, sdo necessdrias duas etapas, a primeira
onde a enzima ativadora de pré-farmaco € administrada e direcionada
seletivamente as células alvo, como por ex., em células tumorais
(método que varia em cada sistema utilizado). A segunda etapa con-
siste na administragao sist€émica do pro-fairmaco, que serd converti-
do pela acdo da enzima ativadora, que ja se encontra na célula alvo,
em altas concentragdes de farmaco ativo!'!-'%.

Atualmente, as estratégias utilizando enzimas ativadoras de pro-
farmacos sdo divididas em duas classes: a¢do de enzima ativa na super-
ficie dos tecidos alvo, mediada por um anticorpo monoclonal (ADEPT)
ou por polimero (PDEPT) e, agdo de um gene que codifica a transcrigdo
de uma enzima dentro de células alvo (GDEPT/VDEPT/GPAT)".

A vantagem destas estratégias € que a enzima pode converter ind-
meras moléculas de pré-farmaco em moléculas de farmaco ativo, pois
uma enzima pode catalisar a reagdo de 1000 moléculas de pro-
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farmaco em farmaco ativo por min'4, aumentando a concentra¢do
de farmaco ativo em células alvo.

Para que estas estratégias terapéuticas sejam bem sucedidas, ¢
necessario que enzimas e pro-farmacos possuam certas caracteris-
ticas. A enzima ideal deve ser facilmente acessivel e converter o
pré-farmaco em farmaco ativo com uma alta atividade catalitica a
37 °C, em pH préximo ao neutro'®, por uma reacdo nao reversivel e
deve possuir expressao suficiente nas células alvo. A enzima ou
uma homologa dela ndo deve estar presente em tecidos humanos
ou, se estiver, deve ser expressa somente em baixas concentracdes
nos demais tecidos'®!’. Se a enzima estiver presente em altas con-
centracdes em tecidos humanos, poderd promover a ativacido do
pro-foirmaco em outros tecidos, causando intensa toxicidade. Por
outro lado, se uma enzima nio humana for utilizada, pode ocorrer
o risco de reagdes de hipersensibilidade induzida por intensa res-
posta imune e conseqiiente falha na terapia, depois de poucos ci-
clos (considera-se 1 ciclo a realiza¢@o de todas as etapas).

A escolha da enzima € um fator importante, pois o requerimento
de um cofator pode ser uma desvantagem (no caso de ADEPT), uma
vez que a presenca deste cofator pode ser um passo limitante no pro-
cesso de liberagdo do agente citotoxico'®.

E necessdrio que o pré-farmaco seja um bom substrato para a
enzima que se expressa nas células alvo, mas que néio possa ser ativa-
do por enzimas enddgenas de outros tecidos. Deve possuir o maior
diferencial possivel de citotoxicidade entre o pro-farmaco e seu res-
pectivo farmaco ativo. E desejavel que o farmaco ativo seja alta-
mente difundivel por células adjacentes que ndo expressam a enzima,
ou seja, deve possuir a capacidade de destruir células vizinhas nio
expressantes®. Em adi¢do, a meia-vida do farmaco ativo deve ser lon-
ga o suficiente para induzir a morte em células vizinhas ndo
expressantes, no entanto, deve ser curta o suficiente para evitar que o
farmaco ativo penetre na corrente sangiiinea®.

ADEPT - “ANTIBODY-DIRECTED ENZYME-PRODRUG
THERAPY”

O sistema ADEPT ¢ uma estratégia de dois passos, na qual o 1°
consiste na administracdo de anticorpo monoclonal (com afinida-
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de para antigenos especificos de células alvo) conjugado com uma
enzima que tem a fun¢do de converter um pro-fairmaco inativo em
farmaco ativo.

O 2° passo consiste na administragdo de um pré-farmaco que
contém um substrato da enzima ligado covalentemente a sua estru-
tura. A enzima promoverd a catdlise da reacdo de liberagdo do
farmaco ativo, seletivamente, na célula alvo.

Os primeiros sistemas utilizando anticorpos eram constituidos de
conjugados para terapia em uma Unica etapa, acoplando-se um
anticorpo diretamente ao farmaco. Este método ndo se mostrou efi-
caz, devido ao nimero limitado de moléculas de farmaco que pode-
riam ser acopladas ao anticorpo e aos problemas de atividade, pois
nem sempre ocorria a liberagdo do farmaco ativo na célula alvo'?.
Além disso, havia limita¢des prdticas na dosagem adequada aos
pacientes no caso de moléculas de grande massa molecular.

A maior vantagem do sistema ADEPT, que consiste em anticorpo
monoclonal acoplado a enzima capaz de converter pro-farmacos em
farmacos, em relagdo ao sistema de anticorpo ligado diretamente a
farmacos, € que neste tltimo apenas um nimero limitado de molécu-
las que estdo acopladas ao anticorpo pode chegar ao alvo, enquanto
que no ADEPT a enzima acoplada ao anticorpo monoclonal (mAc)
pode converter inimeros pré-fairmacos em farmacos ativos. Um con-
jugado mAc-enzima catalisa a reagdo de 1000 moléculas de pro-
farmaco em moléculas de farmaco ativo por min'* (Figura 1).
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Figura 1. Sistema ADEPT

E necessdrio um intervalo de tempo entre os passos, pois o0s
conjugados anticorpo-enzima, que ndo se ligaram as células alvo,
devem ser eliminados da corrente sangiiinea antes da administra-
¢do do pré-farmaco. De outra forma, uma ativagio indesejavel do
pro-farmaco poderd ocorrer em lugares remotos, ao invés de ocorrer
exclusivamente nas células alvo.

Esta eliminagdo pode demorar dias, e o risco de reagdes
imunogénicas ¢ aumentado com o tempo de exposi¢do. Este fator
pode limitar a terapia utilizando o sistema ADEPT para poucos ci-
clos (cada administracdo das duas etapas = 1 ciclo). Na quimioterapia
antineopldsica, devido a baixa vascularizagdo em tumores, 0 em-
prego de poucos ciclos limita a agdo do imunoconjugado, ndo sendo
possivel a distribui¢io para todas as células tumorais, diminuindo a
eficdcia deste sistema®*.

Para resolver esses problemas, muitas propostas t€ém sido apre-
sentadas a fim de acelerar a depuragdo do conjugado.

Um dos instrumentos mais comumente usados para encurtar o
tempo de espera para administragdo do pré-farmaco € a utilizacdo de
um 2° anticorpo, que possui maior afinidade com o sitio ativo da
enzima, inativando o conjugado que ainda permanece na circulagdo.

A galactonizacao de um 2° anticorpo que se liga ao imunoconjugado
anticorpo-enzima proporciona aumento na absorcao pelo figado, medi-
ante a ligagdo a receptores de galactose presentes neste 6rgao's>. Pode-
se também utilizar fragmentos de anticorpos conjugados a enzima,
que sdo mais facilmente depurados que anticorpos inteiros*.
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Adicionalmente a um conjugado anticorpo-enzima, o uso de agen-
tes como o 5,6-dimetilxantenona-4-acido acético diminui seletivamente
o fluxo sangiiineo, causando extensa necrose, € aumenta a concentra-
¢do do conjugado anticorpo-enzima retido no tumor, potencializando
significativamente a inibicao do crescimento da célula neoplasica, em
relacdo a utilizagéio do sistema ADEPT isoladamente®.

Para minimizar a imunogenicidade induzida pelo sistema
ADEPT, duas estratégias podem ser utilizadas. A primeira consiste
na utilizacdo de formas mutantes de enzimas humanas, as quais
podem proporcionar menor toxicidade sist€mica que enzimas
endégenas e menor imunogenicidade que as ndo humanas®. Uma
forma de enzima humana mutante de CPA1 (carboxipeptidase A1)
conjugada a um anticorpo com afinidade para células tumorais foi
capaz de ativar um pré-farmaco de metotrexato; felizmente este pro-
farmaco ndo foi um bom substrato para a enzima endégena CPA1%.
A outra estratégia consiste no uso de tecnologia DNA recombinante,
combinando regides varidveis VL e VH de anticorpos ndo humanos,
responsdveis pelo reconhecimento do antigeno alvo, com regides
constantes de anticorpos humanos (Figura 2)*%".
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Figura 2. Representagdo do anticorpo IgG e suas regioes

Conjugado anticorpo-enzima

A ligagdo de um anticorpo com uma enzima pode ser realizada
quimicamente®?’ ou através de outros meios. Para a formacdo de
ligagdo quimica, reagentes bifuncionais sdo usados para unir dois
peptideos. Usualmente, um grupo acilante € usado para modificar a
cadeia lateral de lisinas em uma 1? proteina (anticorpo ou enzima) e
uma ligacdo envolvendo um grupo tiol providencia a ligacdo da 2°
proteina (anticorpo ou enzima) com a 1*. Maleimidas, que podem so-
frer adi¢do de Michael resultando em tioéteres, podem ser utiliza-
das para a ligagdo com a 2° proteina® (Figura 3).
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Figura 3. Utilizagdo de maleimida para a liga¢do quimica entre anticorpo e
enzima
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Outras possibilidades de ligacdo envolvem anticorpos
biespecificos ou bifuncionais, que possuem tanto sitios de ligacio
para o antigeno alvo quanto sitios de reconhecimento para a enzima®'.
Recentemente, utiliza-se da tecnologia de DNA recombinante, pro-
movendo fusdo de proteinas**¥. A conjugacéo da enzima nio deve
limitar o funcionamento do sistema ADEPT".

Enzimas empregadas no sistema ADEPT

B-glicuronidase

A B-glicuronidase utilizada por um sistema ADEPT pode ser uma
enzima humana presente intracelularmente em lisossomas, ou uma
enzima de origem bacteriana derivada da Escherichia coli. E uma
enzima que catalisa a clivagem da ligagdo glicosidica em andlogos de
dcido glicurdnico™®.

A enzima humana € uma 6tima candidata para ativagio seletiva de
pro-tarmacos, pois apresenta menor risco de imunogenicidade. Tem
sido observada atividade enzimatica de B-glicuronidase em altos ni-
veis, extracelularmente, em tecidos tumorais necréticos, o que faz com
que a enzima humana apresente vantagens para sistemas ADEPT.
Muitos pré-farmacos glicuronizados tém sido sintetizados para serem
ativados por esta enzima® (Figura 4).
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Figura 4. Pro-farmacos glicuronizados e ativa¢do do andlogo da
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Eles sdo relativamente pouco téxicos, devido a sua natural
hidrofilicidade, o que previne que estes pré-farmacos penetrem den-
tro das células e entrem em contato com [-glicuronidase lisossdmica.
O principal problema do uso clinico dos pré-farmacos glicuronizados
¢é arapida eliminagéo renal, por isso, o planejamento de pro-farmacos
menos hidrofilicos para uma eliminag¢do renal mais lenta se faz neces-
sdrio, o que adicionalmente pode resultar em maior tempo de ex-
posicdo dos pré-farmacos nos tumores.

Pro-farmaco ativado por enzima, uma estratégia promissora na quimioterapia 1309

Wang et al. ¥ planejaram sistemas ADEPT, os quais utilizam
B-glicuronidase derivada de Escherichia coli. Foi sintetizado um
pré-farmaco glicuronizado derivado de mostarda nitrogenada (Fi-
gura 5) cerca de 150 vezes menos citotéxico quando comparado
com o farmaco ativo, contra células COLO 205 de cancer de célon.
Quando o pré-farmaco foi administrado juntamente com o
imunoconjugado anticorpo-B-glicuronidase (mAc-BG), a
citotoxicidade foi similar a do formaco livre.
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Figura 5. Conversdo do pro-farmaco glicuronizado em farmaco livre pela B - G

Um pré-farmaco glicuronizado do andlogo da daunorrubicina foi
sintetizado por Bakina e colaboradores® utilizando um tipo dife-
rente de espagante. Apds a hidrélise da por¢ao glicuronica, o aldeido
formado reage com o grupo amino do agticar da daunorrubicina. A
ciclizacdo do agente espagante resulta na geragdo do analogo alta-
mente téxico da daunorrubicina (Figura 4).

Para o sistema ADEPT, que utiliza B-glicuronidase, desenvolve-
ram-se previamente conjugados quimicamente acoplados a
anticorpos**#!,

A maior desvantagem destes conjugados ¢ devido a ligagdo qui-
mica propiciar uma perda de especificidade da enzima ou do
anticorpo, resultando freqiientemente em redugdo da atividade
enzimdtica ou da capacidade ligante do anticorpo do imunoconjugado.
Como alternativa, a tecnologia de DNA recombinante pode ser usa-
da para preparagio de proteinas fundidas. Estas proteinas podem ser
vantajosas para administragdes repetitivas , evitando um aumento da
resposta imune (Figura 6).
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Figura 6. Uso da tecnologia de DNA recombinante para construgdo da
proteina fundida scFvC28-B-G

De Graff e colaboradores* construiram uma proteina fundida,
constituida de uma seqiiéncia que codifica um fragmento varidvel de
cadeia simples do anticorpo humano C28 (scFvC28), que se liga as
células epiteliais, e de uma seqiiéncia que codifica a enzima [3-
glicuronidase humana (scFvC28-B-G). As seqiiéncias que codificam
scFvC28 e a enzima humana foram unidas por uma seqiiéncia que
codifica um ligante flexivel e foram precedidas por uma seqiiéncia
que codifica o sinal de IgG Kappa, responsavel pela secre¢do da pro-
tefna fundida. Uma linhagem de células CHO foi construida para
secretar a protefna fundida scFvC28-B-G.
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A proteina fundida secretada pelas células CHO, depois de iso-
lada, foi capaz de converter o pré-farmaco ndo téxico de doxorrubicina
em farmaco ativo. Verificou-se a presenca do formaco ativo em to-
das as células, in vitro, quando ao menos 10% das células expressa-
vam a proteina fundida. Esta € a primeira proteina fundida, comple-
tamente humana e funcional, para uso futuro em pré-farmacos
glucuronizados ndo téxicos, de ativa¢do especifica em tumores*.

Peptidases

Carboxipeptidase G2 (CPG2)

E uma metaloenzima de Pseudomonas sp., cuja fungdo normal é
catalisar a conversdo de folato reduzido e nio reduzido em &cido
pterdico e dcido L-glutdmico™ (Figura 7).
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Figura 7. Conversdo de folato em dcido pterdico e dcido L-glutamico pela
CPG2

Bagshawe e Springer desenvolveram trés pré-farmacos de agen-
tes alquilantes de mostardas nitrogenadas (1, 2 e 3), para uso em
ADEPT!'%44, Os farmacos 4, 5 ¢ 6 foram transformados nos pré-
farmacos 1, 2 e 3 através de uma ligagdo amidica com o substrato da
enzima, o dcido glutdmico. Na presencga do conjugado mAc-CPG2, a
ligacdo amidica € clivada, liberando os farmacos livres (4, 5¢ 6) e
acido glutamico (Figura 8).

(0] (0]

d o
X—""N

OH CPG2
—_—
y

4x=y=OSOQCH3
5x=Cl y=OSOZCH3
6x=y=Cl

[¢]

1x=y=08S0,CHj
2 x=Cl y=08S0,CHj
3x=y=Cl

Figura 8. Conversdo de 1, 2 e 3 pela enzima CPG2 em seus respectivos
fdarmacos livres 4,5 e 6

Os trés pro-farmacos 1, 2 e 3 foram relativamente nao toxicos
quando comparados as seus respectivos farmacos livres 4, 5 e 694,

A atividade antitumoral deste sistema ADEPT carboxipeptidase/
mostarda nitrogenada tem sido demonstrada in vitro'®e, também, em
modelo xenogréfico utilizando ratos e regressdes de tumor de célon
humano LS174T tém sido observadas*.

Estes pré-farmacos antineopldsicos sintetizados ndo foram to-
talmente destituidos de acgdo alquilante (forma de transporte inati-
vo). Entretanto, o pré-farmaco 2 apresentou atividade alquilante 17
vezes menor que o farmaco de origem 5, contra 2 e 3,6 vezes a dos
pro-farmacos 4 e 6. Estes dados sugerem que o pré-farmaco 2 apre-
senta menor indice de toxicidade, sendo bastante interessante na
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utilizacdo do sistema ADEPT, pois terd atividade somente apds a
clivagem em farmaco ativo na célula tumoral.

A combinacdo de um imunoconjugado mAc-CPG2 e pré-farmaco
2, é apenas um dos sistemas ADEPT que estdo em fase de pesquisa
clinica*#’. A pesquisa clinica, neste caso, também incorpora um pas-
so adicional, a utilizagdo de um anticorpo SB 43 galactosilado, que
rapidamente elimina o imunoconjugado mAc-CPG2 da circulacdo.

Em humanos, sdo necessdrios 7 dias para uma adequada depura-
¢do do conjugado mAc-CPG2 do plasma para que o pré-farmaco 2
possa ser administrado seguramente, evitando sua ativa¢do no plasma
e uma toxicidade sistémica'®.

Com a utilizacio de um 2° anticorpo galactosilado para depura-
¢do deste imunoconjugado, verificou-se que em 10 pacientes com car-
cinoma colorretal, a atividade da enzima CPG2 foi encontrada apenas
em bidpsias de tumores metastdticos, mas ndo foi encontrada em célu-
las normais, depois da introducio do anticorpo depurante. A ripida
liberacdo do farmaco ativo, com meia vida de 36 + 14 min no plas-
ma, foi observada neste sistema?.

Todos os pacientes desenvolveram anticorpos humanos contra
anticorpos de rato (HAMA) e anticorpos contra a CPG2. Anticorpos
anti-CPG2 séricos de um paciente foram capazes de inibir a ativi-
dade da CPG2 in vitro, o que pode limitar ciclos repetitivos neste
sistema ADEPT*, Para diminuir esta formagdo de anticorpos anti-
CPG?2, foi desenvolvida uma proteina mutante de fusdo recom-
binante, de um fragmento de cadeia simples varidvel do anticorpo
contra antigeno o carcinoma embriogénico com uma proteina mutante
de CPG2, e houve uma significativa redu¢do na formagdo de
anticorpos anti-CPG2, verificada no plasma de 11 pacientes apds a
terapia, o que induziu a formagdo de antianticorpos®. O sucesso
desta modificacio foi também demonstrado em humanos tratados
com esta proteina mutante, confirmando os ensaios anteriores™. Estes
resultados sugerem que o sistema ADEPT, baseado em CPG2, ¢
uma promissora terapia antineopldsica.

B-Lactamase

As B-lactamases, de origem nido mamifera, estio disponiveis
comercialmente em sua forma purificada. Sdo altamente seletivas
para substratos que contém anel -lactimico sendo, produzidas por
bactérias com a fungéo de inativar antibiéticos com anel B-lactdmico,
e possuem toxicidade minima em mamiferos.

A utilizagdo de cefalosporinas como substratos para enzima [3-
lactamase permite um acoplamento covalente de uma variedade de agen-
tes antineopldsicos a sua estrutura; a liberagdo do farmaco ativo ocor-
re eficientemente apds a catdlise enzimdtica (Figura 9). Excelentes
resultados usando o conjugado mAc-f-lactamase e cefalosporinas,
como substratos para esta enzima, tém sido obtidos in vivo'.

Em 1990, a Empresa Farmacéutica Eli Lilly & Co. patenteou o
sistema ADEPT utilizando o antineopldsico metotrexato (MTX)>'.
Quando uma solug@o do pré-farmaco 7 foi tratada com P—lactamase,
o MTX foi rapidamente liberado (Figura 10), sugerindo que o pré-
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Figura 9. Representacdo do sistema ADEPT na terapia antineopldsica
utilizando cefalosporina como substrato para enzima B-lactamase
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farmaco 7 ¢ um bom substrato para a enzima. Infelizmente, a
citotoxicidade de 7 sem a adi¢do da enzima f-lactamase ndo foi dife-
rente do MTX, o que demonstra uma hidrdlise inespecifica do éster,
ou seja, uma hidrélise promovida por esterases sangiiineas, antes
de atingir o alvo (células tumorais).
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Figura 10. Conversdo do pro-farmaco 7 em metotrexato (MTX) pela f-
lactamase (J-L)

Em outro trabalho®?, utilizou-se o mesmo transportador
cefalosporinico e hidrazida de desacetilvimblastina (8) para obtengao
do pré-farmaco 9 (Figura 11). Quando o pré-farmaco 9 foi submetido
a hidrélise pela B-lactamase, o anel B-lactimico foi rapidamente
hidrolisado, entretanto, a libera¢@o do farmaco 8 foi demasiadamente
lenta. Foram propostas, entdo, modifica¢des na sintese do pré-farmaco.

. liberagé@o
lenta de 8

Figura 11. Conversdo do pro-farmaco 9 em hidrazida de desacetilvimblastina
(8) pela B-L

O pré-farmaco 10 (Figura 12) foi um excelente substrato para o
conjugado mAc-f-lactamase e, diferentemente, do pré-farmaco 9, a
liberag@o do farmaco 8 foi adequada e observada por HPLC%. A dife-
renca entre os pro-farmacos 9 e 10 encontra-se na ligacdo da
cefalosporina com o farmaco. O diferencial, in vitro, de citotoxicidade
entre o pré-farmaco 10 e o farmaco 8 em células LS174T tumorais do
colorretal humano foi 5 vezes menor (em base molar) entre o pré-
farmaco e o farmaco ativo, e para periodos curtos de incubag@o, ob-
servou-se toxicidade ainda menor. Estudos in vivo, utilizando ratos,
empregando mAc-fB-lactamase e o pré-farmaco 10, demonstraram que
este sistema ADEPT proporcionou uma reduc@o nos tumores e que
também foi significativamente mais ativo que o pré-farmaco 10 e o
farmaco 8, quando administrados isoladamente™.

Veinberg® e Jungheim'* desenvolveram sistemas ADEPT utili-
zando a doxorrubicina (Figura 13) como agente antineopldsico. O
pré-farmaco 11 foi um bom substrato para B-lactamase, sendo a
doxorrubicina rapidamente liberada na presenca da enzima. Como
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Figura 12. Conversdo do pro-farmaco 10 em hidrazida de desacetil-
vimblastina (8) pela B-L
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Figura 13. Conversao do pro-farmaco 11 em doxorrubicina (12) -L

esperado, o pré-farmaco 11 foi menos citotoxico que a
doxorrubicina (12) contra células LS174T de cincer colorretal hu-
mano. A associacdo do imunoconjugado mAc-B-lactamase e o pro-
farmaco 11 resultou em uma atividade citotoxica equivalente a da
doxorrubicina, in vitro.

Experimentos in vivo demonstraram que este sistema ADEPT foi
capaz de suprimir tumor de c6lon LS174T e tumor de ovério huma-
no OVCAR-3, em modelos xenogrificos'*.

Nos antigos sistemas ADEPT utilizava-se B-lactamase ligada
quimicamente a um fragmento varidvel de um anticorpo
monoclonal. Atualmente, utiliza-se um fragmento varidvel de ca-
deia simples de um anticorpo monoclonal ligado a B-lactamase. A
ligagdo € realizada por meio da tecnologia de fusdo de proteinas
DNA recombinante, a fim de minimizar a formagao de anticorpos
contra os anticorpos empregados nesta terapia e facilitar a difusio
deste imunoconjugado, desenvolvido a partir de fragmentos meno-
res. Testes in vitro destes novos sistemas ADEPT demonstraram a
ativacdo de cefalosporina derivada de paclitaxel em farmaco ati-
vo3%, assim como em uma cefalosporina derivada de dcido
monoidroguaiarético, que demonstrou atividade contra leucemia
humana (K562), carcinoma de mama (MCF7), cancer de pulmio
(A549), cancer de c6lon (COLO 205) e cancer de pancreas (Capan
2 e MiaPaCa2)"’. Duas novas séries de cefalosporinas derivadas de
4cido retindico, também com o uso da tecnologia de fusdo de pro-
tefnas, apresentaram atividade anticancerigena®® (Figura 14).

Com o objetivo de aumentar o rendimento e a estabilidade, uti-
lizando esta mesma tecnologia, foi desenvolvida através de muta-
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Figura 14. Pro-farmacos derivados de cefalosporina

cdes a proteina L49-sFv-bL, constituida de uma cadeia simples de
fragmento varidvel L49 fundido a B-lactamase, que demonstrou,
em testes in vitro e in vivo, usando modelos xenograficos, ativida-
de antitumoral quando associada ao pré-firmaco cefalosporina-
melfalano (C-Mel)®.

Recentemente, foram desenvolvidos sistemas ADEPT que utili-
zam fragmentos menores de anticorpos que possuem um unico domi-
nio inteiramente funcional e desprovidos de cadeia leve. Sdo muito
estdveis, possuindo sitios de ligacdo com antigeno diferente dos
anticorpos convencionais, sendo altamente soliiveis e difusiveis. Estes
sistemas vém sendo utilizados por Cortez-Retamozo et al. e Stijilemans
et al.®" para tratamento de cancer e da doenga do sono causada pelo
agente etioldgico Trypanosoma brucei, respectivamente.

Citosina deaminase

Citosina deaminase (CD) € uma enzima capaz de converter a
citosina em uracila. Senter e colaboradores® tém relatado as vanta-
gens desta atividade catalitica na utilizagdo de CD para converter o
agente antifiingico flucitosina (5-FC) no agente tumoral fluoruracila
(5-FU) (Figura 15).
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Figura 15. Conversao do pro-farmaco flucitosina (5-FC) em fluoruracila
(5-FU) pela CD

A citotoxicidade do pré-farmaco 5-FC foi cerca de 10000 vezes
menor em células de adenocarcinoma pulmonar H2891 que com o
farmaco 5-FU. Quando foi introduzido o imunoconjugado mAc-CD as
células H2891, seguido da posterior administracdo do pré-farmaco 5-
FC, a atividade antitumoral observada foi igual a do farmaco 5-FU.
Apesar de experimentos in vitro apresentarem resultados promissores,
este sistema estd restrito a utiliza¢do de um tnico farmaco, a fluoruracila.

Devido a pobre difusdo e estabilidade de conjugados anticorpo-
enzima baseados em IgG, a tecnologia de fusdo de protefnas DNA
recombinante tem sido empregada para solucionar esses proble-
mas. Experimentos in vitro demonstraram um aumento da ativida-
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de antitumoral do 5-FC em c€lulas antigeno-positivas em 300 ve-
zes, em um sistema ADEPT que utiliza esta tecnologia de fusdo de
uma cadeia simples de fragmento de anticorpo A33, que se liga a
tumores, com a enzima CD, usando 5-FC como pré-farmaco, de-
monstrando o grande potencial desta estratégia®.

PDEPT - “POLYMER-DIRECTED ENZYME-PRODRUG
THERAPY”

PDEPT® € um novo sistema que vem sendo empregado para
antineopldsicos, realizado também em duas etapas. A diferenca deste
para o ADEPT ¢ a utilizacdo de um pré-farmaco polimérico e um
conjugado polimero-enzima para gerar, rapida e especificamente,
um farmaco citotéxico em tumores.

A estrutura anatomica dos vasos tumorais desempenha um papel
importante na distribuicdo do farmaco no espago intertiscial; estes
apresentam aumento da permeabilidade microvascular em relagido ao
vaso normal, permitindo a penetra¢do de macromoléculas como a N-
(2-hidroxipropil)-metacrilamida (HPMA). Além disso, os tecidos
tumorais sio caracterizados também por alta pressdo intertiscial, que
pode retardar o extravasamento de macromoléculas; a falta de siste-
ma linfitico para drenagem resulta em actimulo de macromoléculas
no interior dos tecidos tumorais, ocasionando o efeito denominado
EPR (aumento da permeabilidade e retengiio)!65,

Com base nestes conhecimentos, a HPMA tem sido utilizada
como transportadora de agentes quimioterdpicos (Figura 16)%7%.
Como exemplo, serd citado um modelo de PDEPT que usa um
HPMA-copolimero-metacriloil-glicina-glicina-cefalosporina-
doxorrubicina (HPMA-co-MA-GG-C-Dox)®, como pré-farmaco
macromolecular ¢ um HPMA-co-MA-GG-B-L como componente
ativador deste pro-farmaco. HPMA-co-MA-GG-C-Dox tem massa
molar de aproximadamente 31600 g/mol, sendo que 5,85% deste
valor corresponde a cefalosporina ligada a doxorrubicina. J4 a 3-
lactamase livre (B-L) tem massa molecular de 45 kDa, enquanto
que 0 HPMA-co-MA-GG-B-L tem massa molar entre 75-150 kDa®.

NH NH
GHa CH; :
CHOH NH B
‘ o O 0 OH g

I 2 {0}

CO

jj/
HPMA-co-MA-GG-C-Dox
COOAIil O

N N
CHa CHa
CHOH NH
\ &,
co
HN.
HPMA-co-MA-GG-B-L B-L

Figura 16. Estruturas de HPMA-co-MA-GG-C-Dox e HPMA-co-MA-GG-[-L

O HPMA-co-MA-GG-B-L reteve 70 e 80% de sua atividade,
respectivamente, contra os substratos cefalosporina C e HPMA-co-
MA-GG-C-Dox. In vivo, HPMA-co-MA-GG-3-L marcado com '*I
exibiu prolongada concentragio plasmatica e grande concentragdo em
tumores, comparado a B-lactamase livre, devido ao efeito EPR®.

Verificou-se, ainda, que a administracdo iv de HPMA-co-MA-GG-
C-Dox em modelo xenogréifico de melanoma B16F10, em ratos,
seguida da administragio de HPMA-co-MA-GG-B-L, ap6s 5 h, le-
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vou a liberag@o de doxorrubicina livre e proporcionou significativo
decréscimo no crescimento do tumor. Entretanto, tal atividade ndo
foi observada quando foi utilizada doxorrubicina livre ou apenas
HPMA-co-MA-GG-C-Dox%.

Este sistema PDEPT ndo exibiu nenhuma toxicidade na dose
utilizada, e a determinag¢do da dose mdxima encontra-se em estu-
do%.

GDEPT - “GENE-DIRECTED ENZYME-PRODRUG
THERAPY”, VDEPT - “VIRUS-DIRECTED ENZYME-
PRODRUG THERAPY” E GPAT - “GENETIC PRODRUG
ACTIVATION THERAPY”

GDEPT € uma estratégia que envolve transferéncia de um gene
carregado, geralmente, por lipossomas as células tumorais, capaz
de codificar a transcricdo de uma enzima, que serd responsdvel pela
transformacao de um pré-farmaco néo téxico em farmaco ativo, com
a finalidade de promover a morte destas células'>?"7%72, Quando
esta terapia génica é farmacologicamente orientada por um vetor
viral, que tem como funcdo a distribuicdo do gene capaz de codifi-
car a transcricdo de uma enzima ativadora de pré-firmaco, € deno-
minada VDEPT. Muitos virus tém sido utilizados como vetores,
incluindo retrovirus, adenovirus e virus de Herpes simplex™.

GPAT ¢ uma variacdo do GDEPT, que utiliza diferengas conhe-
cidas entre células normais e tumorais para aumentar a seletividade’.
Esta técnica envolve a criacdo de um gene artificial composto de
uma seqiiéncia regulatéria transcricional tecido-especifica (TRS),
anexada a uma seqiiéncia do gene da enzima que promove a ativa-
¢do do pré-firmaco. O TRS consiste em um simples promotor, o
qual pode ser ativado em tecidos especificos e, ainda, pode aumen-
tar a taxa de expressdo do gene desta enzima.

Os promotores ou TRSs sdo seqiiéncias transcricionais diferen-
tes de seqiiéncias de células normais que dio expressdo seletiva as
células tumorais'>”, Para promover seletividade aos tumores nos
sistemas GDEPT/VDEPT, € desejavel ter a expressdo da enzima
regulada por um TRS.

Virios exemplos estio descritos na literatura. A Glaxo Welcome
publicou uma patente utilizando TRSCEA (seqiiéncia transcricional
que confere seletividade para células que possuem antigeno carcino-
ma embriogénico) para regular a expressdo de genes de enzimas
ativadoras de pr6-fairmacos’. Este antigeno € expresso na maioria dos
tumores solidos, incluindo célon, pulmao, estdbmago e pancreas.

O uso de TRSCEA poderd, entdo, permitir a expressio seletiva
de enzimas ativadoras de pré-formacos na maioria dos tumores s6-
lidos. Testes in vivo demonstraram que o uso de um sistema VDEPT,
composto pelo promotor CEA (antigeno carcinoma embriogénico),
de um adenovirus modificado como vetor e de um gene VHS-TQ
(timidina quinase de virus de Herpes simplex), capaz de codificar a
enzima timidina quinase, que ativa o ganciclovir, revelou atenua-
¢do de metdstases de figado utilizando modelo xenografico, em ra-
tos CB17SCID".

A transcri¢do do gene MUC1(que codifica precursor de mucina
1) resulta no produto mucina epitelial polimdrfica, que se encontra
em grande quantidade, sendo altamente glicosilada, em muitos car-
cinomas em relagdo as células normais. O nivel do produto do gene
erbB2 (membro da familia de genes do receptor do fator de cresci-
mento epidermal) também ¢ alto em neoplasias de mama e pancre-
as”™. Os TRS de MUCI e erbB2 foram incorporados a seqiiéncia
transcricional responsavel pela transcri¢do da enzima timidina quinase.

Todas essas seqiiéncias foram introduzidas um vetor de retrovirus
modificado. Foi verificado que a utilizacdo conjunta dos dois pro-
motores fez aumentar a expressdo do gene da enzima, em células
que expressam esses dois genes’ (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo esquemdtica dos sistemas que utilizam enzimas
ativadoras de pro-farmaco

Promotores, baseados em elementos que respondem a hipéxia,
estdo sendo desenvolvidos para aumentar a seletividade em tumores
de regides de hipdxia, pois estes tumores sdo resistentes a
quimioterdpicos, devido a pobre perfusdo que limita a disseminacio
de farmacos™®!.

No primeiro sistema GDEPT descrito foi utilizado um gene (VHS-
TQ) proveniente do virus de Herpes simplex, que codifica a transcri-
¢do da enzima timidina quinase (VHS-TQ). Esta enzima viral € res-
ponsavel pela monofosforilacdo de uma variedade de pré-farmacos
baseados em guanosina, como ganciclovir®>*. Somente apds a
monofosforilagdo viral, é que as enzimas mamiferas endégenas sdo
capazes de converter o pro-firmaco em uma forma ativa trifosforilada,
um metaboélito que provoca morte celular, por inibi¢do da incorpo-
racdo no DNA do nucleotideo desoxiguanosina trifosfato, interrom-
pendo a sintese do DNA durante a fase S* (Figura 18).

o o) [¢]
N N N
HN HN HN
ﬁ % ﬁ > ﬁ 0
N .
H,NT N7 N H,NT SN N quinases H,NT N7 N
HO VHS-TQ PO mamiferas PPPO
H “—OH H “—OH H \“—OH
GCV GCV trifosfato

Figura 18. Conversdo do ganciclovir em ganciclovir trifosfato pelas enzimas
VHS-TQ e quinases mamiferas

As principais pesquisas envolvendo o ganciclovir em VDEPT es-
tao relacionadas ao tratamento de glioblastoma. Em 248 pacientes
cuja doenca foi diagnosticada precocemente e que ndo receberam tra-
tamento prévio, o vetor viral foi administrado por injecdo intratumoral
e, em seguida, o pré-farmaco foi administrado sistemicamente®.

Infelizmente, esta e outras pesquisas clinicas diferentemente
de estudos iniciais em modelos animais nio resultaram em benefi-
cios, tanto no tempo de progressdo tumoral, quanto no tempo de
sobrevida dos pacientes, quando comparadas com terapias conven-
cionais (radioterapia e remocao cirdrgica)**¥’. Esses resultados sdo
atribuidos a baixa taxa de liberacdo do gene VHS-TQ e, possivel-
mente, devido a dificuldade do farmaco atravessar a barreira
hematoencefilica e as membranas de células tumorais.

Combinagdes desta terapia com outras vém sendo exploradas.
Algumas, com a finalidade de aumentar a liberagio do gene utilizan-
do proteases como tripsina®®, outras usam radioterapia para aumen-
tar a expressdo do gene e a citotoxicidade do farmaco®*.

Depois do gene VHS-TQ, o gene que codifica a transcri¢do da
enzima citosina deaminase (CD) é o mais utilizado para GDEPT?'.
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Esta enzima encontrada em uma variedade de bactérias e fungos
tem como funcdo a desaminag@o da citosina, transformando-a em
uracila. Ela também promove a desamina¢@o da flucitosina (5-FC),
convertendo-a em fluoruracila (5-FU) (Figura 15), um farmaco
citotéxico antineopldsico. As células mamiferas ndo produzem esta
enzima, o que faz com que a 5-FC seja relativamente ndo toxica®.

O farmaco 5-FC possui uma biodisponibilidade adequada, o que
facilita sua penetragdo em células adjacentes ndo expressantes e
aumenta sua capacidade de matar essas células, o que talvez expli-
que que em tumores solidos, in vitro, quando apenas 4% das célu-
las tumorais expressam o gene que codifica a enzima CD, se pode
observar 60% de regressdo tumoral®.

O uso do promotor, antigeno carcinoembridnico (CEA), antigeno
presente em tumores de cancer de c6lon possibilita uma expressao
maior e seletiva deste gene®. Modelos xenograficos de carcinoma
de mama MDA-MB-231 e glioma humano induzidos em ratos fo-
ram controlados por uma dose intratumoral de um adenovirus que
possui um gene que codifica a enzima CD, seguida da administra-
céo sistémica de 5-FC*7.

Estudos similares tém demonstrado a eficdcia do sistema CD/5-
FC em metéstase hepética de carcinoma de c6lon” e de céncer de prés-
tata”. Células de glioma 9L que coexpressam as duas enzimas, a enzima
CD e a enzima uracil fosforibosiltransferase, as quais estdo ausentes
em células mamiferas, sdo 375 vezes mais sensiveis ao tratamento com
5-FC que células que expressam somente a enzima CD'®. Estudos in
vivo, em modelo xenogréfico de cancer de c6lon induzido em ratos,
utilizando a mesma fusdo desses dois genes, demonstraram significante
reducdo tumoral quando comparado com ratos ndo tratados'.

O sucesso desta estratégia € demonstrado pela pesquisa clinica,
fase I, em pacientes com cancer de mama, que utilizaram o gene que
codifica a enzima CD associado ao gene de um promotor tumor especi-
fico erbB-2 , exibindo 90% de expressio do gene que codifica a enzima
CD, nos casos em que as c€lulas tumorais eram erbB-2 positivas™.

O sistema GDEPT tem sido utilizado para aumentar o nivel de
B-glicuronidase em tumores. Neste sistema, o gene que codifica a
enzima B-glucuronidase € usado para transmitir a ordem para as
células tumorais secretarem esta enzima. Logo apds, o pro-farmaco
glucuronizado baseado em doxirrubicina (DOX-GA3 ou HMR1826)
¢ administrado'>1**1 (Figura 19).

doxorrubicina

HMR1826

Figura 19. Conversdo do pro-farmaco HMR1826 em doxorrubicina pela -G

Tem sido demonstrado, in vitro, que a superexpressdo deste gene
resulta na presenga da enzima aderida na superficie das células
tumorais'®®, ao invés do seu confinamento em lisossomos!®. Isto
ocorre, provavelmente, devido a saturagdo do sistema receptor M6P
(manose 6-fosfato).

Um estudo recente tem sido desenvolvido, utilizando uma li-
nhagem de células cancerigenas humanas que expressam o gene
que codifica esta enzima. Esta linhagem de células foi implantada
subcutaneamente, usando um modelo xenografico. Foi observada
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a regressdo no volume do tumor, quando apenas 7% das células
tumorais expressaram a [-glucuronidase'?.

A enzima bacteriana nitrorredutase (NTR) converte o pré-
farmaco CB1954 (Figura 20), em um potente agente alquilante'®.
Como ndo ha homélogas da NTR endégenas capazes de promover a
ativacdio deste pré-firmaco, um sistema VDEPT utilizando NTR/
CB1954 foi vidvel. Testes in vivo, que avaliaram a eficcia e segu-
ranca na administracdo de uma Unica inje¢@o intratumoral de um
vetor de adenovirus modificado (CTL102) expressante da NTR pro-
veniente de E. coli, em doses que variam de 7,5x10° a 2x10" parti-
culas virais, combinada com a administrag@o sistémica posterior do
pré-farmaco CB1954, produziram efeitos antitumorais tipicos em
modelos xenogréficos subcutineos em quatro tipos de céncer'®.

DNA
N7
o N N7
I H H NH
N .
o NTR o N enzimas ona
o Y, celulares o
N
oS NH2 ’o’N:\o NH, o NS NHz
CB1954

Figura 20. Ativagcdo de CB1954 pela enzima nitrorredutase (NTR)

Uma triagem clinica em fase I foi efetuada para determinar a
dose maxima de Ad-NTR (adenovirus modificado que expressa a
enzima nitrorredutase) em pacientes com cancer de c6lon com
metdstase hepdtica e em pacientes com hepatoma'1®. A toxicidade
foi minima e a enzima foi detectada nos tumores que foram retira-
dos. A expressdo do gene que codifica esta enzima aumentou com
a elevagdo da dose administrada de Ad-NTR. O préximo ensaio
clinico serd realizado com a combinacdo do Ad-NTR na dose de
10" particulas, com subseqiiente administracio de CB1954'%,

A carboxipeptidase G2 (CPG2), proveniente da bactéria
Pseudomonas putida, cliva a por¢ido glutamato de pré-farmacos
tornando-os ativos'®. Um gene modificado que codifica uma CPG2
mutante que, ao invés de se expressar intracelularmente, se expres-
sa superficialmente vem sendo estudado''’.

Excelentes resultados comparativos em linhagens de células
cancerigenas WiDr, SR-OV-3 e A2780 demonstraram que a enzima
mutante, em relacdo a ndo mutante, mostrou ser superior na ativa-
¢éo do pré-farmaco CMDA!'" (Figura 21).
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Figura 21. Ativagao do CMDA pela CPG2

Baixos niveis da enzima modificada e uma baixa exposi¢ao do pré-
farmaco foram necessdrios para matar células expressantes. Tumores
xenograficos de carcinoma de mama MDA-MB-361 e outros tumores
xenograficos, que expressam estavelmente a enzima mutante, t€m sido
desenvolvidos para andlises, in vivo, em sistema GDEPT'>4,

Uma dose adequada do pré-farmaco CMDA causou um decrés-
cimo no volume de tumores xenograficos e, em alguns casos, houve
regressdo total. Tumores que regrediram depois de um tratamento
inicial, responderam quando foram novamente submetidos a um
novo tratamento, indicando que o gene ¢ estdvel e ativo por longo
tempo. Em grupos onde a enzima mutante foi expressa, a adminis-
tragdo de vdrios pro-farmacos resultou em regressdo e/ou cura de
tumores humanos xenogrificos MDA-MB-361 e, também, de ou-
tros tumores xenogéficos!!>!14,
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O maior efeito foi observado em tumores onde 100% das células
expressavam CPG2 mutante, com 67% de cura e, sobretudo, inibi¢do
de crescimento em 90 dias. Em alguns casos em que de 10 a 50% das
células tumorais expressaram a CPG2 modificada, pode-se observar,
cura efetiva, com 100% de células mortas. Quando tumores foram
preparados com um inéculo contendo somente 10% de CPG2 mutante
expressa, mais de 90% das células sofreram apoptose, enquanto em
controles menos que 1% das células morreram!''.

CONCLUSAO

Devido a baixa vascularizacdo em tumores, a atividade de
imunoconjugados volumosos quimicamente ligados € restrita, ndo
sendo possivel a distribuicdo em todas as células tumorais. Além
disso, a ligacdo do conjugado a superficie celular € limitada pela
heterogenicidade do antigeno. Outros problemas do sistema ADEPT
incluem custos e dificuldade com o desenvolvimento e a purificagdo
de anticorpos, mas o principal problema ¢ a imunogenicidade do
imunoconjugado, o que limita ciclos multiplos de sua aplicacdo. Para
resolver este problema muitas propostas tém sido apresentadas, in-
cluindo o uso de proteinas humanizadas e a administracdo
concomitante de imunossupressores. As recentes pesquisas clinicas
da primeira geracdo do sistema ADEPT nio mostraram os resultados
desejados, mas encorajaram o desenvolvimento da segunda geracao.
A segunda geragdo do sistema ADEPT incorpora, além de pré-farmacos
melhorados, o uso da tecnologia de DNA recombinante, para obter
proteinas fundidas ao invés de conjugados quimicos, oferecendo grande
chance de sucesso clinico, pois estas proteinas retém alta
especificidade, menor imunogenicidade e s3o menos volumosas.

A maior vantagem dos sistemas GDEPT/VDEPT/GPAT sobre o
ADEPT ¢ a potencial versatilidade em encontrar seletividade. Nes-
tes sistemas, genes que codificam enzimas podem ser especifica-
mente distribuidos através de TRS, que direciona a expressdao da
enzima para c€lulas alvo. No entanto, existem alguns riscos teori-
cos, incluindo mutagénese, formagdo de anticorpos anti-DNA, in-
feccdo local e ulceracdo de nédulo tumoral, restringindo seus usos.
No caso do sistema VDEPT, a maioria dos vetores viral € construida
para possuirem replicac@io deficiente, contudo, hd risco, mesmo que
pequeno, de reversdo do virus para sua forma selvagem. Outra des-
vantagem associada a vetores retrovirais € que suas cé€lulas alvo sdo
somente as que estdo em divisdo e mesmo em um nédulo tumoral
em crescimento, apenas de 6 a 20% das cé€lulas estdo em fase S se
proliferando. No entanto, este inconveniente pode ser uma vantagem
para tumores cerebrais, onde somente células tumorais estdo se mul-
tiplicando. Comparado com retrovirus, o adenovirus tem algu-
mas vantagens, incluindo a capacidade de se proliferar tanto em cé-
lulas que estio se dividindo, como nas que nio estdo, mas apresenta
curtos periodos de expressdo do gene nas células em divisdo.

O maior problema limitante da aplicag¢@o clinica destes siste-
mas (GDEPT/VDEPT/GPAT) € o desenvolvimento de uma forma
sistémica para distribuicdo do gene, apesar de que injecdes
intratumorais vém mostrando resultados encorajadores. Estas inje-
¢des podem resultar em atividade em locais distantes do local da
aplicag¢do, o que pode ser um fator positivo para tratamento de
metdstases, embora seja necessdrio utilizar um veiculo de distri-
buicdo de gene sistémico.

Com base nestas varidveis, a escolha por GDEPT/VDEPT/GPAT
ou ADEPT ¢ dependente do cendrio clinico e dos riscos e limita-
¢des associados a cada sistema. Na terapéutica de doengas alta-
mente invasivas em que se utilizam farmacos extremamente toxi-
cos, como o cancer, estes sistemas se constituem esperanca na dis-
tribuicdo destes farmacos em células neopldsicas com alta
seletividade diminuindo, desta forma, a toxicidade destes e, conse-

Pro-farmaco ativado por enzima, uma estratégia promissora na quimioterapia 1315

qiientemente, ocasionando menor sofrimento ao paciente. Os estu-
dos ainda sdo iniciais, mas merecedores de serem explorados como
alternativas ao tratamento convencional.
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GLOSSARIO DE TERMOS TECNICOS

A2780: linhagem de células de adenocarcinoma humano

A33: antigeno de carcinoma de célon

A549: linhagem de células de cancer de pulmao

ADEPT (“antibody-directed enzyme prodrug therapy”): terapia que
utiliza anticorpo acoplado a uma enzima ativadora de pro-
farmacos

Ad-NTR: adenovirus modificado que expressa a enzima
nitrorredutase

C28: anticorpo que se liga as células epiteliais

Capan 2: linhagem de células de cancer de pancreas

CB17SCID: rato com imunodeficiéncia grave

CD: citosina deaminase

CEA: antigeno carcinoma embriogénico

CHO: ovério de hamster chinés

C-Mel: cefalosporina-melfalano

CMDA: icido 4-[(2-cloroetil)(2-mesiloxetil)amino]benzoil-L-
glutamico

COLO 205: linhagem de células de cancer de célon

CPG2: carboxipeptidase G2

EPR: aumento da permeabilidade e retencio

ErbB2: membro da familia de genes do receptor do fator de cresci-
mento epidermal

5-FC: flucitosina

5-FU: fluoruracila

B-G: B-glicuronidase

GCV: ganciclovir

GDEPT (“gene-directed enzyme prodrug therapy”): terapia que utili-
za gene que expressa a enzima ativadora de pré-farmacos

GPAT (“genetic prodrug activation therapy”): terapia que utiliza a ati-
vagdo genética de pré-farmacos

HPMA: n-(2-hidroxipropil)-metacrilamida

HPMA-co-MA-GG-C-Dox: HPMA-copolimero-metacriloil-glicina-
glicina-cefalosporina-doxorrubicina

HPMA-co-MA-GG-B-L: HPMA-copolimero-metacriloil-glicina-
glicina-B-lactamase

IgG: imunoglobulina G

K562: linhagem de células de leucemia humana

B-L: B-lactamase

L49-sFvbL: proteina fundida recombinante composta de uma cadeia
simples de fragmento varidvel derivada de anticorpo monoclonal
149 e da enzima B-L

LS174T: linhagem de células de tumor de célon humano

MG6P: manose 6-fosfato

mAc: anticorpo monoclonal

mAc-CD: anticorpo monoclonal acoplado a enzima citosina deaminase

mAc-CPG2: anticorpo monoclonal acoplado a enzima
carboxipeptidase G2

MCEF7: linhagem de células de carcinoma de mama

MDA-MB-361: linhagem de células de carcinoma de mama

MiaPaCa2: linhagem de células de cancer de pancreas

MTX: metotrexato

MUCI: precursor de mucina 1
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NTR: nitrorredutase

OVCAR-3: linhagem de células de tumor de ovario humano

PDEPT (“polymer directed enzyme prodrug therapy”): terapia que
utiliza polimero acoplado a uma enzima ativadora de pré-farmacos

SB 43: anticorpo galactosilado anti-mAc-CPG2

scFvc28: fragmento varidvel de cadeia simples do anticorpo humano
C28

scFvC28-B-G: fragmento varidvel de cadeia simples do anticorpo
humano C28 acoplado a enzima beta-glicuronidase

SR-OV-3: linhagem de células de adenocarcinoma humano

TRS: seqiiéncia regulatdria transcricional tecido especifica

TRSCEA: seqiiéncia regulatoria transcricional do antigeno carcino-
ma embriogénico

VDEPT (“virus-directed enzyme prodrug therapy”): terapia que utili-
za virus que expressa enzima ativadora de pré-farmacos

VH: fragmento varidvel de cadeia pesada do anticorpo

VHS-TQ: timidina quinase de virus de Herpes simplex

VL: fragmento varidvel de cadeia leve do anticorpo

WiDr: linhagem de células de carcinoma de célon humano
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