Tiago Filipe Rodrigues de Oliveira

Via de sinalizagdo mTOR e efeito dos seus inibidores no tratamento do cancro

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade Ciéncias da Saude

Porto 2013



Via de sinalizacdo mTOR e efeito dos seus inibidores no tratamento do cancro



Via de sinalizacdo mTOR e efeito dos seus inibidores no tratamento do cancro

Tiago Filipe Rodrigues de Oliveira

Via de sinalizagdo mTOR e efeito dos seus inibidores no tratamento do cancro

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade Ciéncias da Salde

Porto 2013



Via de sinalizacdo mTOR e efeito dos seus inibidores no tratamento do cancro

Tiago Filipe Rodrigues de Oliveira

Trabalho apresentado a Universidade
Fernando Pessoa como parte dos requisitos a obtencgéo

do grau de mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Tiago Filipe Rodrigues de Oliveira



Via de sinalizacdo mTOR e efeito dos seus inibidores no tratamento do cancro

Resumo

O cancro é o termo utilizado para referir todos os diferentes tipos de tumores
malignos, porém estes podem adotar uma nomenclatura mais especifica tendo em conta
o local onde se desenvolveram. O cancro é responsavel pela morte de quase 8 milhdes
de pessoas por ano em todo o mundo, nimero este que tem vindo a aumentar com 0s

anos.

Existem inimeros fatores que podem aumentar o risco de desenvolvimento de
um tumor maligno, dai ser extremamente importante, conhece-los para que possam ser

evitados e deste modo prevenir o desenvolvimento desta terrivel patologia.

E neste contexto, que surge o estudo da via de sinalizacdo do mTOR, que se
apresenta alterada em mais de 50% dos cancros que surgem na atualidade. A proteina
mTOR desempenha um papel crucial nesta via de sinalizacdo sendo responsavel pela
regulacdo do crescimento celular e sintese de proteinas. AlteragBes nesta via estdo

associadas com a tumorigénese, angiogenese, crescimento do tumor e metastizacao

O mTOR esté inserido na via PI3BK/AKT/mTOR e divide-se em dois complexos:
MTORC1 e mTORC2. A jusante do mTOR encontramos duas proteinas fundamentais, a
4EBP1 e p70S6K1, proteinas envolvidas em processos de proliferacdo, sobrevivéncia
celular e angiogénese, processos fundamentais no desenvolvimento de mutacfes que

podem conduzir a cancro.

A rapamicina foi o primeiro inibidor do mTOR descoberto e aprovado para o
tratamento do cancro, no entanto, as suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas pouco favoraveis levaram ao desenvolvimento dos analogos da
rapamicina: o temsirolimus e o everolimus sdo exemplos desta classe de farmacos.
Contudo, com o evoluir da investigacdo foram descobertos mais farmacos com a

capacidade de inibir a via do mTOR.

Um melhor entendimento do cancro, e desta via de sinalizagcdo podera levar ao
desenvolvimento de farmacos mais eficazes e especificos ao tipo de tumor, que usados

isolados ou em combinacéo, podem melhorar a qualidade de vida destes pacientes.



Abstract

Cancer is the term used when refering to different types of malignant tumors,
howewer, they can have a more specific definition given where they developed. Cancer
is responsible for the deaths of nearly 8 million people worldwide, and this number

tends to increase.

There are numerous factors that can increase the risk of developing a malignant
tumor, it is extremely important to know them, so they can be avoided and thus prevent
the development of this terrible disease.

In this context the investigation arises of the mTOR signaling pathway, which is
altered in more than 50% of cancers. MTOR protein plays a crucial role in this signaling
pathway and is responsible for the regulation of cell growth and protein synthesis.
Alterations in this pathway are associated with tumorigenesis, angiogenesis, tumor
growth and metastasis.

MTOR is inserted into the PI3BK/AKT/mTOR pathway and is divided into two
complexes: mMTORC1 and mTORC2. Downstream of mTOR there are two fundamental
proteins, the 4EBP1 and the p70S6K1. These proteins are involved in proliferation, cell
survival and angiogenesis, key processes in the development of mutations that can lead

to cancer.

Rapamycin was the first mTOR inhibitor approved for the treatment of cancer,
howewer its poor pharmacokinetic and pharmacodynamic properties led to the
development of rapamycin analogues. Temsirolimus and everolimus are examples of
this class of drugs. However, with the progress of the investigation there were more

drugs discovered with the ability to inhibit the mTOR pathway.

A better understanding of cancer, specificly signaling pathway may lead to the
development of more effective and targeted drugs, used alone or in combination, to the
tumor and thus improve the quality of life of this patients.
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I - Introducao

O cancro é o termo utilizado para designar o crescimento descontrolado de células e a
sua disseminacgéo a tecidos adjacentes. Frequentemente o crescimento celular invade os
tecidos circundantes podendo contudo metastizar para locais bem distantes do local
inicial. Muitos tipos de cancro podem ser prevenidos evitando a exposicdo a
determinados fatores de risco como o fumo do tabaco ou exposicao solar nos periodos
onde a mesma € mais intensa, no entanto, este tipo de patologia continua a ser das
principais causas de morte a nivel mundial (WHO, 2013). Embora nas ultimas décadas,
0 sucesso resultante da prevencdo do cancro, detecdo precoce, diagnostico e tratamento
terem reduzido a mortalidade em alguns paises desenvolvidos, é necessario continuar
com a intensa pesquisa, uma Vvez que O cancro continua a ser uma doenga com uma

elevada mortalidade (Soerjomataram I, 2012).

Os protocolos e esquemas terapéuticos correntes para os diversos tipos de tumores
muitas vezes ndo conseguem responder com eficacia a todos os grupos de doentes,
promovendo uma intensa investigacdo na descoberta de novas formas de prevenir,
detetar e tratar de forma mais especifica e seletiva o cancro e tendo sempre em atencao a

melhoria da qualidade de vida das pessoas, durante e apds o tratamento.

Nos ultimos anos, as descobertas no ambito da transducdo de sinais levaram a
identificacdo de moléculas-chave envolvidas em vias de sinalizacdo que regulam a
apoptose, proliferacdo, sobrevivéncia celular e que se encontram frequentemente
associados a processos tumorais tais como a angiogénese e a metastizacao (Peng et al.,
2002).

E neste sentido que surge uma molécula de sinalizagdo extremamente atrativa e que tem
suscitado um grande interesse por parte dos investigadores, visto constituir um
importante e promissor alvo terapéutico. Esta molécula é a proteina alvo da rapamicina
nos mamiferos (MTOR). O mMTOR é uma cinase serina/treonina, que pertence a via de
sinalizacdo PI3K/AKT e desempenha um papel central como regulador de
sobrevivéncia, crescimento celular, proliferagdo e motilidade, funcionando como um

sensor da mitogénese, nivel de energia e nutrientes (Cortot et al., 2006).

Alteracdes da sua via tais como amplificacdo/sobreexpressdo do S6K1 e elFAE séo

comuns em diversos cancros humanos. Por exemplo, mutacfes a nivel da AKT
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(amplificacdo) estdo envolvidas nos carcinomas da prostata, ovario e da mama e
mutacdes a nivel da PTEN (mutac@es de inativacdo) aparecem associados ao cancro do
cblon, prostata, mama, tiroide, rim, linfomas e melanomas (Cortot et al., 2006). Deste
modo tem sido demonstrado que as alteracGes nesta via, parecem influenciar o

comportamento tumoral.

A primeira geracdo de inibidores do mTOR a serem usados em esquemas terapéuticos
em oncologia incluem a rapamicina e os seus derivados (analogos da rapamicina) que
podem ser classificados em inibidores alostéricos. No entanto existe outro grupo de
inibidores que sdo os inibidores ATP-competitivos, normalmente representados por

moléculas sintéticas pequenas que tém como alvo o local catalitico da enzima.

Neste trabalho irdo ser abordados em pormenor alguns dos farmacos mais importantes e
utilizados para inativar esta via, bem como farmacos com grande potencial terapéutico

em oncologia (Schenone et al., 2011).

O presente projeto de graduacdo surge como um dos requisitos necessarios a obtengéo
do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas e tem como objetivo geral, através da
realizacdo de uma extensa revisdo bibliografica perceber a ativacdo da cascata de
sinalizacdo mTOR, assim como o seu envolvimento no cancro. Os objetivos especificos
que este trabalho pretende clarificar séo: avaliar a importancia e o envolvimento da via
de sinalizacdo mTOR no cancro, perceber se existem alvos na cascata mTOR com
interesse terapéutico no tratamento do cancro, conhecer os inibidores do mTOR

utilizados e os que se encontram ainda em fase de estudo.
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Il — Cancro

O cancro é um grupo complexo de doencas de grande laténcia, pois o tempo que decorre
entre a exposicao ao carcinogéneo e a manifestacdo clinica da doenca pode exceder 0s
20 anos. Existem multiplas causas para este tipo de doencas como a acdo dos
carcinogéneos quimicos tais como os produtos da pirolise do tabaco, fisicos como as
radiacdes, biologicos como agentes infeciosos (virus), hormonas, inflamacéo crénica e

stress oxidativo (Santos, Teixeira, 2011).

Cancro é o termo geral usado para referir todos os tipos de tumores malignos, sendo
estes definidos de acordo com o tecido onde se iniciam. Assim, se 0 tumor tem origem
nos tecidos epiteliais é designado como carcinoma, se tem origem no tecido conjuntivo
é conhecido por sarcoma. O cancro pode, igualmente, envolver linfécitos (linfomas) e

células da glia (gliomas) (Santos, Teixeira, 2011).
2.1 Fases da carcinogénese

O processo de carcinogénese € dividido em quatro fases: a iniciacdo, a promocao, a

transformacédo maligna e a progresséo (invasdo e metastizacao).

A primeira etapa consiste numa mutacao e/ou alteracbes genéticas numa unica célula,
ou seja € a ocorréncia de um evento que altera o genoma celular. Ainda é desconhecida
a natureza das alteragdes iniciais que levam ao despoletar deste processo, contudo uma
sO alteracdo no DNA nao é suficiente para provocar doenga, sdo necessarias varias
mutacdes em sequéncia, para o0 desenvolvimento de cancro. Por outro lado, apesar
destas alteracBes ocorrerem 0 organismo estd apetrechado com mecanismos de
reparacdo, e além disso é necessario que estas ocorram em locais especificos, como

genes supressores de tumores e protoncogenes (Stevens et al., 2002; Rubin et al., 2006).

A seguir a iniciacdo segue-se a promoc¢do que consiste na inducdo da proliferacdo
celular das células iniciadas. Nesta fase as células alteradas estdo dependentes de um
estimulo para proliferar e estes sdo agrupados em trés grupos tendo em conta o
mecanismo através do qual induzem o surgimento de neoplasias. A primeira classe sao
0s genotoxicos que causam danos direto ao DNA através da formacdo de adugdes de
DNA. A segunda classe sdo os mitogénicos que se ligam a recetores nas células e
estimulam a divisdo celular causando deste modo uma hiperplasia sustentada. Por fim,

temos os citotoxicos que induzem dano tecidual levando a hiperplasia sem causar danos
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diretos ao nivel do DNA. O acumular destas alteracdes (mutacdes), responsaveis pela
perda do controlo fisiologico da proliferacdo celular e de madltiplas atividades
bioldgicas, leva a transformacdo maligna (Stevens et al., 2002; Rubin et al., 2006).

Por altimo, temos a progressdo que € uma fase durante a qual o crescimento celular se
torna autdbnomo, ou seja independente do carcinogéneo ou promotor e neste momento ja
existem mutacdes suficientes para imortalizar as células. O desenvolvimento de uma
neoplasia invasiva é o ponto final da progressdo (figura 1) (Stevens et al., 2002; Rubin
et al., 2006).

Carcinogen Exposure Initiation Promotlon Conversion Progression

o Aclivation of proto-oncogenes
e Inactivation of tumour suppressor genes

o Delects in lerminal differentiation

o Delects in growlh contrel Q
R o Resistance to cytotoxicitly

]
3 3&',73;“ . Invnk:n Mm(:sn
| Expansion q") Chang: , Change Change
2 T G -
' oS | 6| (00 >
0
N NOAMAL CELL INITIATED PRENEOPLASTIC MALIGNANT CLNICAL CLINICAL
CELL LESION TUMOUR CANCER CANCER

v
|
R
U
S

Fig. 1 Fases da carcinogénese (In
http://www.bvsde.paho.org/bvstox/i/fulltext/training/Section%202_1.htm>. [Consultado em
19/06/13]).
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2.2 Epidemiologia

O cancro € uma das principais causas de morte a nivel mundial tendo sido responsavel
por 7,6 milhdes de mortes (13% de todas as mortes) em 2008 (IARC, 2008). O cancro
mais prevalente no ano de 2008, a nivel mundial foi o do pulmdo, sendo responsavel
também pelo maior nimero de mortes; o segundo tipo de cancro mais mortal em 2008
foi o cancro do estbmago (26,6% mortes), contudo 0s outros tipos de cancro que
existem foram responsaveis por 41,4% da incidéncia a nivel mundial (consultar a figura
2). Nos Estados Unidos da América o cancro foi responsavel pela morte de 565644

pessoas no mesmo ano (IARC, 2008).
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Fig. 2 Incidéncia e mortalidade por cancro a nivel mundial em 2008 (In http://old.ecco-

org.eu/News/Cancer-statistics/World-Cancer-total-chart/page.aspx/367. [Consultado em 10/07/13].

A nivel europeu, segundo dados de 2009, o cancro mata 169 pessoas por cada 100 000
habitantes. Os paises mais afetados por esta doenca sdo a Hungria, a Eslovénia, a

Republica Checa, a Eslovaquia, a Letdnia e a Lituania (Eurostat, 2009).
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O cancro com maior taxa de incidéncia e mortalidade é o cancro da prostata (21,8%),
seguindo-se o cancro colo-retal (11,5%) e o cancro do estomago (7,2%), dados estes
relativos ao sexo masculino (figura 4). Relativamente as mulheres, o cancro com maior
incidéncia e mortalidade é o cancro da mama (17%), o segundo mais mortal é o cancro
colo-retal (13,5%), seguindo-se o cancro do pulméo que tirou a vida a quase 90000

mulheres no ano de 2008, no continente europeu (figura 3) (IARC, 2008).

Mortality
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247 959 (32.7%)

—— 102,180 (13.5%)

9,367 (1.2%)
47,316 (B.2%)
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87474 (11.5%)
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Fig.3 Mortes por cancro em 2008, nas mulheres que viviam no continente europeu (IARC, 2008).
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Fig.4 Mortes por cancro em 2008, nos homens que viviam no continente europeu (IARC, 2008).



Em 2008, a nivel nacional o cancro matou 156 pessoas por cada 100 000 habitantes; na
mulher a neoplasia mais frequente é o cancro da mama (27,2%) e no homem € o da
préstata (19,5%), como se pode confirmar na imagem abaixo (figura 5) referente aos

tumores mais frequentes entre homens e mulheres (Roreno, 2008).

% Homens % Mulheres
Laringe.......cccovvrerenene 2.2
[ SO Tiroide
Es6fago......ccooveereviinnns 2.2
\ L TN Pulmio
PUIMAO. ..covveverree. 12.0 \ : .Y 00 T Mama
EStOmMago.........coovurinne 9.3 \ 8.2 e Estdmago
RIM.ceoreeescssrsesers, 25 —r et 104 Célon
COION e 123 T 2B, Bexiga
L R Reto
Bexiga......oovcveicininnns 7.3 =
= oo 46, Corpo do Utero
Reto....coovvviiriiiiine 6.4
3 S Colo do Utero
Prostata.........ocoeuveenn. 19.5
Linfoma ndo Hodgkin ....... 33 31.. Linfoma néo Hodgkin

Fig.5 Os tumores mais frequentes no sexo Masculino e Feminino em 2008 (% do N° Total de Casos)

( Imagem adaptada Roreno, 2008).

2.3 Fatores de risco

Os fatores de risco aumentam a probabilidade de uma pessoa desenvolver cancro,
contudo ndo significa que uma pessoa estando exposto a um determinado fator de risco
va, no futuro, desenvolver cancro. Este € um tema bastante complexo e de dificil
compreensdo, pois ndo se entende porgque uma pessoa desenvolve cancro e a outra néo,
se ambas estiveram sujeitas ao mesmo fator de risco, embora a carga genetica de cada
individuo influencie o seu percurso. Os fatores de risco mais conhecidos e mais comuns
sdo: a idade (envelhecer), o tabaco, a exposi¢do solar, a radiagdo ionizante,
determinados produtos quimicos, alguns virus e bactérias, algumas hormonas, alcool e

mé alimentacdo associado a falta de atividade fisica regular; com o passar do tempo
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varios fatores podem agir em conjunto para causar cancro (National Cancer Institute,
2006; Douglas, R., Lowy, M.D., 1996; Ames et al., 1995).

Com o envelhecimento da populacdo, o risco de desenvolver cancro € maior uma vez
que grande parte dos cancros ocorre em pessoas com idade superior a 65 anos, porem
isto ndo significa que pessoas mais novas ou mesmo crianc¢as ndo desenvolvam cancro
contudo, é menos provavel (National Cancer Institute, 2006; Douglas, R., Lowy, M.D.,
1996; Ames et al., 1995). Outro fator extremamente importante € o tabaco e este
representa a maior causa evitavel de morte. O uso do tabaco ou produtos relacionados
com o0 mesmo aumenta consideravelmente o risco de desenvolver cancro; os fumadores
estdo mais suscetiveis a desenvolver cancro do pulmao, laringe, boca, eséfago e
garganta, dai ser essencial a cessacdo tabagica como método de prevencdo (National
Cancer Institute, 2006; Douglas, R., Lowy, M.D., 1996; Ames et al., 1995).

A radiacdo ultravioleta é outro grande fator de risco implicado no cancro. Este fator
causa envelhecimento da pele, provocando lesdes que podem evoluir para cancro, dai
ser extremamente importante limitar o tempo de exposi¢do solar, evitando as horas em
que a intensidade solar é maior, utilizar protetores com fator de protecao solar (SPF) de,
pelo menos, 30 e utilizar mangas compridas, chapéu e éculos de sol (National Cancer
Institute, 2006; Douglas, R., Lowy, M.D., 1996; Ames et al., 1995).

A radiacéo ionizante também pode causar danos celulares levando ao desenvolvimento
de cancro. Esta radiacdo pode provir do espaco ou resultar de acidentes em centrais
nucleares utilizadas para a producdo de energia ou armas. As pessoas expostas a este
tipo de radiagdo tém um risco aumentado de desenvolver cancro da tiroide, mama,
pulmé&o e leucemia. A radiacdo ionizante também é utilizada em procedimentos medicos
para obter imagens do interior do corpo, mas nesta situacdo o risco de desenvolver
cancro é extremamente baixo uma vez gque a dose utilizada é muito pequena e portanto o
beneficio supera o risco (National Cancer Institute, 2006; Douglas, R., Lowy, M.D.,
1996; Ames et al., 1995).

Estar infetado com determinadas bactérias ou virus pode aumentar o risco de
desenvolvimento de cancro: o virus do papiloma humano (HPV) é a principal causa de
cancro cervical podendo também estar implicado noutros tipos de cancro. Outro virus
muito comum € o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus que causa a SIDA. Os

doentes infetados com HIV tém um maior risco de desenvolver cancro, como linfoma
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ou mesmo sarcoma de Kaposi. Por outro lado temos as bactérias como a Helicobacter
pylori, que pode causar Ulceras estomacais que podem evoluir para cancro (National
Cancer Institute, 2006; Douglas, R., Lowy, M.D., 1996; Ames et al., 1995).

11 — Via de sinalizacdo mTOR

A ativacdo dos recetores de membrana por vérios fatores de crescimento envolve a
transmissdao de um sinal, através do citoplasma, para o nicleo. A modulacdo de sinal é
dependente da ativacdo de determinados genes e a transmissdo deste sinal é realizada

através da fosforilacdo por proteinas chamadas cinases (Cortot et al., 2006).

A proteina mTOR é uma cinase serina/treonina que regula o crescimento celular e
desempenha um papel fundamental na regulacdo da sintese de proteinas (figura 6).
MutacBes e desregulagBes nesta via de sinalizacdo estdo associadas a tumorigénese,
angiogénese, crescimento do tumor e metastizacdo. E importante perceber esta via de
sinalizacdo bem como as que interagem com esta, quer a montante do mTOR como a
jusante, o processo de ativacdo do complexo mTOR, as interacbes moleculares e a sua
regulacdo. A montante do mTOR os principais reguladores de atividade sdo
PIBK/PTEN/AKT e Ras/Raf/MEK/ERK. Esta é uma via com grande potencial
terapéutico e o primeiro inibidor do mTOR a ser descoberto foi a rapamicina, porém,
devido as suas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas, nomeadamente a
sua toxicidade, a sua instabilidade fisico-quimica e a sua baixa biodisponibilidade, foi
necessario desenvolver analogos da rapamicina, que possuem estas caracteristicas
melhoradas (Jiang et al., 2008; Zhang et al., 2011; Schenone et al., 2011).
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Fig. 6 Via de sinalizagdo mTOR (Korets et al, 2011)

3.1 Estrutura do mTOR e ativagao

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR), também conhecida como
proteina associada a rapamicina (FRAP) foi identificada e clonada apds a descoberta
dos dois genes da levedura TOR1 e TOR2 (Brown et al., 1994, Chiu et al, 1994,
Sabatini et al, 1994). A via do mTOR é fundamental no crescimento e desenvolvimento
de células, como é exemplo em moscas da fruta e nématodes. A desregulagdo do gene
que codifica 0 mTOR tem graves consequéncias para a vida da célula. O mTOR regula
funcdes celulares extremamente importantes, onde estdo incluidas a tradugdo, a
transcricdo, o volume de mRNA, a estabilidade da proteina e a organizagdo do
citoesqueleto (Schenone et al., 2011; Moretti et al., 2007; Inoki et al., 2005). O terminal
N do mTOR é inclui por 20 residuos, que contém o fator 3 de alongamento e a
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subunidade da proteina fosfatase 2A (PP2A). O terminal C é um dominio de
transformacdo e transcricdo associado a uma proteina por uma ligacdo FKPB12. O
dominio catalitico da cinase do terminal C tem muita similaridade com o dominio
catalitico de PI3K, porém nédo existem evidéncias cientificas de que exiba atividade
lipidica (Falasca et al., 2011; Panwalker et al., 2004; Jiang et al., 2008).

O mTOR existe em dois complexos diferentes, 0 mMTORC1 e 0 mTORC2. O mTORC1
é uma proteina cinase heterotrimérica, constituida por uma subunidade catalitica mTOR
e varias proteinas, entre elas, a mLST8, DEPTOR, a PRAS40 e uma proteina associada
a regulacao celular (RAPTOR). Este complexo € sensivel a rapamicina e a sua fungéo
esta relacionada com a sintese de proteinas. O mTORC2 é constituido pelas proteinas
mTOR, Rictor, GBL e mSinl, envolvidas na regulacdo das fungdes do citoesqueleto
estimulam fibras de actina, paxilina, RhoA, RAC1 e proteina cinase (PKCa). Este

complexo ndo é sensivel a rapamicina (Schenone et al., 2011; Jiang et al., 2008).

A inativacdo do complexo esclerose tuberosa 1 (TSC1), também designada harmatina e
0 complexo esclerose tuberosa 2 (TSC2) ou tuberina, que funcionam como um elemento
regulador negativo do mTOR, pode resultar na sindrome do complexo esclerose
tuberosa. O heterodimero TSC1-TSC2 é uma GTPase da proteina de ativacdo Rheb, e é
fundamental na ativagdo do mTORC1 (Gao et al., 2002; Schenone et al., 2011; Jiang et
al., 2008).

A inativacdo de certos genes supressores tumorais, como a PTEN, a serina-treonina-
cinase 11 (STK11l) (também designada como LKB1) ou p53 leva a inibicdo do
complexo TSC1-TSC2, tendo como consequéncia a ativacdo da via do mTOR. A
inativagdo ou mutagdo do PTEN ativa a AKT, que vai fosforilar e inibir o complexo
TSC1-TSC2. A perda da STK11 suprime a AMPK (proteina que é ativada por AMP
cinase), que geralmente regula uma fosforilacdo ativante do complexo TSC1-TSC2. O
envolvimento do p53 na regulagdo da via de sinalizaggio mTOR também é
extremamente importante; a ativacdo de p53 é regulada pela ativacdo de AMPK sob a
forma p53-dependente com a consequente ativacdo do complexo TSC1-TSC2. A
ativacdo de p53 aumenta a expresséo dos genes de mRNA, PTEN, e TSC2 e deste modo
a inativacdo de p53 leva a ativacdo do mTOR pela inibicdo do complexo TSC1-TSC2

(Feng et al., 2005; Zhang et al., 2011; Schenone et al., 2011).
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3.2 Sinalizagao ""upstream™ do mTOR
3.2.1 PISBK/AKT
PI3K

A PI3K € uma enzima lipidica heterodimérica composta por uma subunidade catalitica e
uma subunidade reguladora/adaptadora. No Homem existem 8 formas divididas em trés
classes (1,11 e 111) de acordo com a homologia da sequéncia e preferéncia do substrato
(Engelman et al., 2006; Cortot et al., 2006).

A subunidade reguladora/adaptadora € representada pela enzima p85d e a combinagéao
destas duas subunidades forma um complexo heterodimérico. Enzimas do grupo la sdo
capazes de se ligarem a proteinas fosforiladas bem como sequéncias que contém a

proteina tirosina (Engelman et al., 2006; Cortot et al., 2006).

Uma funcdo da PI3K ¢ fosforilar o fosfoinositol, o que resulta na formacéo de lipidos
tais como o Pi3-Fosfato [Pi(3)P], PI3,4-bifosfato [Pi(3,4)P2] e Pi3,4,5 trifosfato
[PiP3(3,4,5)]. Estes lipidos estdo envolvidos em vérios processos intracelulares,
incluindo a proliferacdo, a sobrevivéncia da célula, a reorganizacdo do citoesqueleto, o
transporte de membrana, adesdo celular, motilidade celular, angiogénese e acdo da
insulina; o PiP3 (3,4,5) é o lipido principal produzido in vivo e duas fosfatases
diferentes sdo capazes de degradar este lipido, as fosfatases Src (SHIP1) e a fosfatase
PTEN (Engelman et al, 2006; Cortot et al, 2006).

A PI3K e a PTEN sdo proteinas implicadas na perda de sensibilidade a insulina de
tumores cancerigenos. MutacGes no gene que codifica a PTEN sdo verificadas em
algumas doencas benignas congénitas (ex: Cowden, Bannayan Zonana), bem como em
varios tumores (ex: mama, melanoma, préstata, rim, ovario, endométrio) enfatizando o
papel da PTEN e consequentemente do PI3K na carcinogénese (Cortot et al., 2006).
AlteracGes a nivel da PTEN (mutacdes de inativacdo), estdo implicadas no cancro da
prostata, do colon, mama, tiroide, rim, linfomas, melanomas e glioblastomas (Cortot et
al., 2006).
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PDK1

A proteina cinase fosfatidilinositol-3-dependente 1, € uma proteina-cinase e € a Ultima a
interagir com o PiP3 (3,4,5). Tem a capacidade de fosforilar as cinases T. Algumas
destas cinases requerem uma interacdo da membrana através de dominios PH (Cortot et
al., 2006; Falasca et al., 2011; Vanhaesebroeck et al., 2010).

AKT

A AKT ou proteina-cinase ou B é uma cinase serina/treonina com homologia para o
oncogene V-AKT-AKTS. Existem trés tipos (AKT 1,2,3), cada um codificado por um
gene diferente e a sua expressdo varia, sendo a AKT2 mais abundante nos tecidos
sensiveis a insulina. A expressdo de AKT1 e 3 ndo compensa a perda de AKT2 (Cortot
et al., 2006; Falasca et al., 2011; Vanhaesebroeck et al., 2010).

A proteina AKT esta envolvida na sobrevivéncia celular a varios niveis, incluindo a
ativacdo de mTOR, inibindo a GSK3 (sintetase cinase glicogénio 3), provocando um
aumento dos niveis de [-catetina, ou inibindo a proteina BAD que se encontra

envolvida no processo apoptotico (Cortot et al., 2006; James et al., 1996).

Anomalias ao nivel da AKT, nomeadamente a sua amplificacdo, estdo envolvidas no
cancro da préstata, ovario e da mama, em seres humanos, e linfomas em ratinhos
(Cortot et al., 2006).

A AKT é a molécula sinalizadora mais estudada a jusante da PI3K. A ativacdo da AKT
é responsavel pelas alteracdes na atividade nuclear do fator KB, alteracdes no fator
relacionado com a hipoxia e alteragdes nos fatores de transcricdo o que resulta numa
modificagdo do ciclo celular e inibicdo da apoptose. A AKT aparece frequentemente
ativada nos tumores do pancreas, representando um indicador biol6gico da

agressividade tumoral (figura 7) (Falasca et al., 2011; James et al., 1996).
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Fig.7 Via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR (Kudo, 2011).

3.2.2 Vias proximais ao mTOR
3.2.2.1 Ras/IRAfIMEK/ERK

A via Ras/Raf/MEK/ERK ¢ ativada por muitos fatores de crescimento e citocinas, que
sdo importantes para a proliferacdo celular e apoptose. Esta via tem como alvo o
complexo TSC2, uma vez que o Ras ativado induz a fosforilacdo da TSC2, funcionando
como um “interruptor” para importantes oncoproteinas. A molécula Ras ativa a Raf
cinase, depois de estimulada por fatores de crescimento, hormonas ou citocinas A Raf
pertence a uma familia de multigenes que consiste em RAF1, Araf e BRAF, que
codificam proteinas de 74, 68 e 94 Kda, respetivamente (Roux et al., 2004; Jiang et al.,
2008).

A Raf fosforila a MEK que ativa a ERK e esta, por sua vez fosforila substratos
citosolicos e nucleares essenciais para a regulagdo da expressdo, metabolismo e
rearranjos do citoesqueleto. O Ras e Raf aparecem geralmente mutados em cancros
humanos nomeadamente mutacfes ao nivel do Ras associam-se ao cancro do pancreas,
da tiroide, célon, pulméo, bexiga e mama. Existem trés isoformas de Raf em mamiferos:

A-Raf, B-Raf, C-Raf, contudo a mais importante e que aparece mais frequentemente
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mutada € o B-Raf; muta¢des ao nivel desta isoforma foram encontradas em 27-70% dos
casos de melanomas humanos, 36-53% dos cancros da tiroide e 30% dos cancros do
ovario (Jiang et al., 2008; Shubbert et al., 2007).

3.2.2.2 AMPK e outras moléculas

Os nutrientes representam um importante papel regulador da atividade do mTOR. Uma
escassez de aminoacidos tem como consequéncia uma rapida desfosforilacdo de 4EBP1
e p70S6K1 e por outro lado, uma grande quantidade de aminoacidos restaura
rapidamente a fosforilacdo de 4EBP1 e p70S6K1 de uma forma dependente do
mMTORC1. Os nutrientes também podem regular a atividade do mTOR através da
producéo de energia sob a forma de ATP. O AMPciclo tem interferéncia na atividade da
proteina cinase (AMPK) podendo ser regulado através do nivel de energia celular;
quando existe uma privacdo de nutrientes ha um desequilibrio ao nivel do AMP
destabilizando a atividade da AMPK. A AMPK ativada pode por sua vez fosforilar a
TSC2 em mudltiplos sitios que levam a inativacdo do mTOR (Hay, Sonenberg, 2004;
Jiang et al., 2008; Inoki et al., 2003).

Fatores ambientais, como a hipoxia e radiacdes, também podem interferir com a
atividade do mTOR. O fator induzivel de hipoxia (HIF-1) atua a montante da TSC
inibindo a sintese de MTOR. Danos a nivel do DNA podem inibir a via de sinalizacdo
do mTOR, uma vez que podem interferir com a expressdo de p53 e a ativacdo de
AMPK (Jiang et al., 2008; Tsang et al., 2007).

3.3 Sinalizagéo ""downstream’ do mTOR

Como jé referido anteriormente, 0 mTOR tem um papel central na sintese de proteinas,
evolucdo do ciclo celular e sobrevivéncia celular. O mTORCL1 regula o crescimento

celular por meio de reguladores de tradugdo como 4EBP1 e p70S6K1.
3.3.14EBP1

A 4EBP1 atua como um repressor da translacdo, inibindo a tradugcdo do mRNA por
ligacdo e inativagdo de elF4E. O mTOR fosforila diretamente e inibe a atividade da
4EBP1, podendo também, indiretamente inibir a fosfatase da proteina, que por sua vez
desfosforila 4EBP1 durante as etapas do ciclo celular G1 para S. O elF4E € um fator de
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iniciacdo, que é ativado por varios estimulos mutagenicos. A fosforilagdo do 4EBP1
conduz a libertacdo de elF4E, permitindo deste modo o inicio da traducdo. O elF4E
aumenta a proliferacdo, sobrevivéncia celular e angiogenese, levando a tradugdo de
MRNA que codifica para proteinas tais como a ciclina D1, Bcl-2 e Bcl-xI (Sonenberg,
Gingras, 1998; Ciuffreda et al., 2010).

Este processo sofre regulacdo através da proteina RAPTOR, pois quando esta esta
presente no complexo mTOR, este fosforila eficientemente tanto o 4EBPI como o
p70S6K1, contudo quando a RAPTOR estd ausente existe uma diminuicdo da
capacidade do mTOR fosforilar os seus substratos. Estudos recentes afirmam que a
formacdo do complexo entre mTOR e RAPTOR ¢ essencial para a funcdo do mTOR
(Inoki et al., 2005; Jiang et al., 2008).

3.3.2 p70S6K1

A cinase p70S6K1 é outra importante efetor a jusante do mTOR, podendo também ser
ativada por PDK1 e MAPK. O mTOR fosforila p70S6K1 conduzindo deste modo a
recolha de subunidades 40S dos ribossomas aumentando consequentemente a traducao
de mRNAs que codificam proteinas ribossomais, fatores de alongamento e fator de

crescimento da insulina (Jiang et al., 2008, Dennis et al., 1996; Faivre et al., 206).

Existem pelo menos trés locais onde pode ocorrer fosforilacdo da p70S6K1, e todos eles
podem ser bloqueados por inibidores do mTOR. A fosforilacdo da p70S6K1 é
fundamental porque leva a substituicdo deste residuo por blocos de alanina e a
consequente ativagdo da cinase. O mTOR pode bloguear a serina/treonina fosfatase que
vai desfosforilar locais na p70S6K1 que sdo sensiveis a rapamicina. Isto explica o
porqué da p70S6K1 sofrer uma desfosforilacdo rapida quando as células sdo tratadas
com inibidores do mTOR. O p70S6K1 tem como alvos proteinas ribossomais e fatores

de crescimento de insulina (Jiang et al., 2008; Faivre et al., 206).
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4 mTOR e cancro

A via em que o0 mTOR se encontra inserido é frequentemente ativada em cancros
humanos, estudos demonstram claramente que mutacdes a nivel do crescimento celular
ou metabolismo contribuem significativamente para o desenvolvimento de tumores
(Yecies, Manning, 2011; Cornu, 2012). A obesidade e a diabetes sdo fatores de risco,
uma vez que esta provada uma relacdo entre estes fatores metabdlicos e o crescimento
tumoral, o que significa que os habitos de vida, nomeadamente a alimentacéo errada e o
sedentarismo, podem ter um papel preponderante no desenvolvimento desta grave e
preocupante patologia, ex: muitas vezes, a esteatose pode evoluir para carcinoma
hepatocelular. Um estudo recente realizado em camundongos demonstra a ligacdo entre
0 mTOR e o metabolismo, uma vez que um mTORC1 hiperativo leva a alteragdes
metabdlicas, que incluem defeitos na glucose e lipidos que posteriormente pode

progredir para carcinoma hepatocelular (Cornu, 2012).

Alteragdes na via PI3BK/mTOR associam-se a cancro atraves de diferentes e complexos
mecanismos que incluem amplificacdo ou hiperactivacdo de proto-oncogenes, tais
como: Ras, PI3K, AKT, recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), HEr2/neu,
BCR-Ab ou perda da fungdo dos genes supressores tumorais nomeadamente, PTEN,
TSC, LBK (Schenone et al., 2011).

Como referido anteriormente, 0 mecanismo de regulacdo do mTOR, em células, é
realizado através da via PISBK/AKT mas também recebe sinais de multiplas vias de
ativacdo/sinalizacdo AKT independentes, que incluem vias de mitogene-responsiva; o
mTOR também pode ser ativado em resposta a situacdes de hipoxia, pelo baixo nivel de
nutrientes, por fosfolipase D ou por a¢do do acido fosfatidico (Schenone et al., 2011;
Jiang et al., 2008).

A desregulacdo da via PI3BK/AKT/mTOR leva ao descontrolo do crescimento celular,
proliferacdo e evasdo da apoptose, especialmente, em neoplasias malignas (Schenone et
al., 2011; Jiang et al., 2008):

e Niveis aumentados de fosforilagdo dos alvos a jusante foram relatados em
diversos tumores e estdo relacionados diretamente com a agressividade e

prognostico.
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e Proteinas que interagem com 0 mTOR; com atividade de tirosina cinase, estdo

amplificados no tumor gastrointestinal, figado, pancreas bem como pulmao.

e A PTEN encontra-se inativada/reduzida em gliomas, melanomas, cancro da

préstata e cancro da mama.
e A proteina TSC estd mutada no cancro da bexiga.

e A cinase de ligacdo ao GTP K-Ras estd mutada no cancro da bexiga (Schenone
etal., 2011; Jiang et al., 2008).

Além disso muitos componentes da via PISBK/AKT/mTOR apresentam-se mutados e
desregulados em carcinomas de células renais (CCR), incluindo IGF-1, IGFIR, PTEN,
TSC e VHL (proteina VVan Hippel-Lindau) (Schenone et al., 2011; Jiang et al., 2008).

O mTOR regula também a tirosina cinase BCR-Ab citoplasmatica, proteina de fusdo
codificada pelo cromossoma de Filadélfia que é o agente etioldgico da Leucemia
Mieloide Cronica (LMC), onde a ativacdo da via PI3BK/AKT/mTOR ¢é crucial para a

sobrevivéncia e proliferacdo celular (Schenone et al., 2011).
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5 Inibidores do mTOR e seletividade tumoral

Como ja foi referido a via de sinalizacdo mTOR esta desregulada em muitos tipos de
tumores, dai a necessidade de se identificarem alvos com potencial terapéutico e
desenvolver novos farmacos para a sua inibigdo (Schenone et al., 2011; Jiang et al.,
2008).

Atualmente, sabe-se que 0 mTOR funciona em dois complexos mMTORC1 e mTORC?2,
sendo os analogos da rapamicina seletivos para 0 mTORC1 e tendo ja demonstrado
eficacia clinica. Contudo tem vindo a surgir novas classes de inibidores do mTOR para
combater as deficiéncias dos primeiros inibidores a surgir no mercado. Uma dessas
novas geracOes de fArmacos sdo os inibidores competitivos ATP-cinases, que competem
com o ATP no sitio catalitico do mTOR e inibem tanto o mTORC1 como o0 mTORC2
(Zhang et al,2011). Embora os anadlogos da rapamicina demonstrem eficacia clinica em
alguns subtipos de cancro é necessario explorar todo o potencial anti tumoral da via
mTOR de maneira a desenvolver novos farmacos (Zhang et al., 2011).

5.1.1 Rapamicina

A rapamicina (Fig.8) é uma lactona macrociclica, produzida por Streptomyces
hygroscopicus, inicialmente desenvolvida como um agente antifungico, contudo,
posteriormente, descobriu-se que possuia propriedades imunossupressoras. Foi 0
primeiro inibidor do mTOR a ser descoberto, e, em 1999, foi aprovado pela FDA como

uma molécula imunossupressora (Vézina et al., 1975; Zhou et al., 2010).
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Fig.8 Estrutura quimica da rapamicina (WU et al, 2010).
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A rapamicina entra nas celulas e liga-se ao recetor intracelular FKBP12 formando um
complexo inibidor. Este complexo liga-se a regido C terminal de proteinas denominadas
TOR FRB, onde exerce o seu efeito citotdxico, inibindo deste modo as fungdes de
sinalizacdo TOR para alvos a jusante. O mecanismo de ativacdo da rapamicina ainda
ndo se encontra totalmente esclarecido, mas estudos recentes propdem que o complexo
rapamicina FKBP12 pode inibir a fun¢cdo mTOR pela inativacdo da proteina RAPTOR,
impedindo que esta se ligue a0 mMTORC1 (Oshiro et al., 2004; Zhou et al., 2010).

A rapamicina inibe a proliferacdo celular em diferentes linhagens celulares derivadas de
rabdomiossarcoma, neuroblastoma, glioblastoma, melanoma, cancro do pulmdo e da
préstata, provando que a rapamicina tem efeito sobre diferentes tipos de cancros. A
inibicdo do mTOR pela rapamicina suprime a hipoxia provocada pela angiogenese e
pela proliferacdo de células endoteliais. A inibicdo da angiogenese e da proliferacdo
celular estd relacionada com uma diminuicdo da producdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VeGF). Por outro lado, a rapamicina induz também apoptose nos
casos de rabdomiossarcoma, através da inibicdo do mTOR (Hosoi et al., 1999; Humar
et al., 2002; Zhou et al., 2010).

A rapamicina apresenta como grandes desvantagens a sua fraca solubilidade em &gua e
a sua baixa estabilidade fisico-quimica, dai que para contrariar estas limitacbes surgiram
0s seus anadlogos com propriedades farmacocinéticas melhoradas. Existem indmeras
moléculas andlogas em estudos pré-clinicos e clinicos de modo a avaliar o seu efeito

imunossupressor (Zhou et al., 2010; Guba et al., 2002).

5.1.2 Analogos da rapamicina

Um dos exemplos destas moléculas é o temsirolimus (Fig.9), que é um éster do &cido
di-hidroximetil-propidnico da rapamicina; foi desenvolvido para aumentar a
solubilidade da rapamicina e deste modo pode ser administrado por via oral e por via
intravenosa. O temsirolimus atua inibindo a fosforilagdo do mTOR ao nivel de S6K1 e
4E-BP1, diminuindo deste modo a expressdo de varias proteinas chave envolvidas na
regulacdo do ciclo celular. Em modelos tumorais animais, o temsirolimus sozinho ou

em combinacdo com outros farmacos quimioterapeuticos, demonstrou uma atividade
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anti tumoral significativa em gliomas, cancro da cabeca, pescoco e pancreas (Zhou et
al., 2010; Dudkin et al., 2001; Ekshyyan et al., 2009; Garcia-Echeverria, 2010).

Outro exemplo desta categoria, € o deforolimus (Fig.9), um anélogo da rapamicina que
foi desenvolvido com base em estudos de modelagcdo computacional. Em comparagéo
com a rapamicina, o deforolimus possui melhores propriedades farmacologicas e
farmacocinéticas como a solubilidade agquosa, melhor estabilidade fisico-quimica e
maior biodisponibilidade. O deforolimus sozinho ou em combinacdo com outros
agentes quimioterapeuticos demonstrou potentes efeitos inibidores sobre a proliferagéo
de diversas linhas celulares (ex: mononucleares) e em diversos cancros, através da
diminuicdo da fosforilacdo da 4E-BP1. O deforolimus é bem tolerado quando
administrado por via oral apresentando boa atividade anti tumoral (Zhou et al., 2010;
Mita et al., 2008).

O sucesso clinico dos andlogos da rapamicina tem sido limitado a alguns cancros raros e
as taxas de resposta em grandes tumores, utilizando unicamente rapamicina ou seus
analogos, tém sido modestas. Apesar destas moléculas atuarem como inibidoras parciais
do mTOR, é cada vez mais reconhecido que este mecanismo € insuficiente na obtencéo
de um efeito anticancerigeno extenso e potente, quando usados sozinhos, por
conseguinte vdo surgindo no mercado, novas classes de inibidores (Shor et al., 2009;
Zhang et al., 2011; Garcia-Echeverria, 2010).
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Fig.9 Estruturas quimicas do temsirolimus e do deforolimus — (WU et al., 2010).

5.1.3 Inibidores competitivos ATP-cinase

Uma classe de inibidores que tem grande interesse séo os inibidores competitivos ATP-
cinase. Sao moléculas que ainda se encontram em estudo contudo o primeiro conjunto
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de inibidores ja se encontra em ensaios clinicos. Atualmente, sabe-se que 0 mTORC2
também estd envolvido no crescimento de células cancerosas e sobrevivéncia das
mesmas, logo sdo necessarios farmacos que inibam simultaneamente os complexos
mMTORC1/2 (Zhang et al., 2011; Blaser et al., 2012; Garcia-Echeverria, 2010).

O desenvolvimento de novos farmacos capazes de inibir o mTOR por um mecanismo
diferente da rapamicina representa uma abordagem mais eficaz contornando o0s
problemas que estdo relacionados com a utilizacdo dos analogos da rapamicina, uma
vez que sO inibem 0 mMTORC1. As moléculas deste grupo caracterizam-se por serem
moléculas pequenas orientadas para 0 dominio cinase, com um mecanismo competitivo-
ATP capaz de inibir os dois complexos mTORC1/2 conduzindo deste modo a um efeito
inibitério mais potente, e representando uma alternativa mais eficaz e eficiente a
tradicional, para o tratamento de cancro. As primeiras moléculas a surgir foram a PP242
e PP30 (Fig.10). Estas moléculas, a nivel quimico, sdo pirazolo [3,4-d] piridina,
possuindo um grupo NH2 no carbono 4 e dois substituintes heterociclicos diferentes no
carbono 3. Nos primeiros ensaios clinicos revelaram uma grande seletividade, um forte
efeito inibitdrio sobre o crescimento celular bem como no avanco do ciclo celular. Estes
efeitos inibitorios sdo conseguidos através da inibi¢do da fosforilagdo da p70S6K1 bem
como da 4E-BP1 (Zhang et al., 2011; Garcia-Echeverria, 2010; Schenone et al., 2011).
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Fig.10 Estruturas quimicas do PP242 e do PP30 (Schenone et al., 2011).

5.1.4 Inibidores seletivos mTORC1/2

Recentemente surgiu uma nova geracdo de inibidores do mTOR especificos para a
cinase, e por bloquearem ambos os complexos do mTOR foram designados inibidores
duplos mTORC1/2. Entre estas moléculas encontram-se o INK128, AZD8055 e o

AZD2014 que entraram recentemente em ensaios clinicos. Estes compostos s&o mais
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eficazes do que a rapamicina na citorreducdo e inducdo da apoptose, em leucemias. O
INK128 (Fig.11), administrado por via oral, é extremamente potente e seletivo, inibindo
deste modo a angiogénese bem como o crescimento tumoral em VAarios cancros e
encontra-se na fase | dos ensaios clinicos. O AZD8055 (Fig.4) é outro inibidor

administrado por via oral que se encontra na Fase Il dos ensaios clinicos, mais
direcionado para o carcinoma hepatocelular em estado avangado (Garcia-Echeverria,

2010; Zhang et al., 2011).

Fig.11 Estruturas quimicas do INK128 e do AZD8055 (Zhang et al., 2011).

5.1.5 Inibidores derivados de produtos naturais

Estudos recentes tém provado que derivados de produtos naturais, nomeadamente a
curcumina, o resveratrol, epigalocatequina galato (EGCG) e a cafeina, podem direta ou
indiretamente inibir a via do mTOR. O EGCG (Fig.12) é um polifenol existente no cha
verde, com um forte poder antioxidante, podendo ser utilizado no tratamento de varias
doencas nomeadamente no cancro. Este efeito esta dependente da dose porém na dose
correta reduz a fosforilagédo de AKT, p70S6K e 4E-BP1, originando uma diminui¢do na
tradugdo do mRNA (Zhou et al., 2010; Zhang et al., 2006).
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Fig.12 Estrutura quimica do EGCG (Bigelow et al, 2006).

O resveratrol € um flavonéide polifendlico existente nas uvas e vinho tinto, com um
grande potencial antioxidante, anti-inflamatério e anticancerigeno. O resveratrol em
combinagdo com a rapamicina, inativa a via do mTOR conduzindo a morte células de
glioma. Foi descrito recentemente que o resveratrol atua também no cancro da mama,
uma vez que inibe a 4E-BP1 e consequentemente diminui a tradu¢cdo do mRNA (figura
13) (Marques et al., 2009; Zhou et al., 2010).

OH
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Fig.13 Estrutura guimica do Resveratrol (In.
<http://www.wiley.com/legacy/college/boyer/0471661791/cutting_edge/resveratrol/resveratrol.htm>.
[Consultado em 27/03/13].

Por altimo, a curcumina (figura 14) que é um polifenol isolado do rizoma da Curcuma,
apresenta um grande poder antiproliferativo que pode ser utilizado para inibir o mTOR.
Estudos tém evidenciado que a curcumina inibe o crescimento de uma grande variedade
de células cancerigenas induzindo a apoptose. A curcumina inibe a fosforilacdo do

MTOR e dos seus alvos a jusante nomeadamente a p70S6K e 4E-BP1. Recentemente,
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conclui-se que a curcumina é capaz de dissociar 0 RAPTOR do mTOR conduzindo
desta forma a inativacdo do mTORC1 (Johnson et al, 2009; Zhou et al, 2010).

HO
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Fig.14 Estrutura quimica da Curcumina (In. <http://www.curcumina.it/>. [Consultado em 27/03/13].

5.2 Potenciais inibidores do mTOR
5.2.1 Composto 28 (XL 388)

Um grupo de investigadores analisou vérias moléculas, partindo da estrutura da
benzoxazepina, estrutura esta que sofreu varias modificagcBes dando origem a possiveis
inibidores do mTOR; de entre os varios foi selecionado o composto 28 (figura 15) como

sendo o mais promissor (Takeuchi et al., 2013).

O composto 28 (XL 388) é um bezimidazolo aminopiridina selecionado uma vez que
reunia o perfil farmacocinético e farmacodinamico mais favoravel. Ndo é o composto
mais ativo nem o mais seletivo nos ensaios bioquimicos e celulares, contudo demonstra
propriedades fisico-quimicas e um perfil ADME (absorcao, distribuicdo, metabolizacdo

e excrecdo) muito promissor (Takeuchi et al., 2013).

Analisando os ensaios in vitro e in vivo, juntamente com o perfil ADME mais favoravel,
a bioquimica e o potencial celular, o composto 28 foi sugerido como um possivel

inibidor seletivo do mTOR ou ATP-competitivo vidvel (Takeuchi et al., 2013).

Foi avaliado o poder antitumoral, sobre a via de sinalizagdo do mTOR, em ratinhos
portadores de tumores PC-3 da prostata, administrando este composto por via oral, a
uma concentracdo de 100mg/kg. A rapamicina foi utilizada como composto de
referéncia, com administracOes via intraperitoneal de 5mg/kg. As amostras foram sendo
recolhidas em periodos de tempo regulares, obtendo-se uma forte inibicdo do mTORC1

bem como do mTORC2, e uma diminuicdo drastica dos niveis de fosforilagéo ao fim de
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16 horas nos ratinhos tratados com o composto 28; a rapamicina obteve uma forte
inibicdo dos biomarcadores do complexo mTORC1, porém ndo obteve qualquer efeito
sobre 0 mMTORC2, como ja era previsivel (Takeuchi et al., 2013).

Utilizando novamente os mesmos compostos, mas testando em ratinhos portadores de
tumores MCF-7, o composto 28 inibiu (85% - 96%) a fosforilagdo do mMTORC1 bem
como do mTORC2, efeito conseguido ao fim de 1 hora, sendo mantido apos 8 horas
(Takeuchi et al., 2013).

E um composto com grande eficacia antitumoral, uma vez que resultou na inibicio de
celulas tumorais MCF-7, com regressdo significativa do tumor, 22% para uma
concentracdo de 50mg/kg e 40% para concentracdo de 100mg/kg, além de que apresenta

uma baixa toxicidade (Takeuchi et al., 2013).

Em suma, o composto 28 inativa os dois complexos do mTOR e seus substractos,
demonstrando propriedades farmacocinéticas muito favoraveis, necessitando de uma
baixa concentragcdo de inativacdo aliada a uma excelente seletividade, tendo como
grande vantagem o fato de ser administrada por via oral. De entre 0s varios compostos
analisados, o composto 28 foi o selecionado para ser submetido a avaliacdo pré-clinica
(Takeuchi et al., 2013).
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Fig. 15 Estrutura quimica do composto 28 (XL 388) (Takeuchi et al., 2013).

5.2.2 O potencial das biguanidas (metformina)

As biguanidas foram desenvolvidas para o tratamento da hiperglicemia e diabetes tipo 2
sendo vendidas, atualmente, cerca de 120 milhGes de farmacos desta classe, a nivel
mundial. A metformina (figura 16) é o farmaco desta classe mais prescrito em todo o

mundo e, recentemente tem surgido como um potencial agente anticancerigeno. A
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capacidade da metformina para diminuir a insulina circulante pode ser particularmente
importante para o tratamento de cancros que estdo associados com hiperglicemia, como

o cancro da mama e do colon (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).

Inimeros estudos mostram uma diminuicdo da incidéncia de cancro e mortalidade em
pacientes diabéticos que receberam metformina como terapéutica. Um estudo recente
envolvendo 2529 mulheres com cancro da mama demonstraram taxas de resposta mais
elevada em doentes diabéticos tratados com metformina (obtiveram 24%) em contraste
com 0s 8% dos pacientes que ndo receberam metformina. Contudo, apesar do aumento
da taxa de resposta, a metformina ndo melhorou a sobrevida, livre de recidiva. Um
estudo semelhante elaborado em pacientes diabéticos com cancro da prostata nédo

obteve, no entanto, 0s mesmos resultados (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).

Neste sentido, surge a necessidade de confirmar o beneficio da utilizacdo da metformina
em patologias oncoldgicas. Um estudo recente, utilizando doses baixas de metformina
(250 mg/dia), confirmou a diminuicdo de focos de criptas aberrantes (um marcador para
cancro colorrectal) e diminuicdo da atividade proliferativa do epitélio do colon em
pacientes ndo diabéticos (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).. Os ultimos estudos
que envolvem a metformina no tratamento de pacientes com cancro da mama tém
demonstrado que a metformina é segura e bem tolerada pelos pacientes, exibindo efeitos
satisfatorios sobre o metabolismo da insulina, proliferacdo de células tumorais e
apoptose (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).

Os efeitos anticancerigenos da metformina estdo associados com a ativacdo da AMPK,
reduzindo a estimulacdo do mTOR e a sintese de proteinas. A diminuicdo do EGFR, Src
e proteina cinase ativada leva a uma diminuicéo da expressao das ciclinas e aumento da
expressao de p27. A metformina também tem capacidade de induzir a apoptose em
certas linhas celulares derivadas de cancros endometriais, glioma e cancro da mama
triplo negativo, subtipo de cancro da mama que se caracteriza por ndo apresentar
recetores de estrogénio, progesterona e HER2; contudo este efeito ndo se verifica em
todas as células (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).
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Fig.16 Estrutura quimica da Metformina (In. http://alzheimeravancos.blogspot.pt/2011/01/coquetel-de-

baixo-custo-pode-prevenir.html. Consultado em 8-6-2013).

Indiretamente, os efeitos da metformina associam-se a capacidade da AMPK para inibir
a transcricdo de genes envolvidos na gluconeogenese, que consiste na captacdo de
glicose pelo musculo, reduzindo deste modo a glicose no sangue bem como a insulina.
Nas células tumorais sdo encontrados, frequentemente, um elevado nimero de recetores
da insulina indicando um potencial crescimento tumoral por estimulacdo desta hormona,
consequentemente a metformina pode diminuir os efeitos prejudiciais da insulina sobre

o0 crescimento e desenvolvimento do cancro (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).

Em ensaios realizados em mulheres ndo-diabéticas com cancro da mama, a metformina
reduziu em 22% os niveis de insulina circulante e melhorou em 25% a sensibilidade das
mesmas a insulina, sendo este um potencial mecanismo de tratamento em pacientes com

cancro da mama (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).

A metformina, como referido atrés, ativa diretamente a AMPK que leva a uma reducao
na sinalizacdo do mTOR e sintese de proteinas, em células cancerosas. A inibicdo do
MTOR leva a uma reducdo da fosforilacdo das proteinas a jusante nomeadamente do
4E-BP1 e do p70S6K levando consequentemente a uma inibicdo da sintese e da
proliferacdo de diferentes linhagens celulares tumorais (figura 17) (Sahra et al., 2010;
Dowling et al., 2011).

A eficacia terapéutica, a seguranca, as suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas bem caracterizadas e o baixo custo da metformina fazem dela um

candidato ideal para o seu desenvolvimento como um farmaco antineoplasico. Contudo,
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€ necessario perceber melhor o mecanismo de acdo da metformina, os seus efeitos
diretos e indiretos, identificar os pacientes alvos, diabéticos ou ndo-diabéticos, de modo
a poder organizar ensaios pré-clinicos e clinicos e desenvolver um farmaco eficaz e

seguro para a terapéutica oncoldgica (Sahra et al., 2010; Dowling et al., 2011).
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Fig.17 Efeitos da metformina no cancro (Dowling et al., 2011).
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6. Estudos realizados nos diversos modelos tumorais
6.1 Temsirolimus

O temsirolimus (CCL — 779) é um inibidor do ciclo celular, andlogo da rapamicina, e de
administragdo parentérica. Em 2007 tornou-se o primeiro inibidor do mTOR utilizado
como antineoplésico para o tratamento de doentes com carcinoma de células renais

refratario (Raymond et al., 2004; Nguyen et al., 2012).

Foram efetuados ensaios clinicos para averiguar e definir a sua farmacocinética, as
dosagens, os efeitos adversos e a resposta tumoral. Inicialmente estabeleceu-se
administraces diarias, a cada duas semanas com uma dose maxima tolerada, situada
entre 15 e 19 mg/m2/dia; neste estudo foram intervenientes 24 pacientes com carcinoma
das células renais refratario em ensaios clinicos de fase I. Um estudo de eficacia
demonstrou uma ampla janela terapéutica o que significa que a inibicdo do mTOR pode
ser conseguida com doses abaixo da dose méaxima tolerada (Raymond et al., 2004;
Nguyen et al., 2012).

Nos ensaios clinicos de fase Il foram utilizados 111 pacientes com carcinoma das
células renais em estado avancgado, recebendo uma vez por semana 25mg, 75mg ou
250mg de temsirolimus obtendo-se respostas bastante promissoras: uma resposta
completa, 7 respostas parciais e 29 respostas menores, sugerindo que o efeito é
independe da dose; uma dose Unica semanal de 25 mg deve ser suficiente para se obter

bons resultados (Raymond et al., 2004; Nguyen et al., 2012).

Na fase Ill dos ensaios clinicos, utilizando 626 pacientes, foi comparada a eficacia do
temsirolimus e do interferdoa, individualmente ¢ em conjunto. Os pacientes que
receberam 25mg de temsirolimus uma vez por semana apresentaram uma melhoria de
49% na sobrevida global, uma melhoria de 50% no tempo de sobrevida de progressdo
bem como uma reducgdo de 27% no risco de morte. Os investigadores referem que 0s
pacientes que receberam 3 doses de temsirolimus apresentaram uma diminui¢do na
fosforilagdo dos alvos a jusante do mTOR, p70S6K e 4E-BP1 (Raymond et al., 2004,
Nguyen et al., 2012).

Este farmaco apresenta como efeitos adversos mucosite, estomatite, neutropenia,

trombocitopenia, hipofosfatemia, astenia, diarreia e pneumonite ndo infeciosa, efeitos
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estes, inerentes a todos os analogos da rapamicina (Raymond et al., 2004; Nguyen et al.,
2012).

O temsirolimus é um inibidor especifico da cinase do mTOR ligando-se com grande
afinidade a proteina de ligacdo a imunofilina FK506; por sua vez este complexo liga-se
ao mTOR inibindo a sua atividade. O tratamento com temsirolimus inibe a angiogenese
do tumor reduzindo a sintese do VEGF e parando o ciclo celular na fase G1 (Zagouri et
al., 2012).

O temsirolimus esta aprovado para o tratamento do carcinoma de células em estado
avancado e a sua atividade tem sido avaliada para inimeros cancros incluindo gliomas,
rabdomiossarcoma, meduloblastoma e cancro da prostata. Relativamente ao cancro da
mama, em estudos pré-clinicos, o temsirolimus inibiu a proliferacdo de linhas celulares
do cancro da mama que eram dependentes de estrogénios; noutro subtipo de cancro da
mama o temsirolimus inibiu o crescimento do tumor da mama provocado por uma
alteracdo na PTEN, portanto pode afirmar-se que o temsirolimus pode ser Gtil em alguns

subtipos de cancros da mama (Zagouri et al., 2012).

Foram obtidos resultados promissores nos ensaios clinicos de fase Il e Il que tinham
como objetivo avaliar a eficacia do temsirolimus demonstrando que este farmaco pode
representar, no futuro, um papel importante no tratamento de varios subtipos de cancro
da mama, contudo é necessario aprofundar os resultados para selecionar quais as
melhores combinacdes de terapéutica, estudar detalhadamente as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, e identificar marcadores de resposta do

temsirolimus (Zagouri et al., 2012).

O temsirolimus demonstrou também uma clara eficacia no tratamento do linfoma
quando usados em monoterapia. Ensaios de fase Il utilizando o temsirolimus mostraram
taxas de sucesso de 38% para 41% em linfoma de células do manto e 35% em células
do linfoma ndo-Hodgkin (Ciuffreda et al, 2010).

O temsirolimus também mostrou eficacia terapéutica no mieloma multiplo: num estudo
de fase Il em células do manto refratario demonstrou uma taxa de sucesso de 22% com

administracdes de 175 mg/semana durante 3 semanas seguidas (Ciuffreda et al., 2010).

Existem ensaios de fase Il a decorrer utilizando o temsirolimus em pacientes com

cancro do pescoco ou da cabeca ainda sem resultados, porém estudos, in vivo,
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utilizando ratos como modelo referem que o temsirolimus, na menor dose possivel,
inibiu o crescimento em 70% das linhas celulares de cancro da cabeca e pescogo em 7
dias e ao final de 21 dias este valor subiu para 80%. Estudos recentes que tem como
objetivo avaliar as propriedades farmacodindmicas do temsirolimus, nestes tipo de
cancros, demonstra que 0s pacientes que receberam 3 doses do farmaco obtiveram uma
diminuicdo da fosforilagcdo dos alvos a jusante do mTOR, nomeadamente o 4E-BP1 e
p70S6K (Nyuyen et al., 2012).

6.2 Everolimus

O everolimus (RAD-001) e o ridaforolimus séo dois farmacos pertencentes a classe dos
analogos da rapamicina que poderdo ser utilizados no futuro para o tratamento do
cancro da cabeca e do pescoco, uma vez que 0s primeiros ensaios clinicos para estes
farmacos sdo positivos, nomeadamente para o everolimus; contudo sdo necessarios mais

ensaios (Nyuyen et al., 2012).

Sado farmacos que provocam alguns efeitos adversos que podem incluir: erupcéo,
estomatite, hiperglicemia, hiperlipidemia, trombocitopenia, fadiga e anemia. De entre
estes todos a estomatite tem sido o mais frequente, limitando, deste modo, a dose

administrada ao paciente (Martins et al., 2013).

O everolimus e o deforolimus tém atividade antineoplasica demonstrada em varios tipos
de cancros nomeadamente os hematoldgicos. Em fase preliminar estes analogos da
rapamicina tém mostrado uma eficacia promissora também em sarcoma endotelial
(Ciuffreda et al., 2010).

O everolimus também tem sido testado em pacientes com tumores neuroenddcrinos que,
apesar de raros, ttm vindo a aumentar gradualmente; € um cancro de desenvolvimento
lento dai que os doentes consigam viver com a doenga durante varios anos, mesmo num
estado avancado. Uma vez que se trata de um tumor raro os farmacos disponiveis no
mercado ainda sdo escassos bem como os ensaios, utilizando como modelo clinico, este

tipo de cancro (Wiedenmann et al., 2011).

Os primeiros tratamentos para este tipo de cancro utilizavam analogos da somatostatina

para aliviar os sintomas da hipersecre¢cdo hormonal; hoje em dia estes farmacos ainda
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sdo extremamente importantes no tratamento deste cancro. Atualmente estdo em
desenvolvimento andlogos da somatostatina com propriedades farmacocinéticas
melhoradas como tempo de semivida mais curto e uma maior afinidade para 0s

recetores (Wiedenmann et al., 2011).

Investigacdes recentes sugerem uma associacdo entre 0 mTOR e o desenvolvimento de
tumores neuroenddcrinos. Mutacdes em genes supressores de tumores associados ao
mTOR aumentam o risco de desenvolvimento de cancro dos pancreas (Wiedenmann et
al., 2011).

Estudos pré-clinicos tém demonstrado atividade antineoplasica do everolimus em
células pancreéticas humanas, in vitro e in vivo. O everolimus atua fosforilando alvos a
jusante da Akt, incluindo a TSC2, mTOR e p70S6K, mantendo a célula na fase GO e

induzindo, consequentemente, a apoptose (Wiedenmann et al., 2011).

Num estudo de fase Il, o everolimus foi combinado com octreotida para tratamento de
cancro neuroendrénico em estado avancado, obtendo-se resultados satisfatorios,
contudo, a taxa de sobrevivéncia global ndo se alterou. Num estudo de fase Ill, o
everolimus confirmou a atividade antineoplasica em pacientes com cancro do pancreas
em estado avancgado. A proporcdo de pacientes vivos e livre de progressdo em 18 meses,
foi de 34% com everolimus, em contraste com o0s 9% obtidos com placebo
(Wiedenmann et al., 2011).

A terapéutica com everolimus obteve resultados para jA encorajadores em cancro
neuroenddcrino, contudo necessita de mais ensaios clinicos de eficacia e seguranca para
poder ser aprovado pelas entidades reguladoras. Encontram-se também em andamento
ensaios clinicos para averiguar a eficacia do temsirolimus neste tipo de cancro
(Wiedenmann et al., 2011).

O everolimus é usado no tratamento do carcinoma de células renais e quando
comparado com a rapamicina, tem um tempo de semivida mais curto permitindo o
estabelecimento mais rapido de ‘“steady-state”. Quando utilizado em doentes com
tumores solidos demostrou uma dose e esquema terapéutico dependente da via mTOR,
inibindo os substratos a jusante do mTOR, p70S6K e 4E-PB1 com uma toma de
10mg/dia em doses superiores a 50mg/semana. Os efeitos adversos mais comuns

provocados por este farmaco incluem irritagdo cutanea, estomatite, fadiga, nduseas e
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vomitos contudo podem existir efeitos mais graves como hiperglicemia,

hipertrigliceridemia e trombocitopenia (Nguyen et al., 2012).

Na fase Il dos ensaios clinicos, utilizado como terapia de primeira ou segunda linha, o
everolimus (10mg/dia) foi eficaz em 12 de 41 pacientes com cancro renal metastatico.
Num estudo realizado a nivel internacional com doentes com cancro renal avancado nos
quais a terapia padrdo foi ineficaz, o0 RADO01 atuou eficazmente prolongando a
sobrevida de 1,9 a 4 meses (Kudo, 2011).

Num estudo realizado no Japdo, foram observadas respostas favoraveis em pacientes
com cancro do estomago em que todas as outras quimioterapias ndo foram eficazes. Foi
administrado o RADO01 em monoterapia (10 mg/dia) verificando-se uma melhoria da
sobrevida de 84 dias. Contudo na administracdo deste farmaco foram observados varios
efeitos adversos como ja mencionados erupgfes cutaneas, estomatite, fadiga, nauseas,
anorexia, diarreia, vomitos, hiperlipidemia, hiperglicemia e trombocitopenia por

conseguinte a sua administracdo exige um controlo rigoroso da dose (Kudo, 2011).

Apesar das medidas cada vez mais eficazes no tratamento, o cancro da mama, como
referido anteriormente continua a ser o segundo cancro mais mortal no sexo feminino
provocando a morte a cerca de 39.970 mulheres nos Estados Unidos da América no
passado ano de 2011 (Zagouri et al., 2012).

Com o objetivo de contrariar estes nimeros alarmantes houve uma clara necessidade de
desenvolver novas moléculas para o tratamento desta patologia, encontrando-se muitos
farmacos em desenvolvimento clinico, tendo estes farmacos como alvo 0 mTOR ou a
via em que este se encontra inserido PISBK/AKT/mTOR. Entre os potenciais agentes
terapéuticos para pacientes com cancro da mama também se encontram o everolimus e

temsirolimus (Zagouri et al., 2012).

O everolimus esta aprovado para o tratamento do cancro renal em estado avancado,
astrocitoma de células gigantes e tumores neuroenddcrinos pancreaticos ndo passiveis
de cirurgia (Zagouri et al.,, 2012). Ensaios clinicos de fase Il encontram-se em
andamento para avaliar a atividade do everolimus no tratamento do cancro gastrico,
carcinoma hepatocelular e linfoma, relativamente ao cancro da mama as células
cancerosas parecem ser sensiveis ao everolimus com valores de 1C50 baixos (Zagouri et
al., 2012).
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Em modelos pré-clinicos a atividade do everolimus foi testada em conjunto com o
tamoxifeno resultando na inibicéo sinérgica da proliferagdo e indugdo da apoptose em
pacientes com cancro da mama. A combinacdo dos dois fA&rmacos obteve uma reducao
no risco de progressdo, o risco de morte foi reduzido em 55%, e foram bem tolerados
uma vez que houve uma diminuicdo dos efeitos adversos, diminuindo a fadiga, o risco

de estomatite, exantema, anorexia e diarreia (Zagouri et al., 2012).

Em suma, o everolimus ou RADO01 é um inibidor do mTOR dose-dependente que
também deriva da rapamicina, pode ser administrado oralmente, e inibe a proliferacéo
celular e angiogenese. Encontra-se em estudos clinicos utilizado em monoterapia ou
combinado com outros agentes anticancerigenos para tratar varios tipos de cancros,
como o tumor neuroendrdcrino, o cancro da mama, o cancro do estomago, o cancro do

pulmé&o, linfoma maligno e carcinoma das células renais (Kudo, 2011).

6.3 LY294002 e Wortmanina

O carcinoma do ovario € a neoplasia maligna ginecoldgica que mais mortes provoca em
mulheres no pés-menopausa. O cancro do ovario, de acordo com um padrdo
internacional, é classificado em quatro etapas tendo em conta a gravidade da doenca.
Doentes em fase 1 significa que o tumor ainda se encontra limitado aos ovarios, na fase
2 ja se encontram metastases nos 6rgdos pélvicos, na fase 3 a metastizagdo avancou para
a zona abdominal e por altimo temos a fase 4 onde as metéstases ultrapassaram a

cavidade peritoneal (Mazzoletti, Broggini, 2010).

Inimeras estruturas quimicas foram desenvolvidas e aprovadas como inibidores PI3K.
O LY294002 e wortmanina foram os primeiros farmacos a serem desenvolvidos para
inibir a via PI3K. Muitos trabalhos evidenciaram como o LY?294002 ou a Wortmanina
reduzem o crescimento das células do cancro do ovario quer in vitro quer in vivo
quando combinados com outros agentes anti tumorais tais como o paclitaxel e
carboplatina. A via PI3K esta alterada em aproximadamente 70% dos cancros do ovario
o0 que dificulta o tratamento, uma vez que o PI3K é a principal mediadora de resisténcias
aos farmacos. Para o tratamento deste cancro sdo utilizados inibidores especificos da via

PI3K, com diferentes mecanismos e usados em monoterapia ou combinados com outros
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farmacos. Os PI3Ks, como atrds referido, séo elementos fundamentais de uma
sinalizagdo intracelular que inclui o PI3K/PDK/AKT e que tem como fungfes a
regulacdo da proliferacdo de células, o crescimento, a sobrevivéncia e a apoptose. A
ativacdo da PI3K tem efeito a jusante quer ao nivel da AKT bem como ao nivel do
mTOR, sendo esta uma etapa fundamental na iniciacdo e manutencdo do fendtipo
cancerigeno dai que inimeras substancias foram desenvolvidas e aprovadas como
inibidores do PI3K. Moléculas extracelulares como fatores de crescimento e insulina
sdo as principais moléculas efectoras para a ativacdo da via PI3K através da interacdo
com o recetor da tirosina cinase (RTK) e recetores acoplados a proteina G (GPCRs)
(Mazzoletti, Broggini, 2010).

Devido a toxicidade demonstrada, in vivo, por estas moléculas foi necessério
desenvolver outras moléculas com base nestas mas com os efeitos toxicos atenuados e
foi neste sentido que surgiu o PX-866, um derivado do wortmanina, mais estavel e com
menor hepatotoxicidade. O PX-866 reduz o crescimento da linha celular do cancro do

ovario em células humanas (Mazzoletti, Broggini, 2010).

6.4 XL 147

Outro farmaco inibidor da PI3K é o XL 147 (exelixis) que se encontra em ensaios
clinicos de fase | e Il para avaliar a sua atividade anti tumoral em comparacdo com
outros farmacos utilizados em monoterapia ou em combinacdo com paclitaxel e
carboplatina, para o tratamento do carcinoma do ovario. Os primeiros resultados obtidos
sdo muito satisfatdrios uma vez que em ensaios pré-clinicos o XL 147 bloqueou o PI3K

reduzindo a proliferacdo e aumentado a apoptose (Mazzoletti, Broggini, 2010).
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6.5 MKC-1

O MKC-1 é uma pequena molécula, promissora no tratamento de tumores solidos que
inibe o ciclo celular e que pode ser utilizada no tratamento do cancro da mama uma vez
que possui atividade antineoplasica. O MKC-1 e os seus derivados inibem a
polimerizacéo da tubulina, bloqueando a formacéo do eixo mitdtico levando a paragem
do ciclo celular na fase G2 e consequentemente a morte da célula por apoptose. Esta
molécula inibe a atividade da AKT, mTOR e também da tubulina e importin-f uma
proteina fundamental para o transporte de compostos do citosol para o nucleo. De
acordo com estudos de fase | e fase Il 0 MKC-1 é bem tolerado pelos pacientes,
apresentando uma boa atividade anti tumoral no cancro da mama metastatico.
Relativamente aos efeitos adversos foram observados neuropatia sensorial, creatinina
elevada, mucosite, neutropenia e elevacdo de AST/ALT sendo necessario estudos mais
aprofundados sobre esta molécula com o objetivo de ser introduzida na terapéutica
futura (Zagouri et al, 2012).

51



7. Perspetivas futuras

O mTOR tem um papel preponderante no desenvolvimento de cancro e doencas
metabolicas nomeadamente diabetes e obesidade. Os recentes avancos permitiram uma
melhor leitura e compreensdo dos alvos a jusante e montante do mTOR, permitindo
deste modo explicar as origens e os desenvolvimentos destas doengas; a insulina
interage a montante do mMTOR aumentando a sintese de proteinas em resposta a glucose.
As deficiéncias na sinalizacgdo do mTOR podem ter um papel essencial no
desenvolvimento de diabetes tipo 11 e de doenca oncoldgica (Hay, Sonenberg, 2004).

Como referido ao longo deste trabalho a via do mTOR esta claramente associada ao
desenvolvimento de cancro uma vez que 0s componentes a jusante bem como a
montante do mTOR estdo implicados na iniciacdo e progressdo do cancro (Hay,
Sonenberg, 2004).

Um melhor entendimento da via de sinalizagdo mTOR levou e podera levar ao
desenvolvimento de farmacos para tratar estas patologias. O sucesso da rapamicina e
dos seus analogos em ensaios clinicos para o tratamento do cancro demonstra bem o
potencial de tratamento que existe associado a esta via. Porém, varios aspetos
relacionados com a regulacdo da atividade do mTOR continuam por ser esclarecidos,
em particular a interagdo entre fatores de crescimento e a regulagdo da atividade do
mTOR. Outro aspeto importante € saber qual 0 componente a jusante do p70S6K que
ativa a traducdo do mRNA fundamental na estimulacdo do crescimento celular (Hay,
Sonenberg, 2004).

A complexidade inerente ao uso de vias de sinalizacdo do cancro como um alvo
terapéutico, colocou em risco o desenvolvimento de farmacos, principalmente devido a
falta de biomarcadores validos e a caracterizacdo insuficiente dos pacientes adequados
para certos tratamentos. Portanto € necessario descobrir novas estratégias terapéuticas

adequadas para pacientes com cancro (Ciuffreda et al., 2010).

O temsirolimus e o everolimus, analogos da rapamicina, sdo os inibidores do mTOR
mais promissores desta classe farmacoldgica. Estdo os dois aprovados para o tratamento
do carcinoma de células renais, encontrando-se ambos em ensaios clinicos para
averiguar a sua eficicia terapéutica em diversos cancros, como exemplo, cancro

gastrico, carcinoma hepatocelular, cancro da mama, gliomas e cancro da préstata, sendo
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0s primeiros resultados bastante satisfatorios e encorajadores, estando a sua aprovacgéo
iminente para o tratamento desta grave patologia. A grande vantagem do everolimus é
poder ser administrado via oral, facilitando deste modo a administracdo e dando ao
paciente uma maior autonomia. Contudo, € necessario continuar com a constante
procura de farmacos que, sozinhos ou em combinacdo com 0s existentes, possam ser

alternativas mais eficazes e seletivas no tratamento do cancro.
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