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Resumo

O carcinoma da bexiga é o quinto tumor maligno mais comum, representando cerca de
3,2% de todos os cancros no mundo. A sua patogénese envolve alteracdes geneticas
somaticas induzidas por agentes carcinogéneos ambientais, tais como o tabaco, as
aminas aromaticas ou o arsénio. Apesar da caracterizacao elaborada dos fatores de risco,
o0 carcinoma da bexiga ainda é um problema epidemiol6gico importante, cuja incidéncia

continua a aumentar a cada ano.

A carcinogénese pode ocorrer através da ativagdo de protooncogenes ou através da
perda de genes supressores de tumor, ambos 0s quais tém sido documentados no
carcinoma urotelial (CUB). O CUB, a forma mais comum de carcinoma da bexiga pode
ser ndo-invasor ou invasor, Apesar do carcinoma da bexiga recidivar frequentemente,
apresentam um baixo risco de progressdo para a doencga invasiva e um progndstico geral
favoravel. Em contraste, os CUB invasivos caracterizam-se por serem uma doenca
agressiva, muitas vezes com uma taxa de sobrevida de 5 anos reduzida, apesar do
tratamento com cistectomia radical e quimioterapia adjuvante. Ainda que se tenha
evoluido nas estratégias cirdrgicas e quimioterapéuticas, a sobrevida na doenca invasiva
e metastatica ndo apresentou melhorias significativas nas Ultimas décadas, desde a
introducdo do BCG na década de 1970 e do MVVAC na década de 1980. Neste contexto

urge a necessidade de novos alvos terapéuticos.

A proteina alvo da rapamicina nos mamiferos (mTOR) desempenha um papel
importante na regulacdo da traducdo de proteinas, crescimento celular e metabolismo.
Alteracdes nesta via de sinalizacdo sdo comuns no cancro (amplificacdo/mutacdo da
PI3K, perda de funcdo do PTEN, sobrexpressdo do AKT e amplificagdo/sobrexpressao
do S6K1 e elF4E), e, portanto, 0 mTOR constitui um alvo terapéutico cada vez mais

relevante noambito destadoenca.

A rapamicina e o0s seus analogos provaram ser benéficos como agentes
anticancerigenos, numa ampla gama e ensaios pré-clinicos, isoladamente ou
combinados com outros inibidores de outras vias de sinalizacdo, como terapéutica para
varios tipos de cancro. No entanto, sdo necessarios mais estudos para validar o mTOR

como agente terapéutico para o carcinoma da bexiga.



Abstract

Bladder carcinoma is the fifth most common malignancy, accounting for about 3.2% of
all cancers worldwide. Its pathogenesis involves somatic genetic changes induced by
environmental carcinogens such as tobacco, aromatic amines or arsenic. Despite the
characterization established risk factors, carcinoma of the bladder is still an important
epidemiologic problem whose incidence continues to increase every year.
Carcinogenesis may occur through activation of protooncogenes or through loss of tu-
mor suppressor genes, both of which have been documented in urothelial carcinoma
(CUB). CUB, the most common form of bladder carcinoma, is divided into noninvasive
and invasive with non-invasive lesions divided into low and high grade. Despite
frequente reccurences, these injuries often have a low risk of progression to invasive
disease and a generally favorable prognosis. In contrast, the invasive subtipe of CUB is
characterized as being an aggressive disease, often with a reduced 5-year survival, de-
spite treatment with adjuvant chemotherapy and radical cystectomy. Although its sur-
gical and chemotherapeutic strategies have evolved, survival in invasive and metastatic
disease showed no significant improvements in the last decades, since the introduction
of BCG in the 1970s and in the 1980s MVAC. In this context there is an urgent need for

new therapeutic targets.

Protein mammalian target of rapamycin (mTOR) plays an important role in the regula-
tion of protein translation, cell growth and metabolism. Changes in this signaling path-
way are common in cancer (amplification / mutation of PI3K, loss of PTEN function,
overexpression of AKT and amplification / overexpression of S6K1 and elF4E) and
thus mTOR is an increasingly important therapeutic target in this disease.
Rapamycin and its analogs proved to be beneficial as anticancer agents in a broad range
in preclinical trials, alone or combined with other inhibitors of other signaling path-
ways, such as therapy for various cancers. However, more studies are needed to validate

MTOR as a therapeutic agent for bladder carcinoma.
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I. Introducéo

O carcinoma da bexiga é a segunda neoplasia maligna mais frequente a nivel mundial
do trato genitourinario representando 3,2% de todos 0s cancros, e afeta trés vezes mais o
sexo masculino que o feminino (Jemal et al., 2009, Puzio-Kuter et al., 2009). Mais de
90% dos cancros da bexiga, derivam do epitélio urotelial, ou seja, sdo carcinomas
uroteliais da bexiga (CUB). Cerca de 70-80% destes doentes séo diagnosticados com
tumores papilares de baixo grau, isto € superficiais. Os tumores superficiais, ou seja,
ndo invasores da camada muscular apresentam baixa tendéncia para progressao (10-
20%) mas possuem um elevado risco de recorréncia (50-70%) (Kaufman, 2009, Puzio-
Kuter et al.,2009, Knowles, 2001, Skinner et al., 1998). Os restantes doentes com CUB
apresentam diagnosticos de tumores de alto grau, invasores ou com doenca metastatica.
Sendo este grupo o principal responsavel pela mortalidade por carcinoma da bexiga
(Puzio-Kuter et al., 2009, Abraham et al., 2007). Por ano, sao diagnosticados cerca de
110 500 homens e 70 000 mulheres com esta patologia, aproximadamente 38 200
doentes na Unido Europeia, sendo que 17 000 pacientes norte-americanos morrem por
CUB (Burger Met al., 2012). Como se pode constatar, o cancro da bexiga continua a ser

um grave problema de saude publica.

A patogénese envolve alteracBes genéticas somaticas induzidas por carcinogéneos
ambientais (Abraham et al., 2007), tais como o fumo do tabaco, aminas aromaticas,
analgésicos contendo fenacetina e a ingestdo de arsénio (Chen et al., 2009, Negri e La
Vecchia, 2001). Também existem alguns estudos que demonstram que os fatores
genéticos hereditarios contribuem para a oncogénese desta neoplasia. (Chen et al.,
2009).

Apesar dos tumores da bexiga na generalidade serem quimiossensiveis, a utilizacdo de
farmacos em regimes de neoadjuvancia ou adjuvancia sdo pouco eficazes. O CUB
invasor como ja foi dito é responsavel pela maior parte das mortes por esta doenca, pois
é uma patologia agressiva que apresenta uma taxa reduzida de sobrevida aos 5 anos
apesar do tratamento com cistectomia radical e quimioterapia adjuvante (Puzio-Kuter et
al.,, 2009, Abraham et al., 2007). Apesar da continua otimizacdo terapéutica,

aproximadamente 50% destes doentes acabam por recorrer e morrer devido & doenca
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(Rosenberg, 2009). Relativamente aos CUB superficiais, o problema coloca-se no
tratamento dos doentes com alto risco de recorréncia e progressao para um estadio de
doenca invasora da camada muscular. Os fatores de risco que definem estes doentes séo:
multifocalidade, tamanho do tumor, estadio, frequéncia de recorréncia apds resseccao
transuretral (RTU), presenca de carcinoma in situ (CIS) concomitante e grau tumoral
(Babjuk, 2008). Apesar do tratamento intravesical com o imunomodulador Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) em esquemas de manutencdo ser o tratamento de referéncia,
estes falham em cerca de 1/3 dos doentes e ja existe quem defenda a vantagem do
recurso a cistectomia radical (CR) em alguns doentes, antes da progresséo para doenca
invasora (Jakse et al., 2001; Losa et al., 2000; Babjuk, 2008; Kaufman, 2009; Kulkarni
etal., 2007).

Como se pode verificar os CUB apresentam uma grande heterogeneidade, quer ao nivel
histopatologico, quer em termos de resposta a terapia e sobrevivéncia. Esta
heterogeneidade e a ineficacia dos esquemas terapéuticos aplicados a alguns grupos de
doentes tém motivado uma intensa investigacdo de novos alvos e estratégias

terapéuticas mais adequadas a esses doentes (Kaufman, 2009).

As vias de sinalizacdo celular tém um papel fundamental na carcinogénese e alteracdes
de genes ou proteinas subjacentes a estas vias podem influenciar o controlo do ciclo

celular, a reparacdo do ADN, e metabolismo do carcinogéneo (Chen et al., 2009).

Nos ultimos anos, as descobertas no ambito da transducdo de sinais
levaram a identificacdo de moléculas-chave envolvidas nas vias de sinalizacdo que
regulam a apoptose, proliferacdo e sobrevivéncia celular e que se encontram
frequentemente associadas a processos tumorais tais como a angiogénese e a

metastizacdo (Peng et al., 2002).

Desse ponto de vista, uma molécula de sinalizagdo extremamente atrativa e que tem
suscitado recentemente a aten¢do como alvo terapéutico € a proteina alvo da rapamicina
nos mamiferos (MTOR). O MTOR é uma proteina cinase serina/treonina especifica,
localizada a jusante da via fosfatidilinositol 3-cinase PI3K/AKT (via
PISBK/AKT/mTOR), que desempenha um papel critico na oncogénese (Peng et al.,
2002). Tém sido demonstradas alteraces nesta via, no carcinoma da bexiga e que

parecem influenciar o comportamento tumoral (Garcia e Danielpour, 2008).
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A desregulagdo da via PISBK/AKT/mTOR gera um ambiente favoravel a processos
tumorais e tem sido documentada numa variedade de modelos tumorais (Arslan et al.,
2006, Dancey, 2006, Georgakis e Younes, 2006). O mTOR integra sinais extracelulares
e intracelulares de fatores de crescimento e nutrientes, através da via PISBK/AKT (Negri
e La Vecchia, 2001, Knowles, 2001, Skinner et al., 1998). A AKT que é uma proteina
serina/treonina cinase modula a atividade do mTOR através da fosforilagdo direta do
complexo TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis complex), o qual tem sido estabelecido como
o principal regulador inibitério localizado a montante do mTOR (Tee, 2002). Também
regula a traducdo através do controlo de moléculas-chave da sintese proteica,
destacando-se a proteina cinase ribossomal S6 (S6K) e o fator de iniciacdo eucariotica
4E ligado a proteina 1( 4EBP1), sendo estes os substratos mais estudados para 0 mTOR.
Dados pré-clinicos promissores levaram a rapida interpretacdo do uso de inibidores do

mTOR na terapia contra o cancro em ambiente clinico (Easton e Houghton, 2006).

A primeira geracdo de inibidores do mTOR a serem usados na oncologia inclui trés
derivados da rapamicina: o Torisel (CCI-779), a AP23573 e 0 everolimus (RADOQ01),
que se encontram em estudo para varios tumores solidos (Chan et al., 2005, Galanis et
al., 2005).

Apesar da via de sinalizacdo do mTOR ainda ndo ter sido estudada em detalhe no

carcinoma da bexiga, pode conter alvos com potencial terapéutico para este tumor.

O presente projeto de graduacdo tem como objetivo, através da realizacdo de uma
extensa revisdo bibliografica, demonstrar que o carcinoma da bexiga representa um
grave problema de satde publica no mundo, o possivel envolvimento da via mTOR no
carcinoma da bexiga, assim como a identificacdo de moléculas com potencial
alvo terapéutico. Também se procurou compreender o efeito de inibidores da via
mTOR no tratamento de cancro e o seu papel na modulacdo da resisténcia aos farmacos

quimioterapicos.

Os objetivos especificos que este trabalho cientifico pretendeu clarificar ao longo do

mesmo, foram:
- Evidenciar o carcinoma da bexiga como um problema de satde publica.

- Demonstrar a necessidade de se estudar novos alvos terapéuticos.
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- Avaliar a importancia e envolvimento da cascata de sinalizagdo mTOR no cancro e

especificamente no carcinoma da bexiga.

- Compreender se existem alvos na cascata mTOR com interesse terapéutico para o

tratamento do carcinoma da bexiga

A motivacdo para a escolha deste tema, prende-se com o meu gosto pessoal sobre o
Cancro. A oportunidade de aprender mais sobre este tema, crescer e evoluir traz-me
certamente satisfacdo e realizacdo a varios niveis. No meu futuro profissional espero
poder deixar 0 meu contributo nesta area, levar um pouco de esperanca aos doentes que

sofrem com esta enfermidade e possibilitar-lhes uma melhor qualidade de vida.
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I1. Epidemiologia

O carcinoma da bexiga é o tumor maligno mais comum envolvendo o
sistema urinario. Em 2008, foi responsavel por cerca de 368 000 novos casos e 150 000
mortes em todo o Mundo (Jemal et al., 2011). A seguir ao cancro da préstata, o cancro
da bexiga ¢é a segunda neoplasia maligna mais prevalente, em homens de meia-idade e
idosos (Feldman et al., 1986, Vercelli et al., 1999).

O carcinoma da bexiga € geralmente diagnosticado em individuos mais velhos, com
uma média de idades aquando o diagnostico, situada nos 69 anos para 0s Homens e nos
71 anos para as Mulheres (Lynch e Cohen, 1995, Scosyrev et al., 2009 ).

A incidéncia aumenta com a idade, na ordem dos 142 a 296 por 100.000 homens com
idade entre 0s 65 e 0s 69 anos e a partir dos 85 respetivamente, e de 33 a 74 por 100.000
mulheres no mesmo grupo etario (Hinotsu et al., 2009).

Embora extremamente raro, o carcinoma da bexiga pode surgir em criangas e jovens

adultos, onde geralmente se apresenta como de baixo grau, ndo-invasivo (Linn, 1998).

Geograficamente, ha uma grande variacdo na incidéncia do
cancro da bexiga urotelial. A Europa Ocidental, Norte de Africa e a América do Norte
tém a maior incidéncia (Pelucchi et al., 2006), como se pode observar na figura 1.

% Homens % Mulheres
(6) Laringe 3.5 \ Tiréide (2)
(9) Eséfago 2.8 =% Pulmao/Bronquios (9)

Mama (1)

(2) Pulm&o/Brénquios 12.0 \ e
(3) Estomago 8.2 \

Estdomago (5)

(4) Célon 6.8 m—— Célon (4)

(10) Rim 2.3 Recto (6)

(7) Bexiga 3.3 e

=7 T—

(5) Recto 6.7 7 o 5.7 Corpo Uterino (3)

(1) Prostata 214 4.0 Colo Uterino (7)

(8) Linfoma ndo Hodgkin 3.2 3.5 Linfoma ndo Hodgkin (8)
31 Melanoma da Pele (10)

Figura 1 Tumores mais frequentes no sexo masculino e feminino em 2010 (adaptado de

(Registo Oncoldgico Regional do Norte, 2010).
5



Carcinoma Urotelial da Bexiga e Via de Sinalizagdo mTOR

(a)

B <37 W <54 <88 B <158 B <3

GLOBOCAN, 2002, IARC

| ERE B <28 W <37 | BREX
GLOBOCAN, 2002, IARC

Figura 2 Taxas de incidéncia mundiais de carcinoma da bexiga standarizadas pela idade
(por 100 000 individuos): a) sexo masculino, b) sexo feminino. (adaptado de (Ferlay et
al., 2002)).

De 1985 a 2005, verificou-se um aumento no numero de casos de cancro de bexiga, de
mais de 50% nos Estados Unidos, enquanto que no periodo entre 1975-1996, a taxa de
sobrevivéncia para aqueles com diagndstico de carcinoma da bexiga aumentou de 75
para 81% (Jemal et al., 2005, Jemal et al., 2010).
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Mesmo dentro dos Estados Unidos existem diferencas regionais substanciais na
incidéncia deste cancro, verificando-se uma incidéncia no Nordeste e no Havai; pelo
contrario no Utah, a incidéncia € menos de metade (Jemal et al., 2010). Estas diferencas

sdo ligeiramente atenuadas apds o controle do tabagismo (Michaud et al., 2001).

Os homens egipcios tém a taxa mais alta de mortalidade (16.3 per 100.000), que é duas
vezes superior a taxa mais elevada na Europa (8.3 em Espanha e 8.0 na Poldnia) e mais
de 4 vezes superior a taxa mais elevada nos Estados Unidos (Ferlay et al., 2010). Os
paises da Melanésia e Centro de Africa tém as taxas mais baixas relatadas (Parkin,
2006).

B VWomen
1 O Men

i

Gréfico 1 Taxas de mortalidade mundiais de carcinoma da bexiga (100 000/ano)
(adaptado de (Ferlay et al., 2000)).

Existem variagcOes étnicas e raciais na incidéncia de cancro. Nos Estados Unidos, os
homens de raca caucasiana apresentam maior risco, cerca de duas vezes superior a

incidéncia observada em homens afro-americanos e hispanicos (Howe et al., 2006).
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Estas diferencas raciais e étnicas podem explicar-se pelas variacdes nos fenétipos
acetiladores entre grupos raciais/étnicos diferentes e nas diferencas ocupacionais entre
minorias, 0 que influencia a exposicdo a carcinogénios industriais (Schulz e Loomis,
2000).

Em regides desenvolvidas, como a América do Norte e a Europa Ocidental, o tipo de
carcinoma que predomina é o urotelial, onde responde por cerca de 90% dos carcinomas
da bexiga (Jemal et al., 2005, Jemal et al., 2010).

Em outras regibes do Mundo, como o Medio Oriente, o tipo ndo urotelial € o mais
frequente, devido em grande parte a prevaléncia do parasita Shistosoma haematobium
(Parkin, 2002). A maioria dos carcinomas de bexiga associados a shistosomiose,
histologicamente séo carcinoma de células escamosas, enquanto aqueles associados ao

tabagismo sdo carcinomas de células de transicdo (Silverman et al., 1992).

Além das diferencas na incidéncia, sexo e raca também o estadio a que é diagnosticado
0 cancro e o prognostico influencia a incidéncia. Apesar da incidéncia global de
carcinoma da bexiga ser menor nas mulheres e afro-americanos, estes grupos
apresentam tumores em estadio mais avancado em comparacdo com os homens de raca

caucasiana (Scosyrev et al., 2009).

A idade em que se desenvolve o cancro € mais frequente em jovens fumadores, do que

em aqueles que nunca fumaram (Hinotsu et al., 2009).

Desde 1988 que o registo de cancro € obrigatério em Portugal. Neste sentido, foram
criados trés Registos de Cancro Regionais: o RORENO, centralizado no Instituto
Portugués de Oncologia de Francisco Gentil (IPOFG) no Porto, 0 RORCENTRO,
centralizado no IPOFG de Coimbra e 0 RORSUL, centralizado no IPOFG de Lisboa.
Existe ainda um quarto registo de cancro, que, sendo o mais antigo, situado em Vila
Nova de Gaia, tem sido fonte de informacdo para o IARC (International Agency for
Research on Cancer) na sua publicagdo “Cancer incidence in five continents” (Registo

Oncoldgico, 2007, Registo Oncoldgico Regional do Norte, 2005).

Em 2002 registaram-se, em Portugal, 651 ébitos por cancro da bexiga, sendo, nesse ano,
a 8?2 causa de morte por doenca oncoldgica. No sexo masculino, representou 3,7% do

total de mortes por cancro e no sexo feminino 1,8% (Instituto Nacional de Estatistica,
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2003). No Norte do pais sdo diagnosticados 631 novos casos de tumores da bexiga por
ano (taxa de incidéncia bruta de 19,2), dos quais cerca de 22% sdo tratados no Instituto
Portugués de Oncologia do Porto (IPOPFG-EPE) (Registo Oncologico Regional do
Norte, 2005). Em 2007, foram admitidos e tratados neste Centro 170 novos casos de
tumores da bexiga: 96 (56,5%) eram tumores uroteliais superficiais, 69 (40,6%) tumores
uroteliais invasores e 5 (2,9%) eram tumores ndo uroteliais, de acordo com o estudo
histologico. Do grupo de tumores uroteliais invasores 35 (50,7%) casos apresentavam
metastizacdo local ou a distancia (Registo Oncoldgico, 2007). Estes dados demonstram
que o carcinoma da bexiga é uma doenca oncoldgica importante no quadro nosolégico

do pais, fundamentalmente, no sexo masculino.

I11. Fatores de risco

A etiologia do carcinoma da bexiga ndo esta completamente esclarecida. No entanto, os
fatores de risco mais associados a este tipo de carcinoma sdo o tabagismo e a exposicao
ocupacional, embora, muitos casos surjam sem aparente exposi¢do a carcinogéneos
(Golijanin et al., 2006).

A idade é um fator de risco no desenvolvimento do carcinoma da bexiga, cuja
ocorréncia é maior em idosos. A média de idades no sexo masculino situa-se nos 72

anos enquanto para o sexo feminino encontra-se nos 74 anos (Horner et al., 2009).

3.1 Tabagismo

O tabagismo é um dos principais fatores de risco associados ao carcinoma da bexiga,
sendo responsavel por 30 a 50 % de todos os casos (Kirkali et al., 2005 ). O risco esta
relacionado com o namero de cigarros consumidos, o tempo durante o qual o fumo é
retido nos pulmdes e a quantidade de fumo inalado (Augustine et al., 1998). Os
fumadores apresentam um risco 2 a 4 vezes superior ao dos ndo-fumadores de

desenvolverem a doenca (Kirkali et al., 2005). Alguns estudos sugeriram que, neste
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grupo de risco, 0s tumores vesicais tendem a ser maiores, multifocais e
histopatologicamente mais agressivos (Thompson et al., 1987). Verificaram-se, de
facto, diferencas no espectro mutacional entre os tumores de individuos ndo-fumadores
e fumadores (Wallerand et al., 2005). O fumo de um cigarro é um aerossol que contém
cerca de 1010 particulas / ml e 4800 compostos (Hoffmann e Hecht, 1990). Dos
compostos potencialmente carcinogéneos presentes no fumo do tabaco podemos
enumerar os Oxidos de azoto, isopreno, buta-dieno, benzeno, estireno, formaldeido,
acetaldeido, acroleina, furano, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), N-
nitrosaminas, aminas aromaticas, e metais (Hoffmann et al., 2001 ). Um potencial
mecanismo pelo qual as aminas induzem a carcinogénese consiste na formacdo de
aductos de ADN que resultam em eventos mutagénicos (Risch et al., 1995,Yu et al.,
1994, Castelao et al, 2001). Tal estd associado aos polimorfimos dos genes que
codificam as enzimas envolvidas no metabolismo das aminas, revelando este fendmeno
uma interacdo genética e ambiental. As aminas sdo destoxificadas, por N-acetilacéo,
através da enzima N-acetiltransferase (NAT2), o que diminui a formacdo de aductos
(Wallerand et al., 2005, Risch et al., 1995). Por outro lado, a citocromo p4501A2
(CYP1A2) é outra enzima que retira grupos metilo as aminas arométicas, aumentando a
formacdo de aductos (Jung e Messing, 2000). Como estas enzimas sdo polimérficas, a
metabolizacdo das aminas ocorre de forma lenta ou répida, consoante o fendtipo
individual. Como tal, a variabilidade de expressdo dos produtos génicos de individuos
de uma mesma populacdo traduz-se em diferentes taxas de metabolizacdo enzimatica,
que parecem determinar um risco distinto de desenvolver carcinoma da bexiga (Jung e
Messing, 2000, Kadlubar e Badawi, 1995).

Outro mecanismo possivel também esté relacionado com as enzimas do citocromo P450
que catalisam a adi¢do de um atomo de oxigénio ao agente cancerigeno, aumentando a
solubilidade dos carcinogéneos na agua com a finalidade de os tornar facilmente
excretaveis (Guengerich, 2001). Este processo metabdlico detoxificante é auxiliado por
enzimas de fase 2, que convertem o0 agente cancerigeno oxigenado numa
forma altamente soltvel em agua (Armstrong, 1997, Burchell et al, 1997, Duffel, 1997).
Enquanto este processo é eficiente, 0 organismo estara protegido. No entanto, alguns
dos intermediarios formados pela interagdo das enzimas do citocromo P450 com o0s

carcinogeneos sdo muito reativos, e geralmente possuem um centro eletrofilico. Tais
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intermediarios, ou metabolitos podem reagir com o DNA, resultando também na
formacédo de aductos de DNA. Este processo, que converte uma substancia cancerigena
inerte numa forma que se liga ao DNA designa-se de ativacdo metabdlica (Miller,
1994). O equilibrio entre a ativacdo metabolica e a detoxificacdo varia entre individuos
e é provavel que afete o risco de cancro, porque a formacdo de aductos de DNA é
essencial para o processo cancerigeno (Tang et al, 2001, Hecht, 1999).

3.2 Exposicéo Ocupacional

A relacdo entre a atividade ocupacional e o aumento do risco de carcinoma da bexiga

estd também comprovada.

Certos quimicos industriais tais como os corantes de anilina,tém sido relacionados com
o0 carcinoma da bexiga (Vineis e Pirastu,1997, Delclos e Lerner, 2008 , Nilsson e Ullen,
2008). A exposicdo elevada a aminas aromaticas, como a 2-naftilamina, a 4-
aminobifenil, o 4-4-diaminobifenil (benzidina), o 4-nitrobifenilo, o 2-aminol-naftol,
demonstrou ser carcinogénica para este tumor (Morrison e Cole, 1976)). Estas aminas
sdo ativadas e destoxificadas pelo mesmo mecanismo de metabolizacdo das aminas
presentes no fumo do tabaco, o que sugere que a suscetibilidade de desenvolver
carcinoma da bexiga dependa dos perfis de expressdo das enzimas envolvidas no
metabolismo das aminas aromaticas (Jung e Messing, 2000, Carreon et al., 2006,
Carreon et al., 2006). Outros quimicos com elevado potencial carcinogénico incluem os
gases de combustdo e os hidrocarbonetos alifaticos, possivelmente aldeidos como a
acroleina, utilizada em tintas quimicas e nas inddstrias de borracha e téxtil (Cordon-
Cardo, 2008).

Estima-se que a exposi¢do constante e prolongada a estes quimicos seja responsavel por
cerca de 20% dos casos de carcinoma da bexiga (Vineis e Simonato, 1991, Bosetti et al.,
2005).

Também os nitritos e os nitratos decompostos pela flora bacteriana intestinal
(Matsumoto et al., 2005, Parkes, 1975) e alguns constituintes de medicamentos naturais

como o &cido aristoléquico estdo incluidos neste grupo (Nortier et al., 2009). As
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profissOes associadas a um elevado risco de desenvolvimento do carcinoma da bexiga
sdo os trabalhadores das tinturarias, fundicdes e fabricas de peles, indlstria automovel e
metaldrgica, condutores de camides, fabricantes de papel e borracha, técnicos de
préteses dentarias, cabeleireiros, e engenheiros navais. Na maior parte dos casos, a

doenca s6 ocorre 30 a 50 anos apds a exposicdo (Golijanin et al., 2006).

3.3 Infecbes e irritacbes cronicas da Bexiga

O parasita Shistosoma haematobium endémico em paises como o Egito é um agente
causador de carcinoma da bexiga. O tipo histolégico mais comummente associado a
este parasita € o carcinoma de células escamosas. Os mecanismos da carcinogénese
envolvem provavelmente a formacdo de nitrito e compostos N-nitrosos na bexiga,
devido ao metabolismo parasitario de constituintes urinarios (Trickler et al., 1989, Jung
e Messing, 2000). Pensa-se que a inflamacdo desenrola um papel importante na

carcinogénese da neoplasia da bexiga associada a este parasita (Golijanin et al., 2006).

As infegOes do trato urinario, as irritacdes crénicas pelo uso de cateteres e a presenca de
calculos renais na bexiga, estdo também associadas a um elevado risco de carcinoma da
bexiga, nomeadamente carcinoma de células escamosas (Mostafa et al., 1999, Shokeir,
2004). Em pacientes paraplégicos com cateteres a longo prazo, 2 a 10% desenvolvem

este carcinoma, sendo que 80% ¢é de células escamosas.

A exposicdo ao virus Papiloma Humano (HPV) no Carcinoma da Bexiga também tem
sido estudado. Griffiths e Mellon (2000) concluiram que o virus era mais suscetivel de
desempenhar um papel na tumorigénese de células de transicdo em hospedeiros

imunocomprometidos.

3.4 Radiag0es e outras terapias

As pacientes do sexo feminino com carcinoma do colo uterino ou ovario, tratadas
com radioterapia, apresentam um risco 2 a 4 vezes maior de desenvolver
12
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carcinoma de bexiga em comparagdo com as mulheres apenas submetidas a
cirurgia (Kaldor et al., 1995). A incidéncia aumenta ainda mais se simultaneamente for

feita quimioterapia.

Estes tumores sdo frequentemente de alto grau e encontram-se metastizados no

momento do diagndstico (Kaldor et al., 1995).

Existem cada vez mais evidéncias que demonstram que homens que foram submetidos a
radiacdo externa para o tratamento do carcinoma da prostata, sdo um grupo de elevado

risco para carcinoma da bexiga (Sandhu et al., 2006).

O tumor tende a surgir 5 a 10 anos ap6s a radiacdo, e no momento de diagnostico, é
geralmente de alto grau (Shah et al, 2006, Quilty e Kerr, 1987).
Os pacientes tratados com ciclofosfamida, tém até 9 vezes aumentado o
risco de desenvolver a doenca, pressupde-se que devido a exposicdo ao seu metabolito
urinario, a acroleina, possivelmente a indutora tumoral, embora a relacdo especifica
ainda ndo tenha sido formalmente demonstrada em estudos epidemioldgicos (Cohen et
al., 1992, Morrisson, 1984). A maioria dos tumores desenvolvidos é de alto grau e
ocorrem 6-13 anos ap6s o tratamento, apresentando uma incidéncia igual em ambos os

sexos (Vlaovic e Jewett, 1999).

Os individuos submetidos a transplantes renais e individuos com quantidades cronicas
baixas de liquidos sdo também um grupo de elevado risco (Buzzeo et al., 1997,
Michaud et al., 1999).

3.5 Fatores hereditarios

N&o existem fortes evidéncias epidemioldgicas de causas hereditarias na maioria dos

carcinomas da bexiga (Kiemeney e Schoenberg, 1996).

As evidéncias mais convincentes vém do trabalho de Klemeney e Schoenberg (1996)
que estudaram os registos de mais de 12.000 parentes de 190 pacientes diagnosticados

com carcinoma de células transicionais na Islandia entre 1983 e 1992, descobrindo que,
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apesar do risco de desenvolvimento do carcinoma de células transicionais ser
ligeiramente elevado entre familiares, esta relacéo foi maior
entre os segundos e terceiros parentes do que os de primeiro grau. Estes dados
argumentam a favor de uma possivel predisposicdo genética do CUB (Kiemeney e
Schoenberg, 1996).

Outras exposices tém sido associadas a um elevado risco de desenvolvimento deste
carcinoma. Uma taxa significativamente alta da doenca foi detetada no nordeste de

Taiwan, onde a populacéo esta exposta a niveis elevados de arsénio (Chiou et al., 2001).

Também na populacdo que ingeriu um suplemento de ervas chinesas para a reducdo de
peso corporal, em que se detetou um erro na preparacdo (a erva Stephania tetandra foi
acidentalmente substituida por Aristolochia fanchi que é carcinogénica) apresenta um

elevado risco de carcinoma da bexiga (Nortier et al., 2000).

O aumento da ingestdo de liquidos pode estar associado a um menor risco da doenga no
sexo masculino; tem sido proposta uma modificacdo na dieta dos pacientes com esta
patologia, por aumentar a producdo de urina diminuindo o tempo de contacto com o
urotélio e diluir a sua concentracao relativa (Leppert et al., 2006, Michaud et al.,1999).
Um estudo que acompanhou 48000 homens, por um periodo de 10 anos demonstrou
que a ingestdo de liquidos esta inversamente associada ao risco de carcinoma de bexiga.
Os homens com o consumo mais elevado de fluidos (mais de 2531mL/dia)
demonstraram ter aproximadamente metade do risco de desenvolver carcinoma de
bexiga comparativamente aqueles que menos consumiram (1290mL/dia) (Michaud et
al., 1999). No entanto sdo necessarios mais estudos para esclarecer esta relacdo, antes de
serem preconizadas recomendacdes definitivas da ingestdo global ou especifica de

liguidos como uma potencial estratégia preventiva (Geoffroy-Perez e Cordier, 2001 ).

IV. Sintomas e Diagnostico
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4.1 Sintomas

O sintoma mais comum de carcinoma da bexiga é a hematuria ocorrendo em 85% dos
pacientes com esta patologia (Wakui e Shiigai T, 2000). Sintomas urinarios irritativos,
como a frequéncia urinaria ou a disuria também podem ser indicios de apresentagdo da
doenca. Devido &s infe¢bes do trato urindrio serem mais comuns em mulheres, a ma
interpretacdo de hematuria e de outros sintomas urinarios irritativos pode resultar num
diagnostico tardio (Madeb e Messing, 2004, Johnson et al., 2008). No entanto qualquer
um dos sintomas referidos podem estar presentes em muitas condi¢des benignas, tais
como infecBes do trato urinario, cistite intersticial, nefrolitiase, e na hiperplasia benigna
da proéstata (Soloway et al., 2002, Sylvester et al., 2002, Jordan et al., 1987, Avritscher
et al., 2006, Grossfeld et al, 2001). Esta situacdo pode resultar possivelmente num
estadio mais avancado no momento do diagndstico desta patologia (Madeb e Messing,
2004, Johnson et al., 2008). Os pacientes podem também apresentar dor no flanco ou
outros sintomas relacionados com a localizacdo do tumor na juncao ureterovesical (Herr
e Schneider, 2001).

4.2 Diagndstico

A cistoscopia convencional ou de luz branca permanece como o método mais sensivel
de detecdo de carcinoma da bexiga e é considerado o exame padrdo para a detecdo da
doenca (Kirkali et al., 2005). Este método consiste na visao interior da bexiga através da
uretra e é realizado sob sedacdo ou anestesia local topica, sendo geralmente bem
tolerado (Herr e Schneider, 2001). Uma desvantagem da cistoscopia convencional € a
dificuldade em detetar lesdes planas, tais como carcinoma in situ (CIS), o que pode
levar a resseccdo incompleta do tumor e a maiores taxas de recidiva (Denzinger et al.,
2007). Outras desvantagens incluem ser um procedimento invasivo, dispendioso e com
risco de infe¢do do trato urinario. Além disso, a precisdo desta técnica &€ menor nos
pacientes com episodios agudos de hematdria, pois a formacéo de coagulos sanguineos
no interior da bexiga pode dificultar a correta avaliacdo das paredes da bexiga (Berlac e

Holm, 1992).
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Atualmente, os testes ndo-invasivos utilizados na pratica clinica ou em fase de avaliacéo
como testes de triagem para carcinoma da bexiga incluem: a citologia urinaria, o
antigénio tumoral da bexiga (BTA), o teste da proteina de matriz nuclear (NMP), o
ensaio do produto da degradacdo da fibrina, o &cido hialurénico e a hialuronidase
urinéria. (Svatek, et al., 2008).

Relativamente aos exames imagioldgicos, a ultra-sonografia convencional é a técnica
mais utilizada para a detecdo do carcinoma da bexiga devido a sua disponibilidade,
baixo custo, e ao facto de ser ndo invasiva (Berlac e Holm, 1992). O diagndstico por
esta técnica baseia-se especialmente na detecdo do espessamento focal da parede da
bexiga ou da presenca de massas focais salientes no lumen deste 6rgédo (Dibb et al.,
2001). No entanto, a sua precisdo na detecdo de lesdes é variavel dependendo de varios
fatores tais como o equipamento utilizado, a morfologia, tamanho e distensdo da bexiga
e a localizacéo das lesdes (Berlac e Holm, 1992, Vallancien et al., 1986, Kocakoc et al.,
2008). As novas ferramentas da ultrassonografia, tais como o desenvolvimento de 3D e
a ultrassonografia virtual sdo técnicas promissoras que podem aumentar a confianca na
obtencdo de um diagnoéstico durante a avaliacdo da bexiga por ultra-sonografia
convencional (Kocakoc et al., 2008, Lopes et al., 2008, Mitterberger et al., 2007).

Outras técnicas de imagem, como a tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia
magnética (RM) podem também ser usadas para detetar a doenca (Song et al., 2001,
Beer et al., 2004, Tsampoulas et al., 2008, Sadow et al., 2008, Abou-EIl-Ghar et al.,
2009, Wang et al., 2009). O tecido canceroso, encontra-se normalmente associado a
proliferacdo de neovasos cuja presenca pode ser detetada através destas técnicas apos a
administracdo de agentes de contraste intravasculares, com elevada precisao (Park et al.,
2007, Jinzaki et al., 2007, Tuncbilek et al., 2009). No entanto, a TC e a RM estéo
normalmente reservados para avaliacdo da extensdo extravesical e do estadiamento
tumoral (Barentsz et al., 1996, Kim et al., 2004).

A neovascularizacdo tumoral também pode ser estudada com recurso a ultra-sonografia
com agentes de contraste, com as vantagens de ser mais rapido, de se obterem
resultados em tempo real, a auséncia de radiacdo e a possibilidade de administrar o
agente de contraste em pacientes com insuficiéncia renal (Cosgrove, 2006, Nicolau e
Bru, 2004, Lencioni et al., 2007, D’Onofrio et al., 2010).
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A ressonancia magnética (RM) tem sido uma técnica confidvel e utilizada em pacientes
com insuficiéncia renal e também na determinacdo do estadiamento do carcinoma da
bexiga invasivo (Grobner, 2006, Chrysochou et al., 2010, Saksena et al., 2006 ).

A ressonancia magnética com contraste de gadolineo possui uma precisdo de 85% na
diferenciacdo da doenga ndo invasiva versus invasiva e de 82% de precisdo na
diferenciacdo da doenca confinada ao 6rgédo versus nao confinada ao 6rgédo (Tekes et al.,
2005).

A cistoscopia virtual é outra técnica imagiologica que pode ser Gtil no estadiamento no
carcinoma da bexiga. Envolve modelos de geracdo 3D e a representacdo da bexiga
urinéria baseia-se na ressonancia magnética volumétrica ou através de imagens obtidas
através da tomografia computadorizada. Esta técnica permite a visualizacdo precisa das
relacBes espaciais entre as regides onde reside a doenca e o tecido normal adjacente
(Saksena et al., 2006). As vantagens da cistoscopia virtual incluem invasdo minima,
permitem a avaliacdo do orificio uretral do ponto de vista craniano, a visualizacdo da
mucosa dentro do diverticulo, e a sua utilizacdo em pacientes com estenose uretral.
(Arslan et al., 2006, Kagadis, et al., 2006). As desvantagens incluem o custo, a
incapacidade de obter tecido canceroso, a baixa sensibilidade para lesdes planas, tais
como Carcinoma in situ, e a exposicdo aumentada a radiacdo (Saksena et al., 2006,
Panebianco et al., 2009 ).

Tanto a cistoscopia convencional como a ressonancia magnética falham na detecdo da
doenca metastatica precoce, particularmente nos ganglios linfaticos com tamanho
normal (Saksena et al., 2006). Além disso, os nédulos reativos podem mimetizar a
doenca metastatica nodal, e, portanto, € necessaria maior precisdo imagioldgica dos

nodulos linfaticos (Saksena et al., 2006).

A tomografia de emissdo de positrdes (PET) juntamente com a molécula anéloga a
glicose, a 18-FDG, é uma técnica ndo-invasiva ja utilizada em varias neoplasias (
Saksena et al., 2006). Em Urologia, a tomografia de emissdo de positrdes tem-se
desenvolvido lentamente devido a excrecdo urinaria de marcadores utilizados nesta
técnica e a absorcao variadvel dos mesmos em alguns tumores uroldgicos (Bouchelouche
e Oehr, 2008).
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V. Carcinoma urotelial da bexiga

A bexiga é um 6rgdo oco, que se encontra localizada na cavidade pélvica, logo atrés da
sinfise pubica, e que funciona como reservatério de urina (Seeley et al., 2001, Algaba e
Trias, 2000).

A area triangular da parede vesical, delimitada posteriormente pela inser¢do dos ureteres
e anteriormente pela uretra, designa-se por trigono. Esta regido difere histologicamente
da restante parede vesical e ndo se expande quando a bexiga enche (Seeley et al., 2001).
A base morfofuncional é o mdsculo vesical (muscular propria), impermeabilizado pelas
celulas epiteliais; externamente este 6rgdo € revestido por tecido adiposo (pericisto). A
mucosa da bexiga é revestida por epitélio de transicdo poliestratificado que se denomina
urotélio. As células do estrato superficial sdo conhecidas por células em guarda-chuva
(Algaba e Trias, 2000, Young e Heath, 2000, Junqueira e Carneiro, 2004 ).

Cré-se que o primeiro passo da transformacdo maligna da bexiga € intraepitelial (Algaba
e Trias, 2000). O cancro da bexiga é a neoplasia maligna mais comum do aparelho
urinario. O carcinoma urotelial da bexiga representa mais de 90% dos casos, seguido do
carcinoma espinocelular e adenocarcinoma com 3% e 2 % respetivamente (Jemal et al.,
2010).

O processo de cancerizacdo do urotélio envolve alteracGes genéticas que promovem a
ativacdo de oncogenes e/ou a inativacdo de de genes supressores. As células cancerosas
revelam falta de diferenciacdo e podem tornar-se independentes do controlo celular
normal (Lianes, 2000)
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Figura 3 Morfologia da bexiga (adaptada de (Schorge et al. 2008)),

Figura 4 Histologia da bexiga (adaptada de (Gray, 1988)).

VI. Classificacdo Histologica dos Carcinomas da Bexiga

O carcinoma da bexiga engloba diferentes entidades histopatoldgicas correspondendo o
carcinoma urotelial a cerca de 90% dos casos. Cerca de 5% sdo carcinomas
espinocelulares, 1 a 2% adenocarcinomas e menos de 1% sdo carcinomas

indeferenciados (Johansson e Coihen, 1997, Redman et al., 2005).

Aproximadamente 80% dos CUB primérios sdo de baixo grau ou superficiais pois a
lesdo esta confinada a mucosa ou lamina prépria. Apesar da sua natureza relativamente
indolente cerca de 70% irdo recidivar e 10 a 20 % tornar-se-ao invasores isto €, a lesdo
invade a camada muscular (Lopez-Beltran, 2007). Os tipos morfoldgicos destas
neoplasias correspondem a lesbes planas ou papilares. As neoplasias papilares sao
constituidas por projecBes do epitélio urotelial em torno de um eixo estromal
fibrovascular. Quando a arquitetura do tumor nao é papilar a leséo € plana e denomina-
se carcinoma in situ (Algaba e Trias, 2000). Este carcinoma é considerado o principal
precursor do carcinoma invasor, com um comportamento bioldgico muito agressivo
desde o inicio da sua historia natural, ao contrario do carcinoma in situ de outros 6rgaos
(Monteiro e Monteiro, 2002). Estes dois tipos de morfologia podem surgir em conjunto

denominando-se tumores de morfologia concomitantes (mistos).
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Quando a lesdo infiltra a camada muscular, é considerado invasor e as lesdes geralmente
sdo de alto grau sendo este grupo como ja foi dito, o responsavel pela maior parte das

mortes por cancro da bexiga (Epstein et al., 1998, Lee e Droller, 2000).

De modo a avaliar o grau de diferenciagéo e o estadiamento do tumor foram propostos,
ao longo do tempo, alguns sistemas de classificagéo.

A Ultima classificacdo surgiu em 2004 apds uma revisdo consensual das classificaces
existentes entre a Organizacdo Mundial de Salde e a sociedade internacional de

patologistas uroldgicos (Jacobs, 2010).

O quadro seguinte listra a classificagdo dos tumores da bexiga (tabela 1):
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Tumeor primario (T)

Tx Tumor primario nio acessivel
T0 Nio hd evidéncia de tumor primério
Ta Tumor papilar ndo-invasivo
Tis Carcinoma “in situ”™: tumor plano
T1 Tumor invade tecido conjuntivo sub-epitelial
T2 Tumor invade camada muscular
pT2a Tumor invade musculo superficial (metade interna)
pT2b Tumor invade musculo profundo (metade externa)
;3 lllllll Tumor invade tecido perivesical (pericisto)
pT3a Microscopicamente
pT3b Macroscopicamente
;'4 IIIIII Tumor invade qualquer dos seguintes drgfos: prostata, utero, vagina, parede pélvica, parede abdominal
T4a Tumor invade prostata, utero, vagina
T4b Tumor invade parede pélvica, parede abdominal

Nodulos linfaticos regionais (IN)

Nx Nédulos linfaticos regionais ndo acessiveis

NO Nao hd envolvimento de nédulos linfaticos regionais

N1 Metastases num inico nédulo linfitico, £ 2 cm na maior dimensio

N2 Metastases num tinico ndédulo linfiatico, > 2 cm mas < 5 cm na maior dimensio: ou nédulos linfaticos

multiplos, nenhum > 5 ¢cm na maior dimensio

N3 Metastases num nodulo linfatico, > 5 cm na maior dimensio

Metastases a distincia (M)

Mx Metastases a distancia ndo acessiveis
MO Nio ha metastases a distancia
M1 Metastases a distancia

Classificacao conjunta (TNM)

Oa Ta NO MO | -0is- -0a- -I- -II- I v
Ois Tis NO MO
o w w
T Limina prépria
II T2a NO MO :
T2b NO MO Camada muscular
II T3a NO MO
Pericisto
T3b NO MO
T4a NO M1 E Estruturas adjacentes
S 1
IAY T4b NO MO g' N FU ¥y
) R
Qualquer T N1-N3 MO ? ';g wy Jy T1odulos linfiticos
1 - T ual N Ml N
Qualquer Qualquer ’}q P . Metistases a
.fJ Lﬂ] vy '\__J. distancia

Tabela 1 Classificacdo do carcinoma da bexiga através do sistema TNM (Tumor,

nodulo, metastase) (tabela adaptada de (Greene et al., 2002))
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VII. Tratamento

Diferentes abordagens terapéuticas estdo disponiveis para 0s pacientes com carcinoma
da bexiga. Os principais tipos de tratamento baseiam-se na cirurgia, quimioterapia,
radioterapia e imunoterapia. A escolha do tratamento depende do estadio do tumor,
podendo ser administrados isoladamente ou em combinacdo (The American Cancer
Society, 2011).

7.1 Resseccao Transuretral (RTU)

A RTU do tumor da bexiga, € o procedimento mais comum para o tratamento de
carcinomas uroteliais superficiais papilares (estadios Ta e T1) de baixo grau de
malignidade, que sdo facilmente tratados por esta técnica cirdrgica (Redman et al.,
2005, Spiess et al., 2006). A RTU é uma cirurgia endoscépica que se baseia na remogéo
parcial ou total do tumor, através de um instrumento designado de cistoscopio rigido, o
ressectoscopio que € introduzido na bexiga através da uretra (The American Cancer
Society, 2011, Babjuk et al., 2011).

E um método cirGrgico bem tolerado, cuja morbilidade é minima e que preserva a

funcionalidade do 6rgdo (Redman et al., 2005, Spiess et al., 2006).

Nas horas subsequentes a RTU deve ser aplicada uma instilacdo quimioterapica
intravesical Unica, sendo que as estratégias terapéuticas subsequentes sdo definidas de

acordo com o estadio e grau do tumor (Babjuk et al., 2011).

No entanto, aproximadamente 70% dos pacientes com carcinomas superficiais,
desenvolvem recorréncia; de entre estes, 10-20% evoluem para doenca invasiva
(Cookson, 1997).

No caso de risco intermédio de recidiva os pacientes devem ser sujeitos a quimioterapia

continua intravesical de manutencdo (com mitocina C ou epirrubicina), enquanto para

0s pacientes que apresentem um elevado risco de recidiva (lesbes Ta, e T1 de grau

elevado, CIS e recidivas frequentes) estd preconizada a imunoterapia intravesical com
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bacillus Calmette-Guérin (BCG) (Pinto e Martins da Silva, 2007, Jacobs et al., 2010 e
Babjuk et al., 2011).

Deve ser considerada a cistectomia, no caso de tumores de alto grau, Tis ou T1, em que
a terapia com o bacilo de Calmette-Guerin (BCG) falha, devido ao elevado risco de
progressdo (Stimson et al., 2010).

7.2 Cistectomia

Se o tumor é musculo-invasivo, geralmente adota-se uma abordagem mais agressiva,
nomeadamente a cistectomia radical com desvio urinario. Técnicas reconstrutivas como
conduto ileal, bolsa cateterizavel e a neo-bexiga eliminam
a necessidade de dispositivos de drenagem externos em alguns pacientes masculinos
e proporcionam uma melhor qualidade de vida aos pacientes que realizam uma
cistectomia radical. A reconstrucdo urinaria depende das caracteristicas do tumor da
bexiga e da opcdo do paciente (Raghavan et al., 1990). A idade ja ndo é um fator
limitante de cirurgia, apesar de ter sido demonstrado que a morbilidade pds-operatoria

aumenta com a idade (Stimson, 2010).

A cistectomia radical consiste na remocdo total da bexiga, nos érgdos adjacentes, e nos
nodulos linfaticos regionais. Nos homens, efetua-se adicionalmente a remoc¢do da
préstata e das vesiculas seminais; nas mulheres processa-se a remog¢ado do Utero, cérvix,

ovarios e vagina anterior (Stein et al., 2003, Herr et al., 2004, Raghavan et al., 1990).

Mesmo com o tratamento cirdrgico adequado, cerca de 50% dos pacientes com doenca
musculo-invasiva, apresentam recidiva e acabam por falecer. A maioria dos pacientes
que desenvolvem recorréncia ap0s a cistectomia apresentam metastases a distancia e
30% dos pacientes apresentam metéstases locais (Frank et al., 2003). O risco de
recorréncia e morte relacionada com o carcinoma da bexiga aumenta significativamente
com o aumento do grau do tumor, o status nodal, a qualidade e a extensdo de cirurgia

realizada e o estadio patoldgico avancgado final (Shariat, 2006).
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No entanto, se o tumor invadiu a camada muscular da bexiga mas apenas num Unico
local e em pequena extensdo, é possivel haver apenas remocao parcial de \ste érgdo isto

é cistectomia parcial.

Também se removem os ganglios linfaticos para serem examinados e avaliar a
disseminacdo da neoplasia. A principal vantagem desta cirurgia é que permite a
manutencdo da prépria bexiga e ndo requer cirurgia reconstrutiva (The American
Cancer Society, 2011).

7.3 Radioterapia

A radioterapia utiliza radia¢bes de alta energia para eliminar as células cancerosas. A
radioterapia externa, ou seja em que a fonte de radiacdo localiza-se fora do corpo e
incide sobre o cancro, € o tipo de radiacdo mais usada para o tratamento do carcinoma

da bexiga (The American Cancer Society, 2011).
Este procedimento pode ser utilizado:

- como parte do tratamento para estadios iniciais de carcinoma da bexiga, apés cirurgia;
- como parte do tratamento inicial para carcinoma da bexiga em estadios avancgados;
- para prevenir ou tratar os sintomas causados pelo carcinoma da bexiga em estadios

avancados (The American Cancer Society, 2011).

Este tipo de tratamento s6 pode ser considerado como opcdo terapéutica, quando o
paciente ndo esta apto para realizar a cistectomia ou como parte da abordagem

multimodal de preservacdo da bexiga (Shelley et al., 2002).
A radioterapia € frequentemente associada a quimioterapia para a tornar mais eficaz.

Nas situagdes em que o tumor se encontra no estadio T4 é frequente utilizar a

quimioterapia e/ou a radioterapia sistémica (Babjuk et al., 2011).

Apos a RTU, esta combinagdo é por vezes capaz de destruir completamente tumores de
pequenas dimensdes, que de outra forma necessitariam de ser tratados com cistectomia
(The American Cancer Society, 2011).
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Existem fatores prognosticos importantes que influenciam os resultados da radioterapia:
0 tamanho do tumor; a hidronefrose; a integridade da RTU inicial (Tonoli et al., 2006).
Os efeitos colaterais da radioterapia dependem da dose administrada e da area a ser
tratada. Tendem a agravar se a radioterapia € concomitante a quimioterapia.

Os efeitos mais frequentes incluem vermelhiddo, nauseas, vomitos, dor e frequéncia

urinéria, diarreia e fadiga (The American Cancer Society, 2011).

A radioterapia também pode ser utilizada como tratamento paliativo para reduzir os

sintomas tais como dor ou hemorragia (Duchesne et al., 2000).

7.4 Imunoterapia intravesical

i. O Bacillus de Calmette-Guerin (BCG)

O BCG, uma subestirpe atenuada de Mycobacterium bovis, constitui a terapéutica
intravesical mais comum utilizada no tratamento de carcinomas uroteliais ndo invasores.
A terapéutica por BCG induz uma resposta imunitéria local caracterizada pelo influxo e
infiltracdo massiva de células inflamatérias (hnomeadamente neutréfilos e macréfagos)
para a mucosa e lumen da bexiga, o que resulta no desenvolvimento de uma resposta
celular abundante e na producao de vérias citocinas (Lockyer e Gillatt, 2001, Kresowik
e Griffith, 2009).

Apesar do mecanismo de acdo da imunoterapia intravesical com BCG ainda ndo estar
completamente esclarecido sabe-se que as alteracGes fenotipicas das células tumorais
provocadas pela internalizagcdo do BCG incluem a paragem do ciclo celular e a inducao
da apoptose e necrose, originando diretamente danos citostaticos e citotoxicos nas
células tumorais de bexiga (Bevers et al., 2004, Chen et al., 2009 e See et al., 2009).

Devido ao facto do BCG reduzir o risco de recidiva de carcinoma da bexiga superficial

e a progressdo para carcinoma invasivo, € atualmente considerada a terapia padrao.
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A quimioterapia intravesical é o tratamento de segunda linha para pacientes em que a
terapia com BCG falha (Giannakopoulos et al., 1998).

ii. Interferdo

O Interferdo alfa € um tipo de modificador de resposta bioldgica, ou seja uma substancia
que pode aumentar a resposta natural do corpo a doenca. Verificou-se que retarda a taxa

de crescimento e a divisdo das células cancerosas, provocando a sua morte.

Um ensaio clinico comparou trés diferentes doses de interferdo alfa e sem tratamento,
apos resseccgdo transuretral (RTU), em pacientes com carcinoma superficial da bexiga.
Os pacientes que ndo receberam outro tratamento a ndo ser RTU, experienciaram uma
taxa de recorréncia de 65%. Os pacientes tratados com interferdo alfa demonstraram
taxas de recorréncia de 22-36%, 0 que se traduz numa menor propensao para
desenvolverem carcinomas recorrentes A menor taxa de recorréncia foi observada com
a maior dose de interferdo alfa. Ndo foram observados efeitos secundarios significativos
a qualquer nivel das doses testadas.

Estes resultados sugerem que o interferdo alfa é uma terapia anticancro ativa que pode
ser Util para a prevencédo de carcinomas superficiais da bexiga.

Sdo necessarios estudos que comparem o interferdo alfa diretamente com o BCG, com o
objetivo de avaliar se € mais ou menos eficaz na prevencao de carcinoma superficial ou

na progressao para carcinoma invasivo da bexiga (Giannakopoulos et al., 1998).

7.5 Quimioterapia Intravesical

Neste tipo de tratamento, os farmacos quimioterapicos sdo colocados diretamente na
bexiga através de um cateter, com o objetivo de eliminar ativamente as células
cancerosas. Muitos destes farmacos podem ser administrados sistemicamente (via oral
ou venosa) para o tratamento do carcinoma da bexiga em estddios mais avancados.

Os farmacos mais utilizados para a quimioterapia intravesical sdo a mitomicina e a
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tiotepa. Outros farmacos administrados intravesicalmente incluem a valrubicina, a

doxorrubicina, e a gemcitabina (The American Cancer Society, 2011).

A utilizacdo de mitomicina na bexiga, juntamente com o aquecimento do interior da
bexiga (terapia eletromotriz), revelou-se mais eficaz relativamente a terapéutica sem o
aquecimento.

Uma das principais vantagens da via intravesical, relativamente a via intravenosa é que
os farmacos geralmente ndo atingem outras partes do corpo, permitindo-lhes evitar
muitos dos efeitos colaterais indesejados que podem ocorrer com a quimioterapia
sistémica. A tiotepa apresenta-se como excecao, pois raramente é absorvida a partir da

bexiga e pode causar efeitos secundarios no resto do corpo.

Os principais efeitos colaterais da quimioterapia intravesical s&o irritacdo e sensacdo de

calor na bexiga (The American Cancer Society, 2011).

7.6 Quimioterapia sistémica para o CUB

A cisplatina foi introduzida em ensaios clinicos no inicio de 1970, e demonstrou ter
atividade antitumoral significativa contra o carcinoma testicular, linfoma, carcinoma de
células escamosas da cabeca e do pescogo, carcinoma do ovario e carcinoma da bexiga
(Higby et al., 1973, Lippman et al., 1973, Higby et al., 1974). Devido a sua agdo
terapéutica sobre estes e outros tumores sélidos, tornou-se o agente antitumoral mais
utilizado.

O CUB ¢ altamente sensivel a quimioterapia baseada na cisplatina, no entanto, a
sobrevivéncia média do paciente € de apenas 15 meses. Varios agentes quimioterapicos
além da cisplatina como o metotrexato, adriamicina, ifosfamida, docetaxel, gemcitabina
demonstram atividade como agentes Unicos em terapia de primeira linha ou na terapia
subsequente de carcinoma da bexiga metastatico, mas apresentam taxas globais de
resposta (TGR) baixas e respostas de curta duracdo (Meyers et al., 1985, Oliver et al.,
1984, Soloway et al., 1983, Lorusso et al., 1998, McCaffrey et al., 1997, Pronzato et al.,
1997). Estes fatores levaram ao desenvolvimento de regimes baseados na combinacéo

com a cisplatina.
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Os regimes quimioterapéuticos baseados na combinagdo com a cisplatina como M-
VAC (metotrexato, vinblastina, doxorrubicina (adriamicina ®), cisplatina), M-VAC
dose densa (DD) ou GC (gencitabina e cisplatina) sdo considerados os regimes padrédo
de primeira linha, para pacientes com carcinoma urotelial invasivo (Sternberg et al.,
2006, Von Der Maase et al., 2005, Saxman et al., 1997, Bellmunt et al., 2009).

Estas combinacdes sdo igualmentes eficazes, no entanto GC € menos
toxica. As taxa de resposta global com estes regimes varia de 50 a 70%, com respostas

completas em 15 a 20% dos casos [(Sternberg et al., 1989, Von Der Maase et al., 2005)

Em pacientes com doenca pT3-4 e / ou N +M0, a sobrevida ap0s 5 anos, posteriormente

a cistectomia radical na melhor das hipoteses é de 25 a 35% (Herr et al., 2007)

A terapéutica étima para o carcinoma invasor da bexiga visa evitar a recorréncia local,
diminuir a probabilidade de metastases e melhorar a sobrevida do paciente.
Evidéncias atuais mostram que estes objetivos sdo melhores alcangados pela
quimioterapia baseada em combinacbes com a cisplatina e com a cirurgia.
O MVAC tornou-se o primeiro regime de quimioterapia de sucesso usado no carcinoma
da bexiga metastatico, apds a sua introducdo em 1985 (Sternberg et al., 1985). Foram
obtidos em cerca de 72% dos pacientes uma proporcdo global de resposta, incluindo
respostas completas em 36%. Como o0 MVAC também produziu respostas significativas
do tumor primério, o regime foi administrado a pacientes antes da cistectomia como
quimioterapia neo-adjuvante e depois, como quimioterapia adjuvante para carcinoma
invasor da bexiga (Schultz, 1994). No entanto, a recorréncia do tumor ocorre em cerca
de 50% dos pacientes (Grossman et al., 2003).

Na doenca metastatica, apesar das taxas iniciais de resposta situarem-se entre os 40-
70%, a quimioterapia geralmente ndo erradica o tumor e a sobrevida global (OS) ap6s 5
anos de tratamento é 5-20% abaixo do ideal (Bellmunt et al., 2007a).

Em pacientes com carcinoma urotelial avancado ou metastatico, a combinacdo da
cisplatina com a gemcitabina tem proporcdes de resposta comparavel com o MVAC
assim como sobrevida global a longo prazo semelhante, no entanto, apresenta uma

reducdo acentuada na toxicidade (Von Der Maase et al., 2005).
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A adicdo de agentes a esta combinagdo ndo produz uma melhoria significativa nos
resultados. A Organizacdo Europeia para a pesquisa e tratamento do cancro (EORTC)
revelou recentemente que um ensaio clinico randomizado ndo demonstrou uma
sobrevivéncia global estatisticamente elevada com a adicdo de paclitaxel a combinagéo

de gemcitabina com a cisplatina (Bellmunt et al., 2007a).

A atividade e viabilidade de MVAC dose densa, esta a ser avaliada no contexto neo-
adjuvante no Dana Farber Cancer Institute. Também um estudo clinico do Hellenic
Oncology Research Group estd a avaliar como tratamento de primeira linha, a
administracdo sequencial de DD-MVAC seguido por GC em pacientes com Carcinoma

da Bexiga localmente avancado ou metastatico (Beer et al., 2008).

A quimioterapia adjuvante ndo deve ser aplicada quando se verificam 0s seguintes
fatores: status do doente fraco, complicacdes cirurgicas frequentes, comorbilidades,

sofrimento psicologico, fungdo renal diminuida e idade avancada (Herr et al., 2007).

7.7 Alternativas aos regimes com cisplatina

Cerca de 50% dos pacientes ndo sdo considerados aptos para o tratamento
quimioterapéutico com a cisplatina devido ao status pobre do doente ou a

comorbilidades como foi referido anteriormente (De Santis et al., 2009).

Também a idade avangada e a disfuncéo renal, definida como a depuragdo da creatinina
<60mL/minuto, séo alguns dos fatores impeditivos da realizacdo de quimioterapia com
cisplatina. Os regimes de combinacao baseados em carboplatina séo alternativas viaveis
nesses pacientes, no entanto aparentam ter uma eficécia inferior comparativamente aos
regimes baseados em cisplatina (Bellmunt et al., 1997, Dogliotti et al., 2007, Petroli et
al., 1996). Os regimes com gemcitabina e taxanos sem platina também parecem ser
alternativas razoaveis em pacientes com disfuncéo renal (Ardavanis et al., 2005, Dreicer
et al., 2003, Meluch et al., 2001).

A Organizacao Europeia para a Pesquisa e Tratamento do Cancro, esta a finalizar um

estudo, o qual comparou a combinacdo de gemcitabina com a carboplatina com a
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combinacéo entre a carboplatina, 0 metotrexato e a vimblastina, em pacientes que néo

estéo aptos para a terapia com a cisplatina (Beer et al., 2008).

Study identifier Phase Study drug Start date Primary endpoint
NCTO00461851 Il gemcitabine + carboplatin + sorafenib April 2007 TTP
NCTO1 126749 11 eribulin + gemcitabine + cisplatin May 2010 Safety
NCT00635726 Il methotrexate + vinblastine + doxorubicin + cisplatin followed March 2008 ORR

by gemcitabine + cisplatin
NCT00645593 Il gemcitabine + cisplatin + cetuximab March 2008 ORR
NCT00995488 Il nab-paclitaxel + gemcitabine + carboplatin October 2009 Efficacy
NCTOI118039 Il sunitinib (cisplatin ineligible patients) May 2010 TTP and safety
NCTOI1191892 I gemcitabine + carboplatin + vandetanib August 2009 PFS
NCTO0108%088 Il gemcitabine + cisplatin + sunitinib March 2010 PFS
NCT01090466 i gemcitabine + cisplatin + temsirolimus March 2010 PFS and safety
NCTOI1215136 Il everolimus + paclitaxel (cisplatin ineligible patients) October 2010 ORR
NCT00949455 1 lapatinib maintenance in HER-2+ bladder cancer after July 2009 PFS

first-line chemotherapy
NCT00625664 1l larotaxel + cisplatin vs gemcitabine + cisplatin (CILAB) February 2008 os
NCT00942331 1l gemcitabine + cisplatin + bevacizumab July 2009 os
NCT00022191 Ml gemcitabine + cisplatin + paclitaxel August 2001 0s
NCT00089128 Il gemcitabine + irinotecan August 2004 ORR
NCT00478361 Il gemcitabine + paclitaxel + doxorubicin with pegfligrastim May 2007 ORR, TTP, and survival

Abbreviations: TTP, time to progression; ORR, objective response rate; OS5, overall survival; PFS, progression-free survival.

Tabela 2 Estudos clinicos para a terapia de primeira linha no carcinoma da bexiga

avancado e metastatico (adaptado de (Vishnu et al.,, Mathew e Tan, 2011)).

7.8 Terapia de segunda linha

Os dados disponiveis sobre a quimioterapia de segunda linha sdo altamente variaveis e
ainda néo estédo preconizados 0S fatores de progndstico.
Os presumiveis fatores de prognostico incluem a escolha de quimioterapia de primeira
linha (perioperativa/metastatica), pré-quimiosensibilidade, duracdo de resposta ao
tratamento de primeira linha, a presenca de metastases viscerais, status do doente.
(Bellmunt et al., 2010).

Atualmente ndo existe quimioterapia padrdo de segunda linha definida.
No entanto alguns farmacos citotoxicos tém-se revelado promissores nos mais recentes

estudos clinicos.
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A Vinflunina é um derivado fluorado semissintético da familia da vinorelbina,
proveniente do alcaloide de vinca, e atua como um agente citotoxico cujo alvo de
toxicidade é a tubulina. Num ensaio de fase Il, foram analisados 51 pacientes, com
recorréncia de CUB metastatico, aos quais foram administrados a vinflunina. Desta
amostra de pacientes, 67% alcancaram um controle sobre a doenga e 18% relataram

uma taxa de resposta objetiva (Culine et al., 2006).

Foi publicado recentemente um ensaio clinico de fase 11l randomizado que comparou a
vinflunina combinada com os melhores cuidados de suporte (BSC) com a prestagéo
isolada de BSC, em pacientes que ja tinham efetuado quimioterapia combinada com

platina, como tratamento de primeira linha para a doenca metastatica.

Os resultados mostraram uma  taxa  de resposta  global de
8,6%, 0 que se traduz numa atividade modesta, um beneficio clinico com um perfil de
seguranca favoravel e principalmente um beneficio na sobrevida a favor da vinflunina,

que foi estatisticamente significativa na populacao de pacientes elegiveis.

Atualmente, a vinflunina é o Unico tratamento de segunda linha aprovado, sendo
necessarios mais ensaios clinicos para outros farmacos promissores (Bellmunt et al.,
2009).

As taxas de resposta para farmacos de segunda linha como paclitaxel, docetaxel,
oxaliplatina, ifosfamida, topotecano, lapatinib, gefitinib e bortezomib estdo
comprendidas entre 0-13% em pequenos ensaios clinicos de fase Il (Vaughn et al.,
2002, Papamichael et al., 1997, McCaffrey et al., 1997, Moore et al., 2003, Witte et al.,
1998, Petrylak et al., 2003, Sridhar et al., 2005, Wulfing et al., 2005, Witte et al., 1997)

A gemcitabina tem demonstrado taxas de resposta excelentes como terapia de segunda
linha apesar da maioria dos pacientes receber este farmaco como parte do seu
tratamento de primeira linha( von der Maase, 2003, Pollera et al., 1994, Lorusso et al.,
1998, Gebbia et al., 1999, Albers et al., 2002).

A combinacéo entre o Paclitaxel e a gemcitabina demonstrou taxas de resposta de 38-
60%, que dependeram da resposta ao pré-tratamento e indicacdo da quimioterapia

anterior. No entanto ainda ndo foi realizado nenhum ensaio randomizado de fase Il

31



Carcinoma Urotelial da Bexiga e Via de Sinalizacdo mTOR

adequado para avaliar o verdadeiro valor dessa combina¢do como terapia de segunda
linha (Sternberg e Vogelzang 2003,, Meluch et al., 2001, Kaufman et al., 2002).

Num ensaio de fase Il, foram administradas a cada trés semanas, 500 mg/m2 de
pemetrexed. Os resultados evidenciaram ser promissores com uma taxa de resposta de
28%. A toxicidade demonstrou ser controldvel com a adi¢cdo de vitamina B12, a
suplementacdo com é&cido folinico e profilaxia com a dexametasona (Sweeney et al.,
2006).

O Ixabepilone € um recente andlogo semissintético da epotilona B, atuando como
promotor de polimerizacdo da tubulina. Este agente antineoplasico foi avaliado num
ensaio clinico de fase Il, para a terapia de segunda linha do carcinoma de células
transicionais metastatico. O ensaio foi composto por 45 pacientes, em 40% dos quais

administraram primeiramente um taxano.

Os resultados obtidos mostram uma resposta global de 11,9% e uma sobrevida global
média de 8 meses. Os efeitos adversos sugerem toxicidade moderada, como fadiga,
neutropenia e neuropatia sensorial como os sintomas mais comuns apresentados pelos

pacientes (Dreicer et al., 2007).

Diversas abordagens moleculares estdo atualmente sob investigagdo como tratamento de

segunda linha em carcinomas da bexiga recorrentes / refratarios.

Estdo a decorrer ensaios clinicos com outros agentes direcionados para potenciais alvos
de vaérias vias de sinalizacdo, como o lapatinib (inibidor tirosina cinase, HER-2 e
EGFR), o erlotinib (inibidor tirosina cinase, HER-1 e HER-2), osunitinib, e 0

everolimus (inibidor do mTOR) (Tabela 3).
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Study identifier Phase Study drug Start date Primary endpoint
NCT01265940 I pazopanib + vinflunine Dec 2010 PFS

NCT00365157 11 E7389 (halichondrin B analog) October 2010 Response rate and safety
NCT00683059 Il nab-paclitaxel May 2008 Response rate
NCT00578526 Il sunitinib (SPRUCE) December 2007 PFS

MNCT01282463 Il Docetaxel + ramucirumab or IMC-18F| January 2011 PFS

NCT01234519 I AEZS-108 in LHRH + urothelial cancers November 2010 MTD
NCT00722553 Il pralatrexate July 2008 ORR
NCTO01031875 Il pazopanib December 2009 ORR

NCTOI 108055 Il pazopanib + paclitaxel April 2010 ORR
NCT00933374 Il everclimus + paclitaxel July 2009 ORR

Abbreviations: PFS, progression-free survival; MTD, maximum tolerated dose; ORR, objective response rate; AEZS-108, luteinizing-hormone-releasing hormone linked

to doxorubicin.

Tabela 3 Estudos clinicos em curso para a terapia de segunda linha de carcinoma da

bexiga avancado e mestastatico . (adaptado de (Vishnu et al., Mathew e Tan, 2011)).
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A seguinte figura esquematiza as opcdes terapéuticas para os CUB metastaticos.

Patient characteristics:
PS5 0-1/2/>2

GFR =/< 60ml/min
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Figura 5 Esquema Terapéutico para carcinoma urotelial mestastatico (adaptado de
(Stenzl et al., 2011))
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VI1Il. O mTOR e o Carcinoma da Bexiga

8.1. Introducéo

Os atuais protocolos terapéuticos como foi demostrado, ndo conseguem responder com
eficacia a todos os grupos de doentes com carcinoma urotelial da bexiga (CUB).
Embora a elevada taxa de recorréncia dos CUB superficiais constitua um importante
desafio terapéutico, é ao nivel dos CUB invasores que maior necessidade ha de mais e
melhor investigacdo, visto serem o0s principais responsaveis pela morbilidade e

mortalidade devida a este tipo de cancro.

Apesar de se ter comprovado que o carcinoma urotelial é sensivel a varias drogas
citotoxicas o seu impacto em termos de controlo da doenga metastatica e sobrevivéncia
é mitigado, pelo que ndo esta, ainda, definido os protocolos terapéuticos com recurso a
drogas citotoxicas e/ou bioldgicas adequados para este tipo de neoplasia, como ocorre

em outros tumores.

Assim durante as Ultimas décadas tém sido realizados numerosos estudos no sentido de
desenvolver novos esquemas terapéuticos para CUB néo-invasor e invasor, uma vez que
existe uma necessidade urgente de identificar novos alvos terapéuticos para prevenir a

recorréncia e a progressao (Park, 2011).

Nos ultimos anos, descobertas no campo da transducdo de sinal conduziram a
identificacdo de moléculas envolvidas em vias que regulam a sobrevivéncia celular,

apoptose, proliferacdo, angiogénese e metastizacao.

Uma molécula de sinaliazacdo que é extremamente atrativa e tem prendido a atengdo
dos investigadores, como alvo terapéutico é a proteina alvo da rapamicina em
mamiferos ou mTOR. A mTOR pertence a cascata de sinalizacdo PI3K/AKT que

desempenha um papel critico na oncogénese (Mansure, 2009).
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8.20 mTOR

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos ou mTOR, também conhecida
como proteina associada a rapamicina (FRAP), proteina alvo da rapamicina (RAFT1),
ou proteina efectora do sirolimus (SEP) foi identificada
e clonada ap0ds a descoberta dos dois genes da levedura TOR1 e TOR2 (Brown et al.,
1994, Chiu et al, 1994, Kunz et al, 1993, Sabatini et al., 1994).
A mTOR ¢é uma serina/treonina cinase com 289 kDa e pertence
a familia das cinases relacionadas com o fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), denominada
de PIKK sendo que o seu dominio catalitico no C-terminal é altamente homologo ao
dominio lipidico da PI3K. Os membros desta familia estdo envolvidos em fungdes
celulares basicas como a proliferacao celular, a progressao do ciclo celular, os pontos de
verificacdo de danos no DNA, e a manutencdo do comprimento dos telomeros.
Disfuncdes na familia PIKK estdo relacionadas a doengas como o0 cancro e

imunodeficiéncias (Bjornsti e Houghton, 2004, Janus et al., 2005).

O mTOR integra sinais de diferentes origens, tais como nutrientes, hormonas, fatores de
crescimento, niveis de oxigénio (Petroulakis et al., 2006, Scheper et al., 2007). Também
é um componente essencial de dois complexos multiproteicos denominados mTORC1 e
mTORC2.

O complexo mTORC1 é constituido pelo mTOR, LST8, Raptor (proteina reguladora
associada a0 mTOR) e pela AKTS1. A sua funcdo relaciona-se com a sintese de
proteinas. O complexo mMTORC?2, constituido pelo mTOR, LST8, Rictor e SIN, esta
relacionado com a fosforilacdo da Akt na Ser473, um dos passos de ativacdo da Akt e
com a mediagdo da fosforilagdo da proteina cinase RAC1 em PKCo (Ma e Blenis,
2009). O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e o fator de crescimento
humano epitelial (EGF) ativam a via mTOR, assim como a perda de PTEN (homéloga
da fosfatase e tensina), que funciona como um regulador negativo da via PI3K/AKT /
mTOR, ativando-a (Hill e Hemmings, 2002, Nicholson e Anderson, 2002, Testa e
Bellacosa, 2001).
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Figura 6 A viamTOR e o seu envolvimento com outras vias de sinalizacdo (adaptado de

(Castellino e Durden, 2007).
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8.3. A via de sinalizagdo mTOR

O mecanismo de transducdo de sinal utilizado por uma célula é uma interacdo entre
proteinas especificas numa determinada ordem. Essas proteinas podem ser quinases,
fosfatases, GTPases e moléculas adaptadoras sem atividade enzimatica intrinseca. A
associacao especifica de proteinas e sua fosforilacdo ou defosforilagdoconstituem os
principios moleculares nos quais a transducéo de sinal se baseia. Durante a oncogénese
o0 balango entre a fosforilacdo e defosforilagdo encontra-se desorganizado, fazendo com
que as vias de transducdo de sinal sejam modificadas e a célula comporta-se de forma

independente do ambiente externo e do restante organismo (Mansure, 2009).

8.4 Estrutura e ativacdo do mTOR

Como ja foi referido existem dois tipos distintos de complexos TOR em mamiferos:
0 mMTORC1 e o0 mTORC2. O mTORC1 é uma proteina cinase heterotrimérica
que consiste na subunidade catalitica mTOR e em duas proteinas associadas, Raptor
(proteina regulatéria associada ao mTOR) e mLST8 (também conhecido como GPL);
por sua vez, o mTORC2 consiste em quatro subunidades diferentes: mTOR,
mLST8/GBL, Rictor (rapamycin insensitive companion of mTOR), e mSinl (proteina
cinase  mitogénio-ativada associada a proteina 1) (Abraham, 2002).
A FKBP12-rapamicina inibe o mTORC1, mas ndo afeta o mTORC2, assim, 0
mTORCL1é sensivel a rapamicina ao contrario do que se verifica com o mTORC2. Cada
vez mais estudos demonstram que 0 mTORCL1 é responsavel pela detecdo de sinais de
nutrientes, enquanto 0 mMTORC?2 esta envolvido na remodelacdo da actina (Gao et al,
2002, Sabatini et al., 1994).

Diversos estudos indicam que a ativagdo da via mTORCI1 ¢ uma “marca registada” de
cancro, mas 0S mecanismos moleculares pelos quais 0
MTORC1 regula o seu desenvolvimento permanecem em grande parte inexplicados
(Gao et al, 2002, Sabatini et al., 1994).
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A inativacdo da tuberous sclerosis 1 (TSC1), também conhecida como hamartina e da
tuberous sclerosis 2 (TSC2), também conhecida como tuberina, que atua como um
importante regulador negativo do mTORC1, pode causar a sindrome do tuberous
sclerosis complex (TSC) e limfangioleiomiomatose (LAM) (Gao et al, 2002,
Sabatini et al., 1994). A proteina heterodimérica TSC1-TSC2 ativa a GTPase em Rheb
(proteina homologa de Ras enriquecida no cérebro) que desempenha um papel
importante na ativacdo do mTORCL. A inativacdo de genes supressores tumorais, como
0 PTEN (fosfatase homdloga da tensina), a cinase serina-treonina 11 (STK11 ou
LKB1), a neurofibromatose 1 (NF1) ou a p53 causam a inibi¢do do TSC1-TSC2, o que
leva a ativacdo da via mTOR. Por exemplo, a perda ou a mutagdo de PTEN ativa AKT,
que fosforila e inibe diretamente TSC1-TSC2. A perda de STK11 suprime AMPK
(proteina cinase AMP ativada), que normalmente medeia a fosforilacdo
de TSC1-TSC2 (Faivre et al., 2006). O produto do gene NF1, a Neurofibromina,
contém um pequeno dominio que partilha uma significativa homologia com proteinas
pertencentes a familia das proteinas ativadoras da guanosina trifosfatase (GAP)
envolvidas na regulacdo negativa de pequenas proteinas GTPase como Ras. A perda de
NF1 resulta na acumulacdo de Ras na ligacdo a GTP e provoca ativacdo da AKT
e inibigdo do TSC1-TSC2 pela via PI3K (Cichowski e Jacks, 2001, Houshmandi e
Gutmann, 2007, Shaw e Cantley, 2006). As inumeras evidéncias a favor do
envolvimento da p53 na regulacdo da atividade do mTOR incluem: a inibicdo da sua
atividade pela ativacdo da p53 ser mediada principalmente pela ativagéo
de AMPK com a subsequente ativacdo do complexo TSC1/TSC2, para além disso, a
ativacdo da p53 aumenta a expressio de mMRNA para o0s genes PTEN
e TSC2 (Feng et al., 2005). Assim, a inativacdo da p53 leva a ativacdo do mTOR
através da inibicdo de TSC1-TSC2. Algumas sindromes relacionadas com moléculas
da via mTOR incluem a sindrome de Cowden, tuberous sclerosis complex,
linfangioleiomiomatose, neurofibromatose 1, e a sindrome Peutz-Jeghers (Faivre et al.,
2006).
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8.5. A via de sinalizagdo PI3K/AKT

As fosfatidilinositol-3 quinase (PI3Ks) sdo enzimas que pertencem a familia das cinases
lipidicas. A PI3K é composta por um complexo heterodimérico, formado por uma
subunidade catalitica, p110 e uma subunidade reguladora, p85 (Cantley, 2002, Ward
e Finan, 2003). Os recetores tirosina cinase (RTKs) interagem com o dominio
homologo 2 Src (SH2) da subunidade p85, que dimeriza com a p110, deslocando o
heterodimero p85/p110 para a membrana plasmatica, enquanto Ras interage diretamente
com a pl10 de uma forma dependente de GTP. Os RTKs também podem ativar
indiretamente a PI3K através de outras proteinas, tais como a proteina
cinase C (PKC), a SHP1, a Rho, e a Src (Hennessy et al., 2005). Apds ser ativada, a
PI3K fosforila o hidroxilo D3 de PI(4)P e PI(4,5)P2 para produzir PI(3,4)P2 e
P1(3,4,5)P3, respetivamente. A Pl (3,4,5)P3 liga-se a um subconjunto de proteinas com
dominio PH (dominio homologo a pleckstrin), FYVE, Phox (PX), C1 e C2. A fosfatase
PTEN pode desfosforilar PI1(3,4,5)P3 que volta a PI(4,5)P2. A ativacdo de PI3K e a
mutacio de PTEN sd&o eventos frequentes no Cancro (Jiang e
Liu, 2008). A AKT / PKB é ativada  pelo P1(3,4,5)P3
através da ligacdo ao dominio homologo a pleckstrin da AKT, o que desencadeia a
transferéncia de AKT para a membrana plasmatica onde ¢ fosforilada no residuo Thr308
pela cinase dependente de fosfoinositida 1 (PDK1) (Datta et al, 1999, Engelman et al,
2006, Sarbassov et al., 2005). Também pode ocorrer fosforilagdo no
dominio C-terminal hidrofobico (Ser 473) pela PDK2 para a sua plena ativacdo (Blue-
Jensen e Hunter, 2001; Hennessy et al., 2005). Apos a ativacdo, a AKT ¢ translocada
para o0 nucleo, onde fosforila e inibe diretamente TSC1 eTSC2, que por sua vez ativam
0 mTOR e seus efetores (Faivre et al., 2006). O aumento da expressao e mutacdo de
AKT tem sido observado em varios tipos de neoplasias e € um alvo terapéutico
anticarcinogénico sob ativa investigacdo (Jiang e Liu, 2008, Broxterma e

Georgopapadakou, 2007).
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8.6. O Gene Supressor Tumoral, PTEN

O PTEN é um potente inibidor da via PI3K/Akt/mTOR. AlteracGes a este nivel tém sido
descritas em glioblastoma, melanoma, cancro do endométrio, cancro da mama, cancro
da prostata e cancro da bexiga (Gingras et al., 2001, Tee e Blenis, 2005, Altomare e
Testa, 2005, Aveyard et al., 1999).

O PTEN também regula a quimiotaxia e a motilidade celular, mecanismos que
promovem a invasdo tumoral (Garcia e Danielpour, 2008 , Theodorescu et al., 1998,
Gildea et al., 2002, Gildea et al., 2004 ).

Como resultado, ndo é surpreendente que a perda do PTEN esteja associada com o
crescimento tumoral agressivo, e o aparecimento de metastases (Kanda et al., 2009, Saal
et al., 2007). No carcinoma urotelial invasivo, 0 PTEN é mutado ou apresenta perda de
heterozigotia em cerca de 30% dos casos; este nimero decresce para 0s 6,6% em
tumores superficiais (pTA / pT1) (Garcia e Danielpour, 2008 , Knowles et al., 2009,
Platt et al., 2009 ,Aveyard et al., 1999). Um estudo revelou sensibilidade reduzida para
o0 inibidor de PI3K, o LY294002 em linhagens celulares de carcinoma da bexiga e
prostata, com a expressdo de PTEN intacta comparativamente com as células que ndo
tinham PTEN funcional (Kanda et al., 2009). Como resultado, o status de PTEN parece
mediar a resisténcia a terapia dirigida a via PI3K; a perda da expressdo de PTEN pode
ser realmente Util ao permitir maximizar os efeitos da inibicdo de PI3K. Para além dos
seus efeitos diretos sobre os processos celulares que ocorrem no cancro, 0 PTEN pode
também ter efeitos a jusante através de interacdo com a via p53, que se encontra

frequentemente mutada no carcinoma da bexiga (Puzio-Kuter et al., 2009).

8.7 A sinalizacdo a montante do mTOR

I. A via de sinalizacdo Ras / Raf / MEK / ERK
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A expressdo de um alelo ativado de ras que induz a fosforilagdo de TSC2, levou a
concluir que a via RassMAPK tem como alvo a TSC2 (Roux et al., 2004). As proteinas
Ras (H-, K e N-Ras) sdo oncoproteinas importantes. Em células quiescentes normais,
Ras esta unida a GDP e inativa. Apos estimulacdo por fatores de crescimento, hormonas
ou citocinas, a forma Ras-GTP ativada liga-se e ativa a cinase Raf (Repasky et al, 2004,
Wolthuis e Bos, 1999). Ha trés isoformas diferentes de cinases serina / treonina Raf em
células de mamiferos: A-Raf, B-Raf e C-Raf. Apds ser ativada, a Raf fosforila e ativa a
MEK, que por sua vez ativa a ERK / MAPK. A ERK fosforila tanto
substratos citosolicos como nucleares que levam a regulacdo da expressdo de genes e a
rearranjos metabdlicos e do citoesqueleto (Schubbert et al, 2007, Roberts e Der, 2007).
Além de estimulos extracelulares, a perda de NF1 também causa a acumulacédo
de Ras ligado a GTP e, em dultimo caso despoleta a ativacdo da sinalizacdo
mTORC1 (Johannessen et al., 2005). Também a reduzida expressdo de um microRNA
conservado (let-7) cujo alvo sdo os mRNA’s da regido 3’ nao traduzida de H-ras, N-ras
e Kras aumenta a atividade de Ras (Johnson et al, 2005, Kolfschoten et al, 2005, Shaw e
Cantley, 2006). Ras e Raf sofrem frequentemente mutacdes e sdo expressos de forma
aberrante nas neoplasias humanas. Por exemplo, ocorrem mutacbes Ras
no pancreas, na tiroide papilar, no coélon, no cancro de células ndo pequenas do
pulméo, no trato biliar, na bexiga, na mama, no colo do Gtero, no ovario, no endométrio
e no figado (Schubbert et al, 2007, Roberts e Der,
2007, Bamford et al, 2004).

ii. O AMPK e outras moléculas

Os nutrientes representam uma importante funcdo reguladora na atividade do mTOR
(Tsang et al., 2007). A falta de aminoéacidos resulta
na rapida desfosforilacdo de S6K1 e 4E-BP1, que sdo os efetores situados abaixo do
mTOR, enquanto a sua readicdo restaura a fosforilagdo de S6K1 e 4E-BP1
de uma maneira dependente de mTORC1 (Hay e Sonenberg, 2004). Os nutrientes
podem regular a sinalizacdo mTOR através da producéo de energia sob a forma de ATP.

A atividade da proteina cinase AMP ativada (AMPK) pode ser regulada pelo nivel de
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energia celular atraves do equilibrio da razdo ATP:AMP, que quando é baixa, ativa o
AMPK, sob a privacdo de nutrientes. O AMPK ativado por sua vez, pode fosforilar
TSC2 em multiplas serinas e locais de treonina conduzindo a inativacdo do mTOR
(Inoki et al., 2003). Varios fatores de stress ambientais também podem regular a
sinalizacdo do mTOR. Por exemplo, a hipoxia e danos no DNA, regulam negativamente
a atividade do mTOR (Tsang et al., 2007, Feng et al., 2005).

8.8 A sinalizacdo a jusante do mTOR

A via mTORC1 regula o crescimento celular através de efectores a jusante, como 0s
reguladores de traducdo 4EBP1, (fator de iniciacdo da traducdo eucaridtica 4E ligado a

proteina 1) e a p70S6K1 (cinase S6 ribossomal 1) (Sonenberg e Gingras, 1998).

I. A4EBP1

A 4EBP1 reprime a iniciacdo da traducdo proteica através da sua associacdo com 0
RNAmM com subunidade elF4F do fator de iniciacdo da traducdo eucaridtica
(Sonenberg e Gingras, 1998). O mTOR fosforila diretamente e inibe a atividade da
4EBP1 e pode também inibir indiretamente a proteina fosfatase serina / treonina, que
por sua vez desfosforila 4EBP1 durante a fase de transigdo G1-S (Faivre et al., 2006). A
EBP1 é um inibidor do fator de iniciacdo da traducdo eucariética 4E (elF4E), que é
ativado por varios estimulos mitogénicos. O aumento da expressdo de elF4E ¢é
suficiente para induzir a transformacdo celular (Rousseau et al., 1996).
A forma ativada de mTOR fosforila a 4EBP1 em varios pontos serina / treonina para
promover a dissociacdo do elF4E de 4EBP1. A elF4E livre pode formar um complexo
composto por multiplas subunidades elF4F através da ligacdo a elF4G, a elF4A,
e elF4B, facilitando a traducdo de proteinas dependentes de cap e
induzindo um aumento na traducdo de mMRNAs com elementos regulamentares
nas regioes terminais 5’ ndo traduzidas (5’-UTR) de genes alvo a jusante, tais como c-

myc, ornitina descarboxilase e ciclina D1, que sdo necessarios para a fase de transicdo
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G1-S (Faivre et al., 2006). Pelo contrério, em células quiescentes ou sob condi¢des
privadas de fatores de crescimento, a 4EBP1 ndo fosforilada liga-se firmemente a
elF4E, inibindo a iniciacdo da traducdo proteica. A inibicdo da ativacdo do mTOR pela
privacdo de nutrientes ou pela rapamicina provoca a desfosforilagdo da 4EBP1, o que
impede a traducdo de proteinas. A inibicdo do mTOR leva a regulagcdo negativa da
biogénese de ribossomas e ao aumento da regulacdo de processos catabdlicos, tais como
a autofagia, que € essencial para a adaptacdo e sobrevivéncia durante condicBes de

privacao. (Jastrzebski et al, 2007, Mayer e Grummt, 2006).

ii. A P70S6K1

A cinase serina / treonina p70S6K1 (S6K1) € outro alvo importante situado abaixo do
mTOR. A P70S6K1 também pode ser ativada por vias de sinaliza¢do insensiveis a TOR
como a PDK1, a MAPK e a proteina cinase ativada pelo stress, SAPK. O mTOR
ativado fosforila a p70S6K1 e recruta a subunidade ribossomal 40S para traduzir
polissomas, 0 que aumenta a tradugdo de mMRNAs com a 5’-terminal oligopolipirimidina
(5’-TOP). A fosforilacdo de p70S6K1 em Thr389 pelo mTOR é necessaria para a sua
ativacdo uma vez que a substituicdo deste residuo por alanina bloqueia a sua atividade
(Dennis et al., 1996). Pelo menos trés locais de fosforilagdo foram identificados para
p70S6K1 e qualquer um deles pode ser bloqueado por inibidores do mTOR. Os alvos de
p70S6K1 incluem proteinas ribossomais, fatores de  alongamento
e o fator de crescimento semelhante a insulina 2 (Faivre et al., 2006). Além disso, a
70S6K1 também fosforila as unidades elF4G e elF4B do complexo elF4F. Esta proteina
também pode reprimir a via PISBK/AKT pela inibi¢do do substrato do recetor de insulina
1 (IRS1) e pela expresséo de IRS2 (Haruta et al, 2000, Sabatini et al, 1994). A P70S6K1
pode fosforilar a molécula pro-apoptética BAD no residuo Serl36 e perturbar
a ligacdo BAD aos inibidores de morte mitocondriais Bcl-XL e Bcl2 (Faivre et al.,
2006).
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Figura 7 A sinalizacdo mTOR envolvida na regulacdo da traducédo (adaptada de (Dunlop
e Tee, 2009)).

8.9 A via de sinalizacdo mTOR e o0 Cancro

O mTOR intervém na traducdo de RNAm relacionados com
pontos de verificagdo do ciclo celular, regula a expressdo de fatores de sobrevivéncia,
tais como c-myc, HIF-1a e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e estd
envolvido na regulacdo da ciclinas A, das cinases dependentes de ciclinas (CDK1/2),
dos inibidores das CDK, P21Cipl e p27KIP1, da proteina retinoblastoma (Rb), das

RNA  polimerases, das proteinas fosfatases PP2A, PP4 e PP6 e
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da proteina CLIP-170. Desempenha também um papel fundamental na regulacdo da
proliferacédo celular do cancro, apoptose, migracao celular, e
angiogenese tumoral (Huang et al., 2003). Estudos demonstraram que a p70S6K1 é uma
molécula importante na regulacéo e proliferacdo celular, angiogénese tumoral e através
da mediacdo da expressdo HIF-1 e VEGF por vias como PI3K/AKT e ERK (Fang et al,
2005, Liu et al, 2006a, Meng et al, 2006, Skinner et al, 2004a, Zhong
et al, 2004, Zhou et al, 2007, Gao et al, 2004a). Alguns agentes cancerigenos
incluindo arsenito podem ativar a p70S6K1 através da producdo de ROS e da via
PISK/AKT (Skinner et al., 2004b, Gao et al, 2004b). Assim, as vias de sinalizacdo que
ativam mTOR estdo alteradas em muitos cancros humanos, como por exemplo, ovario,
cervical, mama, gastrico, colorectal, pulmdo, gastrico, tiroide, hepatocelular e
endometrial, glioblastomas e leucemia aguda. Foram encontradas mutacGes somaticas
da subunidade reguladora p85a (PIK3R1) em glioblastomas humanos primarios do
célon e em cancro do ovério (Jiang e Liu, 2008). O PTEN é frequentemente mutado ou
perdido em muitos tipos de cancro e a diminui¢do dos niveis de expressdo deste esta
correlacionada a um progndstico reservado em cancros, como de ovario, de prostata e
cancro cervical (Jiang e Liu, 2008). Todas essas mudangas resultam na ativacdo
constitutiva de AKT e consequentemente na sinalizagdo do mTOR.

Mutacdes ue inativam STK11 estdo associadas com a sindrome de Peutz-Jeghers, que é
caracterizada por pdlipos gastrointestinais hamartomatosos e pigmentacdes
mucocutaneas, assim como um aumento do risco de cancro gastrointestinal,
da mama e do trato genital feminino (Jenne et al.,
1998, Hemminki et al, 1998, Bruwer et al, 1954). O LKB1
também afeta a angiogénese tumoral, o grau de invasdo e aparecimento de metastases
(Zhuang et al., 2006). As muta¢Bes TSC2 conduzem a sindrome tuberous sclerosis, que
¢ uma desordem autossémica dominante caracterizada por hamartosis generalizada.
Estas mutacGes podem ser um fator de risco para o desenvolvimento de tumores nas
ilhotas pancreéticas ou do carcinoma de células renais (Sampson e Harris, 1994, Merritt
et al.,, 2006, Yeung et al., 1994). A perda de TSC2também esta associada ao

desenvolvimento do tumor e metastases (Pacheco-Rodriguez et al., 2007).
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O aumento da expressio e ativagdo de P70S6K1 tem sido relatada
em vérias linhagens de células tumorais, encontrando-se amplificada em alguns casos de
carcinoma da mama e também associada a angiogenese tumoral e grau de invasdo
(Couch et al, 1999, Holz e Blenis, 2005, Pende et al, 2004, Skinner et al, 2004a).
Estudos recentes relataram que a p70S6K1 pode fosforilar diretamente 0 mMTOR em
treonina 2446/serina 2448, que demonstrou anteriormente ser parte de um dominio
repressor regulador (Holz e Blenis, 2005). O 4EBP1 ¢ outro substrato para mTOR que
inibe a funcdo de elF4E. Em cancro gastrointestinal, tem sido relatado que tanto a
expressdo de elF4E como a 4EBP1 esta frequentemente amplificada, mas os niveis de
4EBP1 apresentam-se mais elevados em pacientes com pouca ou nenhuma historia de
doenca metastatica (Martin et al., 2000). Estudos recentes descobriram que, pelo
contrario, a p-4EBP1 é expressa principalmente em tumores pouco diferenciados,
correlacionados com tumores de alto grau apresentando um progndstico reservado em
tumores de mama e de ovario (Rojo et al, 2007, Castellvi et al., 2006). Tem sido
demonstrado que a elF4E atua como um oncogene mediando a transformacdo das
células (DeFatta e De Benedetti, 2003). A expressdo do gene que codifica a elF4E
encontra-se ampliada no cancro da mama e carcinoma do pescogo e da cabeca (Sorrels
et al., 1998, Sorrels et al., 1999). A expressdo elevada de elF4E em modelos
experimentais altera dramaticamente a morfologia celular, aumenta a proliferacdo e
induz a transformacdo celular, a tumorigénese e a ocorréncia de metastases e esta
associado a alguns tumores solidos como o cancro da mama, célon e esofago
(McClusky et al, 2005, Salehi e Mashayekhi, 2006, Rosenwald et al, 1999). Os niveis
de elF4E estdo também correlacionados com a progressdao de cancro da cabeca e
pescoco, bexiga, gastrico e mama (McClusky et al, 2005, Nathan et al, 1999, Chen et al,
2004, Crew et al., 2000).

8.10 O mTOR e o Carcinoma da Bexiga

Os atuais esforcos no sentido de se desenvolverem novos farmacos no combate ao
cancro baseiam-se na inibicdo da atividade de alvos fundamentais necessarios para a

manutencdo do estado modificado, tais como aqueles implicados na via PI3K/
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AKT/mTOR. De entre inumeros substratos desta via, considera-se 0 mTOR um dos
alvos de maior relevancia para o tratamento do cancro (Harrington et al., 2005, Le
Tourneau et al., 2008, Kong e Yamori, 2009), ap6s a demonstracdo original das
propriedades supressoras tumorais da rapamicina e dos seus analogos terem sido
testados quanto aos seus efeitos sobre determinadas linhagens celulares tumorais e em
modelos animais (Cho et al., 2007).

A investigacdo conduzida por Hansel e colaboradores (2010) avaliou os efeitos do
mTOR sobre as funcgdes celulares, no carcinoma urotelial da bexiga. Neste estudo,
identificaram a expressdo do fosfo-S6, principal efetor da atividade do mTOR,
aumentada em 55% dos casos de CUB invasores, sendo associada a atividade da via
MmTOR com a reducdo da sobrevida do paciente e com o0 aumento do estadio
patoldgico.A inibicdo do mTOR pela rapamicina, reduziu a proliferacdo e a migracao
celular in vitro e reduziu o volume do tumor em ratinhos xénografos de uma linha
celular de CUB em 55% (Hansel et al., 2010).

Estes resultados foram apoiados por um segundo estudo que mostrou que a via mTOR
encontrava-se ativa no carcinoma urotelial da bexiga musculo-invasivo, e que a sua
inibicdo impedia a progressdo do CIS a carcinoma da bexiga invasivo (Puzio-Kuter et
al., 2009, Seager et al., 2009).

Outra funcdo importante do mTOR na biologia do tumor é a inducédo da angiogénese. O
MTOR regula a expressdo do fator indutivel por hipoxia e, posteriormente o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (Jiang e Liu, 2008). O VEGF é um fator de
crescimento vascular, bem caracterizado e é segregado abundantemente na TSC1 e
TSC2 em ratos nulos, o que apoia o papel do mTOR na producdo de VEGF a montante.
Estes resultados suportam o efeito antiangiogénico, documentado com os inibidores do
mTOR, tais como a rapamicina, em pacientes com carcinoma de células renais,

submetidos a terapia com os inibidores do mTOR (Tee e Blenis, 2005).

Mansure e colaboradores (2009), reportaram pela primeira vez os efeitos do everolimus
(analogo da rapamicina) em linhas celulares do carcinoma da bexiga e em ratinhos
xenografos com uma linha tumoral de bexiga. Nesse estudo, verificaram que o
everolimus inibiu a proliferacdo das nove linhas celulares estudadas, embora a resposta

a dose fosse diferente.
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Figura 8 Curvas dose/resposta de linhagens celulares de carcinoma da bexiga aos
inibidores mTOR (adaptada de (Mansure et al., 2009)).

Observaram também que este farmaco inibiu significativamente a fosforilacdo da S6 e a
producdo de VEGF em todas as linhas celulares. Nos ratinhos xendgrafos tratados com
everolimus verificou-se uma inibi¢do do crescimento tumoral quando comparados com
0s tumores dos ratinhos tratados com placebo. Esta inibicdo foi associada a uma
diminuicdo significativa da taxa de proliferagdo celular e angiogénese.

Este estudo demonstrou que os inibidores da via do mTOR como o everolimus
conseguem induzir a paragem do ciclo celular possuem uma forte atividade antitumoral.
Além disso, estes dados pré-clinicos fornecem uma base racional e de orientacdo para
futuros ensaios clinicos com everolimus em doentes com carcinoma da bexiga
(Mansure, 2009).

Um estudo realizado por Makhlin e colaboradores (2010) teve como objetivo verificar
se a inibicdo do mTOR pela rapamicina em combinacdo com a cisplatina €
terapeuticamente eficaz no tratamento do carcinoma da bexiga. Os resultados
evidenciaram que o tratamento com rapamicina diminuiu significativamente a
viabilidade celular em células UMUC3 (P = 0,004) e 253J (P <0,001). Verificaram que
ocorreu a paragem do ciclo célula, na fase G0-G1, a diminuigdo da ativacdo de p-mTOR

e do seu efetor-S6K, em todas as linhas celulares usadas no estudo.
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Também verificaram que o tratamento com a rapamicina aumentou a
capacidade da cisplatina para inibir a viabilidade celular numa das linhas celulares.
Apds o tratamento com rapamicina isolada, ndo houve evidéncia de inducdo da
apoptose. Nos ratos xendgrafos inoculados com uma das linhas celulares de CUB
revelaram que a rapamicina prolongou significativamente a sobrevida e aumentou a
eficdcia terapéutica da cisplatina. Nos pacientes com carcinoma urotelial,

a expressdo de p-mTOR encontrava-se aumentada em 32% dos tumores.

Atraveés deste estudo, os investigadores concluiram que o bloqueio do mTOR inibe a
proliferacdo celular do carcinoma urotelial e aumenta a eficicia da cisplatina; a
supressdo da via mTOR tem o potencial para ser um alvo terapéutico nesta patologia

num determinado grupo de doentes

Estes dados suportam a relevancia da via de sinalizacgdo mMTOR no
carcinoma urotelial. Além disso, fornecem evidéncias que sugerem o potencial dos
inibidores do mMTOR em melhorar o regime quimioterapéutico atual baseado em
cisplatina. Como o estudo da p-mTOR foi realizado numa pequena série de tumores da
bexiga humanos, € necessario haver mais investigacdo no futuro para desenvolver
marcadores dependentes da via do mTOR, identificar convenientemente os grupos de

doentes que beneficiariam desta abordagem terapéutica (Makhlin et al., 2010).

8.11 Os inibidores do mTOR e a seletividade tumoral

A rapamicina (RAP), é um antibi6tico natural descoberto & mais de 20 anos, e é um
inibidor especifico do MTOR. Apesar de ndo possuir efeitos antibacterianos,
demonstrou efeitos imunosupressores e antiproliferativos extraordinarios (Douros e
Suffness, 1981, Thomson et al., 2009).

A rapamicina, também desiganda de Sirolimus, é uma lactona macrociclica produzida a
partir de bactérias do solo, Streptomyces hygroscopicus. Foi inicialmente isolada e
identificada como um agente antifangico, especialmente ativo contra Candida albicans.
Na década de 1990, foi aprovada pelo FDA como um agente imunossupressor,

verificando-se mais tarde possuir propriedades antitumorais e imunossupressoras.
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A rapamicina e os seus analogos, denominados de rapalogs, como o temsirolimus
(ICCI-779), o everolimus (RADOQ01) e o deforolimus (AP-23573), demonstram inibir a

ativacdo do mTOR ao ligarem-se a proteina FK506 que se encontra unida a proteina 12.

A principal diferenca entre estes compostos reside na sua biodisponibilidade: o
temsirolimus e o deforolimus sdo soltveis em agua e podem assim ser administrado por
via intravenosa, enquanto a rapamicina e o everolimus apresentam baixa solubilidade e

deve ser administrados por via oral (Vignot et al., 2005, Le Tourneau et al., 2008).

O temsirolimus é um éster do éacido dihidroximetilpropionico, pro-farmaco da
rapamicina. Esta modificacdo faz com que o composto seja solivel em agua podendo
ser administrada por via intravenosa. Ap6s a injecdo, o temsirolimus é rapidamente
convertido

em rapamicina, 0 que provavelmente o torna responsavel pelos seus efeitos
farmacoldgicos. O everolimus tem uma cadeia de substituicdo O-(2-hidroxietil) na
posicdo C- 40 e o deforolimus tem um 6xido de fosfina como substituto na mesma

posicao do anel de lactona da rapamicina (Jacinto et al., 2004).

Estes compostos sdo metabolizados no figado pelo sistema enzimatico CYP450 (Le
Tourneau et al., 2008). Apesar do mTOR desempenhar um papel central em muitos
processos bioldgicos, os rapalogs sdo geralmente bem tolerados. Os efeitos toxicos
incluem astenia, mucosite, nauseas, toxicidade cutanea, diarreia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, trombocitopenia, transaminases elevadas, hiperglicemia e
pneumonite (Hidalgo et al., 2006, Yee et al., 2006, Atkins et al., 2004). A toxicidade foi
mais comum com doses mais elevadas em alguns estudos (Chan et al., 2005).
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Figura 9 Estrutura quimica da rapamicina e inibidores do mTOR (adaptado de (Ballou e
Lin, 2008)).

Estudos pré-clinicos indicaram que estes compostos tém atividade citostatica
como agentes Unicos em modelos animais e tém efeitos sinérgicos, em combinagdo com
agentes citotoxicos convencionais, com tamoxifeno ou com radiacdo. Em estudos
clinicos, estes compostos tém demonstrado atividade em muitos tipos dos cancros
solidos (Granville et al.,, 2006). Um estudo muito recente demonstrou atividade
antitumoral da rapamicina em pacientes com recorréncia de glioblastoma por
deficiéncia de PTEN (Cloughesy et al., 2008). Em estudos clinicos de Fase Il, o
temsirolimus surtiu efeito em pacientes com carcinoma de células renais e glioblastoma,
e que foram previamente tratados com a terapia padrao (Galanis et al, 2005, Chan et al,
2005). A combinacdo de temsirolimus com o inibidor da aromatase, o letrozol, é
atualmente empregue no tratamento do cancro de mama metastatico em estudos de fase
I11. O tratamento com everolimus aumentou o efeito da quimioterapia em pacientes com
recaida de cancro do pulméo de ndo pequenas células e tumor estromal gastrointestinal

refratario (Granville et al., 2006).

O deforolimus € um derivado da rapamicina que contém fosforo na sua composicao,

desenvolvido em formulagbes administradas por via intravenosa e por via oral.
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Semelhante ao temsirolimus e ao everolimus, o deforolimus apresenta atividade
antiproliferativa numa variedade de linhagens celulares cancerosas deficientes em
PTEN, incluindo o glioblastoma, o cancro da préstata, mama, pulmao, pancreas e

células do cdlon (Rowinsky, 2004).

O status de ativacdo das sinalizacOes localizadas a montante e a jusante da via mTOR
parece afetar profundamente a resposta ao tratamento com inibidores do mTOR. A
insulina e os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1/11), inibem
especificamente a apoptose celular induzida pela rapamicina; também a combinacao dos
inibidores do recetor IGF com os inibidores mTOR podem reprimir seletivamente o
crescimento de tumores com expressdo de IGF ou insulina elevadas (Thimmaiah et al.,
2003).

Em células com deficiéncia de PTEN, a ativacdo de AKT aumenta a atividade de

p70S6K1, a atividade e a fosforilacdo de 4EBP, e a expressdo de c-myc.

As células que apresentam esta deficiéncia, que depende da ativacdo do mTOR para a
proliferacdo celular, sdo por isso mais suscetiveis ao tratamento com inibidores do
mTOR (Neshat et al, 2001, Huang et al, 2003a, Shi et al, 2002). Do mesmo modo, o
desenvolvimento de tumores em pacientes com tuberous sclerosis syndrome pode ser
sensivel ao tratamento com estes inibidores. A expressdo ectopica de p53 ou p2l
protege as células da apoptose induzida pela rapamicina através da ativacdo da cinase 1
reguladora de sinais apoptéticos (ASK1), o que implicaria que os inibidores mTOR
tivessem um forte efeito terapéutico na auséncia da atividade/expressao de p53 ou p21
(Huang et al., 2003b).

8.12 O mTOR como alvo terapéutico

A rapamicina complexa com a proteina intracelular associada a FK506, a FKBP12,
antes de se ligar ao dominio de ligacdo rapamicina-FKBP12 do mTOR. Este dominio
parece ser paralelo ao dominio cinase-mTOR, inibindo desta maneira a fosforilagéo de
S6K, p70 e 4E-BP1 resultando no bloqueio do ciclo celular em G1 (Panwalkar, et al.,

2004, Gingras et al., 2001, Tee e Blenis, 2005). Apesar do mecanismo pelo qual a
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rapamicina inibe a atividade do mTOR ser pouco claro, uma hipo6tese sugere que
funcionard através da desestabilizacdo do complexo mTOR-raptor, interferindo deste
modo com as proteinas reguladoras do mTOR ou pela ativacao de fosfatases contra as

moléculas que se encontram a jusante (Gingras et al., 2001, Tee e Blenis, 2005).

A rapamicina inibe principalmente o mTORC1, apesar que a exposi¢do prolongada tem

demonstrado que perturba tanto o mTORC2 como a sinalizacdo Akt (Sabatini, 2006).

Os rapalogs utilizam o mesmo mecanismo inibitdrio demonstrado pela
rapamicina e a sua capacidade antitumoral é considerada muito eficaz. A inibicdo do
mTOR sobre o crescimento tumoral tem obtido taxas de maior sucesso com a utilizacdo
do temsirolimus em pacientes com carcinoma de células renais metastatico, inibidor
recentemente aprovado pela FDA para o tratamento desta doenga (Garcia e Danielpour,
2008, Hudes et al., 2006, Atkins et al., 2004). Ainda que a expansdo dos ensaios
clinicos na avaliacdo da inibicdo do mTOR em carcinoma urotelial da bexiga, tem sido
lenta, a necessidade de novas terapias para o tratamento do cancro da bexiga faz do
mTOR, um alvo interessante e potencial para o desenvolvimento de novos estudos no

futuro (Garcia e Danielpour, 2008).

8.13 Os analogos da rapamicina usados em ensaios clinicos como agentes Gnicos

Atualmente, encontram-se em curso ensaios clinicos, com varios tipos de tumores, com
a rapamicina e 0s seus analogos: temsirolimus (Torisel, CCI-779, a Woyeth
Pharmaceuticals, Madison, NJ), everolimus (RADO001, Novartis, Basel, Suica) e o
deforlimus (AP23573, Ariad Pharmaceuticals, Cambridge, MA).
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"Mo. of intent-to-treat patiants.
THo. of assessable patients.

FThirty-six percent of patients had evidence of improvemsant on neurcirmaging.

§5table disease in 26% of patients.
||Stakle diseass in 26% of patients.
15table disease in 44% of patients.

Tabela 4 Ensaios clinicos em curso com rapalogs (adaptado de (Meric-Bernstam e

Gonzalez-Angulo, 2009)).
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Num estudo multicéntrico de fase 1, 0S pacientes
sem tratamento prévio, com progndéstico delicado em carcinoma de células renais
metatatico foram randomizados para receber 25 mg de temsirolimus por via intravenosa

semanalmente, o interferdo alfa, ou a terapia combinada (Hudes et al., 2007).

Os pacientes que receberam apenas 0 temsirolimus  demonstraram
uma sobrevida global e uma sobrevida livre de progresséo significativamente mais
elevadas comparativamente aos pacientes que receberam apenas interferdo (Tabela 3).
A sobrevida global no grupo de combinacdo ndo diferiu significativamente da do grupo
ao qual foi administrado interferdo. A sobrevida global média com temsirolimus,
interfrdo, e a combinacéo foi de 10,9, 7,3 e 8,4 meses, respetivamente. A FDA, aprovou
o temsirolimus para o tratamento de carcinoma de células renais metastatico com mau
prognostico em 2007. Recentemente, um ensaio clinico de fase Il do everolimus,
randomizado,

duplo-cego, controlado por placebo, foi realizado em pacientes com carcinoma de
células renais cuja doenca progrediu em terapia direcionada para VEGFR (Motzer et al.,
2008). Numa segunda analise interina, o ensaio mostrou uma diferenca significativa na
eficacia e foi interrompido. A taxa de risco foi de 0,3 (95% CI, 0,22 para 0.4; P<
0,0001) e a progressao livre de sobrevivéncia média foi de 4 meses para o everolimus
versus 1,8 meses para o controlo. A probabilidade de estar livre de progressdo em 6
meses foi de 26% para o everolimus e 2% para o placebo.
Os rapalogs administrados como agentes unicos, demonstraram claramente atividade
sobre linfomas. Estudos de fase Il mostraram taxas de resposta objetivas
de 38% para 41% em linfoma de células do manto (Ansell et al., 2008, Witzig et al.,
2005) e 35% em linfoma ndo Hodgkin de células do manto (Smith et al., 2008).

Um ensaio clinico de fase Il em linfoma das células do manto refratario demonstrou
uma taxa de resposta global de 22% com o temsirolimus, administrado 175 mg por
semana durante 3 semanas seguido de 75 mg semanalmente, comparado com 2% para o
tratamento de escolha do investigador (P= 0,0019). (Hess et al., 2008) As taxas de

sobrevida livre de progressdo foram 4,8 meses com a dose semanal de temsirolimus de
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75 mg e 1,9 meses com o tratamento de escolha dos investigadores (P= 0,009) (Hess et
al., 2008). Em pacientes com transplante renal, a rapamicina conduziu a regressdo do
sarcoma de Kaposi (Stallone et al., 2005). Numa analise preliminar de estudos de fase
I, os rapalogs também demonstraram constituir uma promessa em pacientes com

sarcoma e cancro endometrial (Chawla et al., 2006, Colombo et al., 2007).

Como demonstrado em estudos pré-clinicos, (Mondesire et al.,, 2004) os rapalogs
usados isoladamente sdo citostaticos numa variedade de tumores e clinicamente podem

estabilizar a doenca.

No entanto os inibidores de mTOR, a rapamicina ou 0S Seus
analogos, como ja foi dito exercem um efeito antitumoral como agentes Unicos mas
podem exibir efeitos sinérgicos, em combinagdo com outros farmacos quimioterapicos.
Nesse sentido ja estdo a ser estudadas novas combinacfes estdo e resumidas na Tabela

5.

Condition Hapalogs Lrug sensitizid Fefrenozs
Basic research
Breas) cancer wilh AKT activalion B ADHHI Fartrovzade andd Fulvestrml Beerm ¢l al, (2007
Breast cancer with abarrant ART activity Fapamyecin. Tamoxifen DaGrallenried af al. (2004
LT
Bronchial and periphiecal murioe g Cancinomas Fapamycin HE-2T2 (a TEI) L ed al. (2007
Sqquamenss. cell carcinoma of he head and neck CC-Tas Erlodinit Jimana 24 al, { 2007)
PTEM-gdelicicm and FTEMN-inlad gliobls oo cells Eapamycin Erlotinils Wk o all | 2006a)
Ber abl-pesifive leukemia cells Feapamycin. Imuntinib Dengler o al, {2005)
RADGD]
Ber adbd-tramsformed myelodd and lymphoid cells Feapaumyein Imtinib Bohi et al. { 2004 )
Small cell Iung cancer Fapamycin Imalimib Tswrutani et al. {2005
Small cell |||ng CANCET T L'|-‘|1|:|l:||1 Winetal  2HI5)
MNSCLC Fapamycin Cisplatin Liw et al. {2007}
HER Xnew-cw e s beoast cancer colls R:||1,'||11:.|.'||| Fac it amd ;':lrl'u'-|1|1|||| Bdomdesire of ol | 209
B-cedl neoplasm muliple myeloma (& Eapamycin Cexamethasens Stromberg o al. (20043
PTFM-l;.:.::lInu."ﬂ.kl ACIEVE proslale cancer CC-TH) [Coxombicin Crrimwald ¢ al, § 2002
Proclinical shudy
FTEM loss ErbB2-overexpressing breast cancer BADHI Trasiuzumak Lo et al. (2007
Prune [T sl
Breast cancer LTS Letroeale Challet et al. 2006
o
EADO0]

TEL EGFE tyrosing Kinase inhdbitor: NSCLC: non-small Szl lung cancar.

Tabela 5 Combinagdes entre farmacos quimioterdpicos e os inibidores do mTOR
(adaptado de (Jing e Lui, 2008)).
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IX. Concluséo e futuras direcoes

Em concluséo, sublinha-se a relevancia do carcinoma da bexiga, o tumor maligno mais
comum envolvendo o sistema urinario, no contexto da doenca oncologica. Este tumor
maligno ocorre, na grande maioria dos casos, sob a variante urotelial. Cerca de 70%-
80% dos carcinomas uroteliais sdo superficiais dos quais 10 a 15% recidivam e
progridem para formas invasoras. Por outro lado, 20-30% dos carcinomas uroteliais sao
invasores. Assim, constata-se que uma parte significativa dos carcinomas uroteliais da
bexiga adquire capacidade de metastizacdo. Para os carcinomas uroteliais invasivos ou
metastaticos, verifica-se que 0s esquemas terapéuticos atualmente empregues no
tratamento de primeira linha produzem resultados medianos ou ineficazes. Sdo poucos
0s pacientes que conseguem sobreviver a longo prazo e ndo ha nenhum regime de
segunda linha que esteja comprovado como sendo eficaz. A terapia para manter e
prolongar uma resposta terapéutica favordvel usando um agente toleravel apos
quimioterapia de primeira linha, é desejavel, estudando-se para tal novos agentes.
Ambiciona-se atingir a manutencdo ou a consolidagéo da resposta, e obter-se um perfil

de efeitos secundarios o mais suportavel possivel.

O mTOR desempenha um papel central na resposta celular a
fatores de crescimento e ativacdo de recetores mediante as vias de sinalizagdo
PI3K/AKT e Ras/MEK e na resposta a nutrientes e stress atraves da via de sinalizacdo
AMPK/LKB1.Também esta envolvido na sintese de proteinas, na proliferacdo e
sobrevivéncia celular e nos mecanismos de resisténcia a multiplos farmacos das células
cancerigenas e moléculas a montante de sinalizagdo do mTOR, incluindo 0 EGFR, IGF-
1R, PI3K, PTEN e AKT que se encontram frequentemente mutados no cancro humano.

Vérios fatores dentro da cascata de sinalizagdo mTOR parecem estar alterados no
carcinoma da bexiga e apresentam potencial valor preditivo da doenca ou como
marcadores relacionados com a terapéutica. Estes fatores poderdo ter um papel como

agentes unicos ou multimodais para a terapia do carcinoma da bexiga.
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O tratamento com inibidores do mTOR como agentes Unicos, pode inibir a proliferacdo
celular do cancro e induzir a apoptose e morte celular. A combinacdo entre os rapalogs
com outros agentes terapéuticos tem frequentemente efeitos sinérgicos na inibicdo do
crescimento do tumor em modelos experimentais e, em alguns ensaios clinicos. Os
inibidores do mTOR podem modular certos tipos de resisténcia em tratamento
quimioterapico de cancros refratarios. A inibicdo da sinalizacdo do mTOR, por
conseguinte, fornece evidéncias favoraveis no tratamento do cancro. Atualmente,
existem trés andlogos de rapamicina promissores em ensaios clinicos para o tratamento
do cancro humano. O desafio imediato que se pretende é determinar se ou como estes
inibidores podem ser aplicados a um determinado tumor de uma maneira altamente
especifica com poucos efeitos adversos e como selecionar 0s pacientes mais sensiveis

entre as diferentes origens genéticas.

A pesquisa em curso € importante para delinear claramente o papel desta via no
carcinoma da bexiga ndo s para compreender a biologia da doenca subjacente, mas

também para identificar novos agentes que podem ser usados para fins terapéuticos.

No entanto, novas combinagfes devem ser administradas apenas no contexto do ensaio
clinico, uma vez que ndo esta provado que os esquemas terapéuticos que resultam numa
determinada doenca maligna possam funcionar eficazmente em pacientes portadores de

carcinoma da bexiga.

Como podemos comprovar, apesar de resultados francamente favoraveis em varios
ensaios clinicos, existe um grande caminho para a investiga¢do envolvendo a via mTOR
e 0 carcinoma da bexiga de forma a esclarecer e a identificar novos agentes que possam

ser utilizados com finalidades terapéuticas.
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