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Resumo

A terapia dirigida compreende o uso de farmacos ou outras substancias que tém
como alvo biomoléculas especificas com funcBes essenciais no crescimento e
proliferacdo das ceélulas cancerigenas de forma a bloquear este crescimento e

disseminacéo.

Dos agentes utilizados na terapia dirigida fazem parte os inibidores de baixo
peso molecular, cujo alvo sdo maioritariamente as cinases que fazem parte de vias de
transducdo de sinais e estdo, por isso, envolvidas na regulacdo e progressdo do ciclo

celular, na morte celular, na metastizacdo e na angiogénese.

Um exemplo de vias de transducdo de sinais que se encontram desreguladas
devido a mutacGes numa ou mais das suas cinases é a via MAPK/ERK. A descoberta
destas mutac6es na via MAPK/ERK e o seu envolvimento no melanoma fez com que
esta via fosse extensivamente estudada, resultando na aprovacdo de inibidores das
cinases BRAF e MEK.

Por sua vez, a iniciacdo, a progressdo e a metastizacdo do cancro colorretal
também depende de varias vias de transducdo de sinais, sendo a via do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) uma das mais relevantes, visto que este e
respetivos recetores (VEGFR) desempenham um papel central na angiogénese do
tumor. Desta forma, dada a importancia da angiogénese no cancro colorretal
metastatico, diferentes estratégias terapéuticas tém sido usadas e estudadas para a inibir,

incluindo inibidores de cinases.

Apesar de se ter verificado uma resposta e uma regressdo do tumor com a
utilizacdo dos inibidores de cinases ja aprovados, ao fim de algum tempo surge o
aparecimento de resisténcias. Portanto, ainda existe a necessidade de esclarecer os
mecanismos moleculares e compreender completamente o efeito destes inibidores e de

continuar a desenvolver novos inibidores.

Nesta monografia é feita uma revisao sobre os inibidores de cinases atualmente
aprovados no tratamento do melanoma e do cancro colorretal metastético, focando-se

sobretudo nas interagcGes com os alvos terapéuticos e nas relagdes estrutura-atividade.

Palavras-chave: Terapia dirigida; Inibidor de cinases; Melanoma; Cancro colorretal.



Abstract

Targeted therapy consists of the use of drugs or other substances that target
specific biomolecules with essential functions in the growth and proliferation of cancer

cells to block this growth and progression.

The agents used in targeted therapy include small molecule inhibitors, whose
target are mostly kinases that are part of signal transduction pathways and are therefore
involved in the regulation and progression of the cell cycle, cell death, metastasis, and

angiogenesis.

An example of signal transduction pathways that are dysregulated due to
mutations in at least one of the kinases is the MAPK/ERK pathway. The discovery of
these mutations in the MAPK/ERK pathway and their involvement in melanoma made
this pathway extensively studied, resulting in the approval of BRAF and MEK
inhibitors.

Moreover, the initiation, progression and metastasis of colorectal cancer also
depend on several signal transduction pathways, being one of the most relevant the
vascular endothelial growth factor (VEGF) pathway since this and its receptors
(VEGFR) play a central role in tumor angiogenesis. Therefore, given the importance of
angiogenesis in metastatic colorectal cancer, different therapeutic strategies have been

used and studied to inhibit it, including kinase inhibitors.

Although there has been a response and tumor regression with the use of already
approved kinase inhibitors, after some time resistance appears. Therefore, it is still
necessary to clarify the molecular mechanisms and fully understand the effect of these

inhibitors, and to continue to develop new inhibitors.

This monograph reviews the kinase inhibitors currently approved for the
treatment of melanoma and metastatic colorectal cancer, focusing mainly on the

interactions with the therapeutic targets and the structure-activity relationship.

Keywords: Targeted therapy; Kinase inhibitors; Melanoma, Colorectal cancer.
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1 Cinases e 0s seus inibidores

A terapia dirigida consiste no uso de farmacos ou outras substancias que tém como
alvo biomoléculas especificas com funcdes cruciais no crescimento e proliferacdo das
células cancerigenas e que atuando sobre estas biomoléculas blogueiam este crescimento
e disseminagdo destas células. Desta forma, a identificacdo de alvos ideais é essencial
para 0 sucesso do desenvolvimento de terapéuticas dirigidas no cancro. Estas
biomoléculas incluem antigénios de superficie celular, fatores de crescimento, recetores
ou vias de transducédo de sinais e estdo envolvidas na regulacdo e progressdo do ciclo

celular, na morte celular, na metastizacéo e na angiogénese.

Os agentes utilizados na terapia dirigida sdo divididos em inibidores de baixo peso

molecular, anticorpos monoclonais, vacinas imunoterapéuticas e terapia genética.

Os inibidores de baixo peso molecular (< 900 Da) tém a capacidade de entrar
dentro das células e atingir proteinas especificas. Muitos destes inibidores atuam na
inativacdo de cinases e na interrupcdo das vias de sinalizacdo que se encontram
desreguladas durante a carcinogénese. Por outro lado, estes inibidores podem também ter
como alvo os proteassomas, cinases dependentes de ciclinas (CDKSs), entre outros. As
cinases, o alvo da terapia dirigida em que se ira focar esta monografia, desempenham um
papel significativo na regulacdo das vias de sinalizacdo que modulam muitas funcbes
fisiolégicas, como o crescimento, a proliferacao, a migracdo das células e a angiogénese.
A desregulacgéo destas cinases pode, por isso, provocar respostas celulares inadequadas
levando a progressao de diversas doencas como, por exemplo, o cancro (1).

Quanto a sua estrutura, as cinases apresentam regides conservadas, com destaque
para a presenca de um dominio cinase caracteristico desta familia de proteinas e que é
responsavel pela atividade catalitica de transferéncia do grupo fosfato do ATP para o
substrato. Este dominio cinase €, por sua vez, caracterizado por apresentar dois l6bulos,
o I6bulo N-terminal e C-terminal, que se ligam através de uma regido denominada de
hinge (que traduzido para o portugués ¢ “dobradi¢a”, uma vez que é uma regido altamente
flexivel). Para além disso, h4d uma triade de aminoacidos conservada em todas as proteinas
cinases conhecida como DFG e que é constituida pela sequéncia de aminoacidos de

aspartato (D), fenilalanina (F) e glicina (G).



Os inibidores das cinases podem ser classificados em tipo I, II, I, IV e
irreversiveis. Em primeiro lugar, os inibidores tipo | sdo competitivos do ATP, uma vez
que interagem no sitio de ligacdo do ATP na cinase e na sua conformacdo ativa
(conformacao DFG-in). O sitio de reconhecimento molecular destes inibidores é a regido
hinge, porém podem também explorar os bolsas hidrofébicas adjacentes com o objetivo

de aumentar a poténcia da inibi¢cdo e uma maior seletividade.

Por sua vez, os inibidores tipo Il inibem a cinase na sua conformagéo inativa
(conformacdo DFG-out). O sitio do reconhecimento molecular destes inibidores é a
regido hinge, podendo explorar as bolsas hidrofébicas acessiveis, incluindo a bolsa
hidrofébica adjacente ao DFG que s6 se encontra acessivel quando a cinase esta na sua

conformacéo DFG-out.

No caso dos inibidores do tipo Ill, o reconhecimento molecular ocorre
exclusivamente num sitio alostérico adjacente a regido hinge, sem nenhuma interacédo

com o sitio de ligacdo do ATP e, por isso, sdo considerados ndo competitivos de ATP.

Quanto aos inibidores tipo 1V, estes sdo referentes aos inibidores alostéricos cujo
reconhecimento molecular ocorre num sitio distante da regido hinge e, assim, ndo

apresentam nenhum contato espacial com o sitio de ligacdo do ATP.

Por fim, além dos inibidores reversiveis mencionados anteriormente, existem 0s
inibidores irreversiveis que sdo capazes de interagir com a proteina alvo através da

formacdo de ligacOes covalentes (2).



2 Inibidores de cinases no melanoma

Os cancros da pele ocorrem com frequéncia e podem ser divididos em duas
categorias: ndo-melanoma e melanoma. Os cancros da pele ndo-melanoma incluem os
carcinomas basocelular e espinocelular, juntamente com outros tipos raros de cancro da
pele. Em conjunto, sdo a forma de cancro mais comum em muitos paises, porém
raramente levam a morte. Por sua vez, os cancros da pele melanoma representam menos
casos (menos de 1% de todos os casos de cancro de pele), sdo, no entanto, responsaveis
por 80% das mortes. A incidéncia do melanoma tem aumentado nas Gltimas décadas,
principalmente em paises desenvolvidos e com populacdo maioritariamente de pele clara,

sendo o sétimo cancro com maior incidéncia na Europa e o quinto na América do Norte.

Segundo os dados de GLOBOCAN 2020, estima-se que ocorreram em 2020 a
nivel global 325.000 novos casos de melanoma, sendo a taxa de incidéncia padronizada
de 3,8 por 100.000 nos homens e de 3 por 100.000 nas mulheres, com riscos cumulativos
ao longo da vida de 0,42% e 0,33%, respetivamente. Quanto ao nimero de mortes, estima-
se que 57.000 pessoas morreram de melanoma em 2020, resultando numa mortalidade de
0,7 por 100.000 individuos nos homens e 0,4 por 100.000 nas mulheres mundialmente
(3,4).

O melanoma ¢ classificado em quatro subtipos clinicos, de acordo com a
localizacdo e aparéncia do tumor: melanoma nodular, melanoma lentigo, melanoma acral
lentiginoso e, 0 mais frequente, o0 melanoma de extensédo superficial, responsavel por 50-
70% dos casos. Geralmente, os melanomas nodulares e acral lentiginosos apresentam um
mau prognostico devido a sua rapida disseminacdo e progressao. Nos estadios iniciais do
melanoma (estadio | e Il), o tumor esta localizado e pode ser tratado por cirurgia e
terapéutica adjuvante. Nestes casos, 0 prognastico é frequentemente positivo e, quando a
espessura do tumor é inferior a 2 mm, a taxa de sobrevivéncia a 20 anos chega a 75%
(90% quando a espessura do tumor é inferior a 1 mm). Pelo contrério, quando o tumor ja
se encontra na sua forma metastatica (estadio I1l, isto é, metastases locais, e estadio 1V,
isto é, metéstases distantes), o tratamento torna-se dificil e a taxa de sobrevivéncia
diminui drasticamente. A taxa de sobrevivéncia a 5 anos associada a forma metastatica

do melanoma varia de 5 a 19%, havendo diferencas notaveis conforme a localizac¢ao da



metastase. Por exemplo, quando cutanea, a taxa de sobrevivéncia em 5 anos chega a 19%,

no entanto cai para 7-10% quando localizada no pulmé&o ou outros 6rgéos.

Este tipo de cancro surge quando os melandcitos (células localizadas
principalmente na pele, foliculos pilosos e olhos, onde é produzida a melanina, o
pigmento responsavel pela coloracéo da pele e do cabelo) se tornam malignos devido ao
surgimento de mutacdes. Na pele, os melandcitos estdo localizados na camada basal da
epiderme, na interface com a derme. Os melandcitos séo fundamentais na defesa do nosso
organismo contra as radiacdes do sol. Em condi¢des normais, ap0s a exposicao aos raios
UV, estes produzem melanina através da cascata de sinalizacdo mediada por
queratindcitos, ativando assim a resposta de bronzeamento, que permite que a pele evite
danos causados pelos raios UV e efeitos mutagénicos. No entanto, em condicfes para o
surgimento de cancro, varias mutacdes nos genes reguladores do crescimento resultam na
proliferacdo e disseminacdo de melandcitos, cujo crescimento ja ndo € mais dependente

da cascata de sinalizagdo mediada por queratindcitos.

A compreensdo das cascatas de sinalizagdo que estdo envolvidas na desregulacéo
do crescimento celular no melanoma € por este motivo essencial para o desenvolvimento

de terapéuticas eficientes.

A via MAPK/ERK (Figura 1) desempenha um papel fundamental na origem e
proliferacdo do melanoma. Em circunstancias normais, a via wild-type MAPK/ERK é
ativada por estimulos extracelulares, como fatores de crescimento ou citocinas. A ligacdo
destes mediadores aos recetores de tirosina cinase (RTKs), como EGFR, IGF1 ou PDF,
induz a dimerizacdo e auto-fosforilagdo na regido C-terminal destes recetores. Em
sequida, estes recrutam diversas proteinas que impulsionam a ativacdo de RAS e,
consequentemente, esta recruta as isoformas da cinase RAF (A, B e C) para a membrana
plasmaética, onde sofrem dimerizacéo e séo ativadas por fosforilacdo. Na sua forma ativa,
as isoformas de RAF ativam as cinases MEK1 e MEKZ2, que catalisam assim a ativagédo
de ERK1 e ERK2. Posteriormente, a ERK1 ou ERK2 fosforila uma grande variedade de
substratos no citoplasma ou no ndcleo, que estdo envolvidos na proliferacdo,
diferenciacdo e sobrevivéncia das células. A ocorréncia de mutagdes ao longo desta via
podem afetar as cinases RAS, RAF ou MEK, resultando na ativagdo continua desta via e,

por isso, na ocorréncia e progressao do melanoma.
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Figura 1 - Via de sinalizacdo de MAPK/ERK. Adaptado de (5).

Identificou-se a presenca da forma mutada da proteina RAS em aproximadamente
20% dos casos de melanoma e, por isso, esta poderia ser um alvo terapéutico. No entanto,
a terapéutica dirigida a esta proteina ainda € um desafio e existem outros alvos
terapéuticos de maior importancia. Como consequéncia, nenhum inibidor de RAS se

encontra disponivel para o tratamento de melanoma metastatico.

Por sua vez, a proteina RAF, como ja foi referido, tem trés isoformas, ARAF,
BRAF e CRAF, onde a segunda apresenta a maior atividade de cinase basal e é
considerado o ativador mais potente de MEK1 e MEK2. Para além disso, verificou-se a
presenca de mutacbes na isoforma BRAF em cerca de 60% dos casos de melanoma.
Quanto a estrutura desta isoforma, esta consiste em dois I6bulos separados por uma fenda
catalitica. Na sua conformacao inativa, também designada de DFG-out, os lobulos estdo
proximos um do outro e estabilizados por interagdes hidrofobicas, dificultando o acesso
a fenda catalitica. Para mudar para a sua forma ativa, a BRAF tem de ser fosforilada por
RAS em dois residuos chave (Thr599 e Ser602), que se encontram no segmento de
ativacdo de BRAF.

Esta fosforilagédo resulta na desestabilizacdo das interacGes hidrofébicas entre o0s
dois lobulos e, como consequéncia, a proteina muda para a sua conformacéo ativa e a
fenda catalitica torna-se acessivel. E de referir que o wild-type da RAF é capaz de ativar
MEK1 e MEK2 sozinho, porém féa-lo principalmente através da formacgdo de



homodimeros e heterodimeros (por exemplo, BRAF/BRAF, CRAF/CRAF, BRAF/CRAF
e assim por diante). As mutagOes da isoforma BRAF séo frequentes e resultam na sua
ativagdo continua. Estas mutagdes ocorrem normalmente em residuos chave envolvidos
nas interacbes hidrofobicas entre os dois Iébulos da proteina. Até a data,
aproximadamente 70 formas mutadas de BRAF foram caracterizadas e 0 mutante BRAF
V600E ¢ bastante predominante no melanoma, sendo encontrado em 70-90% de todas as
mutacBes BRAF V600. Nesta mutacéo, o residuo de valina na posi¢do 600 é substituido
por acido glutamico. A estrutura do acido glutamico carregada negativamente imita o
grupo fosfato da proteina RAS quando esta ativa a BRAF. Por conseguinte, a proteina
BRAF fica bloqueada na sua conformacdo ativa, exibindo uma atividade de cinase
aumentada. Assim, a BRAF mutada é 500 vezes mais ativa que a BRAF wild-type e é

capaz de ativar a MEK1 ou MEK2, incluindo na sua forma monomérica.

Por altimo, a proteina MEK também se pode encontrar mutada no melanoma,
porém em menor grau (cerca de 6-7% dos casos). Como referido anteriormente, existem
dois isdbmeros, MEK1 e MEK2, que compartilham 86% de residuos idénticos no seu
dominio catalitico e sdo igualmente capazes de fosforilar ERK1/2. Estes fosforilam os
residuos Thr202 e Tyr204, que se encontram dentro da al¢a de ativacdo de ERK1/2. Para
além disso, como MEK esté posicionado a jusante de RAF, é também um alvo importante
para o tratamento de formas mutadas de MAPK/ERK no melanoma, sejam mutantes de
RAS ou RAF.

A descoberta das referidas mutacdes na via MAPK/ERK e o seu envolvimento no
melanoma fez com que esta via fosse extensivamente estudada e resultou na aprovacao
em 2011 do primeiro inibidor de BRAF para o tratamento do melanoma metastético, o
Vemurafenib. Nos anos seguintes outros inibidores de BRAF e de MEK foram também

aprovados (4).
2.1 Inibidores de BRAF

2.2 Vemurafenib

O Vemurafenib foi aprovado, pela FDA e EMA em 2011 e 2012 respetivamente,
em monoterapia para o tratamento de doentes adultos com melanoma irressecavel ou
metastatico, positivo para a mutacdo BRAF V600. Este, sendo um inibidor tipo I, liga-se

ao sitio de ligacdo do ATP de apenas um dos mondmeros e na sua conformacéo DFG-in,



resultando num deslocamento da aC-hélice para fora. Assim, o residuo Lys483 néo se
encontra orientado adequadamente para coordenar a ligagdo do ATP e a ponte salina entre
Lys483 e Glu501 na aC-hélice é quebrada, o que afeta a dimerizacdo de BRAF e,
consequentemente, ha a interrupcao da via de sinalizacdo de RAF em células mutadas
(Figura 2) (6,7).

Deslocamento
9 da «C-hélice

Monémero nio
Sitio de
ligacio

Monémero ligado
ao Vemurafenib

Figura 2 — Vemurafenib ligado ao dimero de BRAF V600E. Adaptado de (4).

Por sua vez, observam-se as seguintes interagdes do Vemurafenib com a cinase
(Figuras 3 e 4):

1. O grupo 5-fenil-7-azaindol ocupa a bolsa de ligacdo do ATP e encontra-se
rodeado por Trp531 na regido hinge e Phe583 no l6bulo C-terminal. Esta
fortemente confinado na regido de ligacao da adenina da bolsa de ligacdo do ATP
e rodeado por varios residuos, como Cys532, Trp531, Thr529, Leu514 e Ala481);
para além disso, 0 N7 serve como aceitador da ligagdo de hidrogénio da amida
principal do residuo Cys532, enquanto N1 serve como dador da ligacdo de
hidrogénio para o carbonilo principal de Gly530;

2. A cetona aumenta a poténcia da molécula e o seu carbonilo serve como aceitador
de uma ligacdo de hidrogénio mediada por uma molécula de &gua e ativada pelo
Leu514;

3. O grupo difluorofenilo assenta numa bolsa hidrofobica que contém oito residuos
de aminodcidos (Ala481, Val482, Lys483, Val471, 11e527, Thr529, Leu514 e
Phe583);



4. O grupo arilsulfonamida interage com a amida principal dos residuos Asp594 e
Phe595;

5. O grupo propilo imerge numa pequena bolsa hidrofobica unica da familia RAF, o
que da a seletividade pretendida para BRAF V600E entre as outras cinases,
incluindo BRAF wild-type (4,7,8).

H.---- Leu-514
(CO)

Cys-532 (NH)*"

Gly-530 (CO)

Figura 3 - Estrutura quimica do Vemurafenib e a sua ligagdo aos residuos de
aminoacidos. Adaptado de (8).

Figura 4 — Estrutura do Vemurafenib (a verde) ligado a bolsa do ATP (as linhas
vermelhas a tracejado indicam as ligagdes de hidrogénio). Adaptado de (4).

Foi demonstrado em ensaios enzimaticos in vitro que Vemurafenib inibe BRAF
V600E com uma ICso de 31 nM. Em comparacéo este farmaco precisa até 100 nM para
atingir uma 1Cso contra BRAF wild type. Para além disso, este inibidor também
apresentou valores bons de Glso em mutacgOes alternativas de BRAF V600E (como
V600R, V600D, K601E).



Apesar do Vemurafenib ter apresentado um pior perfil de seguranca relativamente
ao medicamento comparador (DCI — dacarbazina) e observar-se como efeitos adversos
mais comuns a artralgia, erup¢do cutanea, nausea, fadiga, fotossensibilidade e,
paradoxalmente, o desenvolvimento de pequenos tumores de pele (carcinomas de células
escamosas, ceratoacantomas), foram demonstrados beneficios claros na fase I11 do ensaio
clinico. No grupo do Vemurafenib, a taxa de resposta foi de 48% (5% com DCI) e a
sobrevivéncia global (SG) em 6 meses foi de 84% (64% com DCI). Para além disso, a

SG mediana com Vemurafenib foi de até 13,3 meses e até 10 meses com DCI (4,9).
2.2.1 Dabrafenib

Com a aprovacdo de Vemurafenib, o interesse por farmacos direcionados para o
melanoma e, por isso, o Dabrafenib, outro inibidor de BRAF, foi aprovado pela FDA e
EMA em 2013. Este é um inibidor de BRAF V600E reversivel e competitivo de ATP, e
a sua forma de atuar é semelhante ao Vemurafenib. Desta forma, o Dabrafenib interage
com aregido hinge de BRAF através da ligacdo do nitrogénio de pirimidina com o residuo
Cysb32, e o grupo sulfonamida interage com os residuos Asp594 e Phe595 na bolsa de
ligacdo do ATP (Figura 5) (4,10).
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Figura 5 — Dabrafenib (a azul) ligado a bolsa do ATP em BRAF V600E (as linhas
vermelhas a tracejado indicam as ligacdes de hidrogénio). Adaptado de (4).

Para além disso, uma sobreposic¢éo das estruturas do Dabrafenib e do Vemurafenib
ligados a BRAF permite verificar uma conformacdo proteica semelhante e um
deslocamento da a-hélice comparavel (Figura 6). Ainda comparando estes dois
inibidores, também se observam interacdes semelhantes com os residuos Asp594, Phe595
e Cysb32, e o grupo difluorofenilo do Dabrafenib liga-se a mesma bolsa hidrofdbica que

0 grupo propilo do Vemurafenib (Figura 7) (4).

Bolsa de ligacao
do ATP

Figura 6 — Sobreposicédo da proteina BRAF V600E ligada ao Vemurafenib (a
laranja) e ao Dabrafenib (a cinzento). Adaptado de (4).

?

g9 Dabrafenib g2 ) \

Figura 7 — Sobreposi¢ao do Dabrafenib (a azul) e do Vemurafenib (a laranja) na
bolsa de ligagdo do ATP em BRAF V600E. Adaptado de (4).

Nos ensaios enzimaticos in vitro foi demonstrado que Dabrafenib apresenta uma
ICso para BRAF V600E e BRAF wild-type no mesmo intervalo (0,7nM e 5,2nM
respetivamente). No entanto, a nivel celular inibe seletivamente o crescimento de linhas

celulares com mutacbes em BRAF, nomeadamente as mutacdes V600E, V600D e
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V600K. A sua atividade diminui drasticamente quando BRAF se encontra na sua forma

wild-type, demonstrando assim alta seletividade de Dabrafenib para as formas mutadas.

Num ensaio clinico de fase Il com DCI (dacarbazina) como medicamento
comparador, os doentes tratados com Dabrafenib apresentaram uma taxa de resposta de
50% (6% com DCI) e uma Sobrevivéncia Livre de Progressdo mediana de 5,1 meses (2,7
meses com DCI). Para além disso, verificou-se uma melhoria na SG mediana de 18 meses

com Dabrafenib e de 15 meses para DCI.

Por outro lado, o Dabrafenib e o Vemurafenib apresentaram uma eficacia
semelhante nos ensaios clinicos, porém existem diferencas significativas em termos de
toxicidade. Embora estes farmacos ndo tenham sido comparados diretamente num ensaio
clinico, a toxicidade cuténea aparece com menos frequéncia com o Dabrafenib do que
com o Vemurafenib, e outros efeitos adversos tendem a ser menos frequentes em doentes

submetidos a terapéutica com o Dabrafenib (4).
2.2.2 Resisténcia aos inibidores de BRAF

A descoberta do Vemurafenib e Dabrafenib foi um marco importante no
tratamento do melanoma metastatico, uma vez que permitiu prolongar o tempo de vida
de doentes diagnosticados com este cancro. No entanto, a monoterapia com estes
farmacos apresentou importantes limitacGes. Apesar de se verificar uma resposta rapida
e uma regressdo do tumor, a maioria dos doentes tratados com Dabrafenib ou
Vemurafenib manifestou reincidéncia num ano, com cerca de 70% dos doentes a

apresentar resisténcia adquirida a estes farmacos. (4)

A resisténcia € normalmente mediada pela reativacdo da via MAPK/ERK e pode
ocorrer através de varios mecanismos: mutagdes ativadoras upstream (por exemplo,
mutacdes em NRAS ou KRAS) ou alteragdes downstream da via MAPK (mutagdes em
MEK1/2 ou em ERK), ativagdo de vias de sinalizagdo paralelas (por exemplo, a via
PI3K), aumento da expressdo de recetores da tirosina cinase (por exemplo, EGFR,
PDGFRpB, MET, ERBB3, IGFR1), e a amplificacdo ou splicing alternativo do gene
BRAF.

Para além disso, a monoterapia com inibidores de BRAF também leva ao
aparecimento de episoddios cutaneos hiperproliferativos, incluindo o carcinoma

espinocelular e queratoacantoma. Eventualmente percebeu-se que estas toxicidades
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cutaneas estdo associadas a ativacao paradoxal da via MAPK em células que expressam
BRAF wild-type. Nestas células, o tratamento com inibidores de BRAF leva a
dimerizacdo de RAF (com a formacdo de homodimeros de CRAF ou heterodimeros de
CRAF-BRAF) e a transativacdo do membro do dimero que nédo se encontra ligado ao
inibidor. Isto, por sua vez, leva a ativacdo exacerbada da via MAPK, induzindo os

episodios cutaneos hiperproliferativos referidos anteriormente.

Posto isto, a inibicdo completa da via MAPK pode ser necessaria para induzir a
apoptose no melanoma com mutacdo em BRAF V600. Assim, a combinacdo de um
inibidor de BRAF com a inibicdo downstream de MEK1 e MEK2 foi proposta de forma

a maximizar a inibi¢éo da via MAPK e prevenir o aparecimento de resisténcias (11).
2.3 Inibidores de MEK

Paralelamente ao desenvolvimento dos inibidores de BRAF, diversos estudos
focaram-se na descoberta de inibidores de MEK, sendo este o segundo alvo molecular no
tratamento do melanoma. Como referido anteriormente, existem duas formas de MEK
nos humanos, MEK1 e MEK2, que partilham uma sequéncia de aminoacidos 79%
idéntica e, por isso, ndo foi possivel obter seletividade entre estas duas formas durante o

desenvolvimento dos inibidores (4,12).

MEK possui uma bolsa alostérica adjacente a bolsa de ligacdo do ATP, a qual se
ligam os inibidores de MEK, sendo por isso inibidores tipo Ill. Trés inibidores deste tipo
foram aprovados em monoterapia ou em combinacdo com inibidores de BRAF para o
tratamento de melanomas com a mutacdo BRAF V600: Vemurafenib e Cobimetinib,
Dabrafenib e Trametinib, e Encorafenib e Binimetinib (13,14).

Quanto as interacdes entre MEK e os inibidores, estas podem ser divididas em trés
regibes espaciais. A primeira regido € uma sub-bolsa hidrofébica que consiste em Leul15,
Leull8, Val127 e Met143 (representado a roxo na Figura 8), sendo as interacdes apolares.
Desta forma, os inibidores tém grupos hidrofobicos na sua estrutura que se ligam nesta

sub-bolsa.

Quanto a segunda regido, esta consiste em Lys97, um importante residuo de
aminoéacido catalitico, localizado no topo da bolsa de ligacéo (representado a amarelo na

Figura 8) que interage com o atomo de oxigénio dos inibidores.
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Por fim, na terceira regido (representado a azul e vermelho na Figura 8) a interacao
mais importante € com o residuo de aminoacido Ser212, uma vez que ¢ essencial para a
inibicdo de MEK. Assim sendo, os inibidores tém um grupo polar ou um grupo aceitador
da ligacdo de hidrogénio para interagir com a amida da cadeia principal do residuo de
Ser212.

Para além disso, os diferentes inibidores estdo sujeitos a interacGes especificas que
envolvem outros aminoacidos de modo a conseguir a seletividade. Especificamente, a
parte do inibidor exposta ao solvente pode ser substituida por diferentes atomos ou grupos
quimicos (15,16).

Figura 8 — Representacao espacial das interacdes entre MEK e o0s seus inibidores.
Adaptado de (16).

2.3.1 Trametinib

O Trametinib foi o primeiro inibidor de MEK1 e MEK2 a poder ser administrado
por via oral aprovado pela FDA e EMA em 2013 e 2014, respetivamente, em monoterapia
para o tratamento de doentes adultos com melanoma metastatico ou irressecavel com uma
mutacdo BRAF V600. A ligacdo deste inibidor causa alteragcbes conformacionais em
MEK, blogueando especificamente a acessibilidade das cinases RAF ao residuo Ser217
na estrutura de MEK (4,17).
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Trametinib

Observou-se as seguintes interac0es entre MEK1 e o Trametinib (Figura 9 e 10):

1. O grupo aromatico 4-iodo-2-fluorofenilo ocupa a sub-bolsa hidrofébica que se
encontra por tras da bolsa de ligacdo do inibidor;

2. Formacéo de uma ligacao de hidrogénio entre um atomo de oxigénio e o residuo
de aminoacido Ser212;

3. O residuo de aminoacido Lys97 para além de formar uma ligacdo de hidrogénio
com o atomo de oxigénio, também o faz com o 4&tomo de fldor do inibidor.

4. Formacdo de outras ligacOes de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos e o

inibidor, para além de interagdes hidrofobicas adicionais (15,17).

Figura 9 — Ligacdo do Trametinib (a amarelo) a MEK1. Adaptado de (15).
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Figura 10 — Ligac6es de hidrogénio entre Trametinib e MEK1. Adaptado de (17).

Foi demonstrado que o Trametinib é um inibidor bastante potente de MEK1 e
MEK?2, com uma ICso igual a 0,7 e 0,9 nM, respetivamente, inibindo de forma eficaz o
crescimento de células do melanoma com mutacbes BRAF V600. No entanto, é

completamente ineficaz quando as células apresentam BRAF e RAS na sua forma wild-
type.

Num ensaio clinico de fase Ill, cujo medicamento comparador foi a dacarbazina
(DCI), os doentes tratados com Trametinib apresentaram uma taxa de resposta de 22%
(8% com DCI), uma Sobrevivéncia Livre de Progressdo mediana de 4,8 meses (1,5 meses
com DCI) e uma SG mediana de 15,6 meses (11,3 meses com DCI). Os efeitos adversos
mais comuns associados ao uso do Trametinib foram erup¢éo cutanea, diarreia, edema

periférico, fadiga e dermatite acneiforme (4).

No entanto, o principal uso do Trametinib é em associa¢do com Dabrafenib, tendo
esta combinacéo sido aprovada mais tarde também para o tratamento de doentes adultos
com melanoma metastatico ou irressecavel com uma mutacdo BRAF V600. Como
referido anteriormente, o uso desta combinacgdo permitiu uma melhoria significativa das
respostas clinicas e uma diminuigéo da toxicidade relacionada com a ativacdo paradoxal
da via MAPK induzida pelo Dabrafenib (14).

2.3.2 Cobimetinib

Em 2015, o Cobimetinib tornou-se o segundo inibidor de MEK a ser aprovado
pela FDA e EMA. Ao contrario do Trametinib, o Cobimetinib apenas foi aprovado em
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combinacdo com um inibidor de BRAF, o Vemurafenib, para o tratamento de doentes

adultos com melanoma irressecavel ou metastatico com uma muta¢do BRAF V600 (4).

Tal como o Trametinib, o Cobimetinib liga-se a bolsa alostérica que se encontra
proxima ao sitio de ligacdo do ATP e verificam-se as seguintes interacdes essenciais
(Figura 1l e 12):

1. O grupo 4-iodo-2-fluorofenilo ocupa a sub-bolsa hidrofobica, havendo, por isso,

interacOes hidrofdbicas (representado a roxo na Figura 11);

2. Formacédo de uma ligacdo e hidrogénio entre o atomo de oxigénio do inibidor
(representado a azul-escuro na Figura 11) e o grupo g-amino de Lys97,
substituindo a ponte salina entre a mesma amina de Lys97 e Glu114 da C-hélice
da cinase que é essencial para o estado ativo da enzima;

3. Ligacdo entre o &tomo de nitrogénio da cadeia principal de Ser212 e o atomo de

fldor do inibidor (representado a vermelho na Figura 11) (16).

W y-phosphate
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Figura 12 - Interagdes do Cobimetinib com MEK (as linhas vermelhas a tracejado
indicam ligacGes de hidrogénio). Adaptado de (4).
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Num ensaio clinico de fase 11, estudou-se a eficacia da combinacdo de Cobimetinib
e Vemurafenib em comparagdo com o Vemurafenib em monoterapia. Os resultados
demonstraram para a terapéutica de combinacdo uma taxa de resposta de 68% (45% com
0 Vemurafenib) e uma SG em 9 meses de 81% (73% com o Vemurafenib). Além disso,
a combinacao apresentou efeitos adversos semelhantes ao Vemurafenib em monoterapia.
No entanto, estes efeitos foram considerados como gerenciaveis considerando a eficacia

da terapéutica (4).
2.3.3 Resisténcia aos inibidores de MEK

O desenvolvimento de inibidores de MEK reforcou o arsenal terapéutico para o
tratamento do melanoma metastatico e, de facto, a utilizacdo de combinagdes de
inibidores de BRAF e MEK aumentou substancialmente a duracdo da resposta a estes
farmacos. Ainda assim, o desenvolvimento de inibidores de MEK como o Trametinib e o

Cobimetinib ndo conseguiu impedir o aparecimento de resisténcias, apenas o adiou.

Estas resisténcias ocorrem principalmente devido a reativacdo da via MAPK/ERK
originada por mutagdes em MEK1 e MEK2. Por sua vez, as mutagdes desenvolvem-se
em consequéncia da exposicdo prolongada aos inibidores de MEK e podem ocorrer no
sitio de ligacdo do inibidor, impedindo a sua ligacdo, ou tornam MEK ativa sem a
necessidade de ocorrer a sua fosforilagdo. A amplificacdo dos oncogenes de BRAF
V600E e de RAS também pode ser a causa da resisténcia, uma vez que aumenta o0 nUmero
de MEK fosforiladas. Por fim, em menor grau, a resisténcia aos inibidores de MEK pode
também ser devida a uma maior ativacao de vias alternativas (como, por exemplo, PI3K-
Akt) ou pela perda do feedback negativo por parte de ERK1 e ERK2 (4).

2.4 Encorafenib e Binimetinib

A associacdo de Encorafenib e Binimetinib foi a terceira combinagédo de um
inibidor de BRAF e um inibidor de MEK aprovada (em 2018 pela FDA e EMA) para o
tratamento de melanoma com a mutacdo BRAF V600. Verificou-se que houve uma
melhoria da Sobrevivéncia Livre de Progressao com a combinacéo de Encorafenib mais

Binimetinib em comparag¢do com as outras combinacdes de inibidores de BRAF e MEK.

Desta forma, esta melhoria na eficacia pode estar relacionada com a
farmacocinética distinta do Encorafenib que, com a sua ligacdo prolongada a molécula

alvo (apresenta uma semi-vida de dissociacgdo significativamente maior de 30 horas, em
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comparacdo com a semi-vida de 2 e 0,5 horas de Dabrafenib e Vemurafenib,
respetivamente), proporciona uma maior inibicdo de BRAF e um aumento da poténcia
em comparacdo com os outros farmacos da mesma classe. Além disso, o Encorafenib é
também um inibidor altamente especifico de BRAF, o que resulta numa menor toxicidade

deste inibidor, uma vez que ha menos efeitos off-target (18).
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Apesar de a inibi¢do conjunta de BRAF e MEK ter se tornado o tratamento padrédo
para doentes com melanoma avancado e positivo para a mutacdo BRAF, a resisténcia e a
toxicidade continuam a ser um problema para muitos doentes. Por isso, é necessario que
outras opcOes de tratamento sejam investigadas. Uma possibilidade que tem vindo a ser
estudada é a combinacdo tripla com um terceiro agente, como um inibidor de CDK4/6,
visto que poderd a melhorar a atividade antitumoral (18).

2.5 Inibidores de CDK4/6

As cinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4/6) controlam o primeiro intervalo
entre fases (G1 e S) do ciclo celular, demonstrando o seu potencial como alvo antitumoral.
Estas cinases, que sdo reguladas por ciclinas tipo D, fosforilam e inibem a proteina
supressora de tumor do retinoblastoma (RB). RB é um regulador central da transicdo do
ciclo celular G1-S. Na sua forma ndo fosforilada, RB liga-se e inibe os fatores de
transcricdo da familia E2 (E2F), impedindo a transcricdo de genes associados a

progresséo do ciclo celular e consequente entrada na fase S.

As CDK4/6 desempenham, portanto, um papel fundamental na regulacédo do ciclo
celular em G1, uma vez que interferem no estado de fosforilacéo e na subsequente fungéo
de RB. A atividade anormal de CDK4/6 leva a uma fosforilacdo exacerbada de RB, uma
progressao mediada por E2F através de G1 e, por isso, a uma proliferacdo celular
descontrolada, uma caracteristica do cancro. Esta hiperatividade de CDK4/6 é geralmente

devido a uma mutacéo ou delecdo que inativa o gene CDKN2A, que codifica o inibidor
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de CDK4/6, p16™K4 (Figura 13). A via p16™K4/CiclinaD-CDK4/6/RB encontra-se
desregulada em varios cancros, incluindo em 90% dos melanomas. Em muitos cancros,
isto deve-se a perda da funcdo da prépria RB, no entanto, no melanoma a RB encontra-
se muitas vezes funcional e a atividade anormal desta via é principalmente impulsionada
pela perda de p16'™K4 e, consequentemente, a atividade aumentada de CDK4/6 (Figura
14). Desta forma, CDK4/6 é um alvo terapéutico relevante para o tratamento de diversas

neoplasias, incluindo o melanoma.
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Figura 13 - Via de sinalizacdo de CDK4/6. Adaptado de (19).

Para além disso, a combinacdo de inibidores de CDK4/6 e inibidores da via
RAS/RAF/MEK/ERK é uma estratégia promissora para ultrapassar resisténcias e para
aumentar a atividade antitumoral. Como referido anteriormente, na maioria dos casos a
resisténcia aos inibidores BRAF e MEK deve-se a reativacdo da via MAPK/ERK e esta

via e a via de CDK4/6 convergem no complexo ciclina D1-CDK4/6.

Estudos anteriores demonstraram que a atividade anormal de CDK4/6 aumentou
a resisténcia aos inibidores de BRAF e, por isso, a combinacdo de inibidores de CDK4/6
com inibidores de MAPK/ERK pode ser benéfica para atenuar ou ultrapassar a resisténcia

aos inibidores de BRAF. O momento em que se adiciona o inibidor de CDK4/6 ao
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tratamento com o inibidor de BRAF e MEK deve ser tido em consideracdo, uma vez que
afetard o seu mecanismo de acéo e consequente eficdcia. Num estudo, foi demonstrado
que o tratamento inicial com o inibidor de CDK4/6 Palbociclib e os inibidores de BRAF
e MEK pode prevenir o desenvolvimento de resisténcias aos farmacos e induzir uma
regressdo tumoral robusta e sustentada, tendo o efeito sido superior ao observado pelo
inibidor da BRAF sozinho ao da inibicdo dupla de BRAF e MEK. No entanto, a resposta
sinérgica é perdida quando o Palbociclib é adicionado ap6s as células do melanoma terem
adquirido resisténcia a inibicdo de BRAF (19,20).
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Figura 14 — Via MAPK/ERK e CDKA4/6 alteradas no melanoma. Adaptado de (20).

Ao longos dos anos varios inibidores de CDK foram desenvolvidos e testados em
diferentes tipos de cancro. A primeira geracdo de inibidores, devido a sua acdo em
diversas cinases, apresentaram um desequilibrio entre a eficacia e a toxicidade. Por sua
vez, os inibidores de segunda geracdo foram desenvolvidos com o objetivo de aumentar
a seletividade e a poténcia da inibicdo, porém nos ensaios clinicos apresentaram uma
eficacia limitada e uma toxicidade significativa, tendo esta sido associada a sua acdo em
isoformas fundamentais para a proliferacdo (CDK1) e sobrevivéncia (CDK?9) de células

normais.

Contudo, nos altimos anos desenvolveram-se os inibidores de terceira geracdo que
inibem seletivamente CDK4/6 com uma forte eficacia e uma toxicidade reduzida.
Exemplos destes inibidores aprovados pela FDA e EMA sdo Palbociclib (em 2015 e 2016,
respetivamente), Ribociclib (em 2017) e Abemaciclib (em 2017 e 2018, respetivamente)
(21).
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As caracteristicas que o Palbociclib e o Ribociclib ttm em comum séo as seguintes
(Figura 15):
1. Apirimidina que se encontra ligada a um heterociclo, que por sua vez é substituido
por uma cetona;

2. O grupo NH como espacador entre a pirimidina e o grupo fenilo;

3. O grupo fenilo que na posicdo para € substituido por uma amina secundaria;

4. Grupos hidrofébicos adicionais em diferentes posices ligados ao heterociclo

anexado a pirimidina.

Por sua vez, o Abemaciclib apresenta as mesmas caracteristicas a excecdo do

heterociclo anexado a pirimidina e 0s grupos ai substituidos (22).

Grupo hidrofobico
H
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Secundaria hidrofobico
Grupo hidrofobico

Figura 15 — Caracteristicas em comum entre os inbidores. Adaptado de (22).

Dos grupos quimicos referidos, para o Palbociclib e o Ribociclib, os mais importantes
sdo 3N-pirimidina, NH como espacador e o carbonilo. Quanto ao Abemaciclib ha dois

grupos quimicos importantes: NH como espacador e 3N-pirimidina (Figura 16) (23).
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Figura 16 — Interacgdes essenciais entre 0s grupos quimicos de Palbociclib
(esquerda), Abemaciclib (centro) e Ribociclib (direita) e a cinase. Adaptado de
(23).

Estes s&o inibidores competitivos de ATP, formando liga¢Ges de hidrogénio no
sitio de ligacdo do ATP com residuos de aminoacidos da regido hinge da cinase e
interacdes hidrofdbicas na regido normalmente ocupada pelo anel de adenina do ATP.
Assim, o Palbociclib e 0 Abemaciclib ligam-se aos seguintes residuos cruciais para inibir,
neste caso, a funcdo de CDKG6: Tyr24, Lys43, Phe98, His100, Asp104 e Thrl107. Por sua
vez, o Ribociclib liga-se aos residuos Lys43, Phe98, His100, Asp104 e Thr107 em CDKG6
(Figura 17) (23).
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Figura 17 — InteracOes essenciais entre os inibidores e os residuos de amino&cidos
de CDKG6. Adaptado de (23).

Apesar de uma melhoria notavel no tratamento do melanoma, existe ainda uma
necessidade urgente de farmacos novos e eficazes. Os inibidores de CDK4/6 ja inovaram
a forma como se aborda o tratamento de outros cancros, nomeadamente o cancro da

mama. Embora a sua utilidade clinica no melanoma seja provavel, sdo necessarios mais
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estudos para confirmar a relevancia dos inibidores de CDK4/6 de forma a se poder incluir
estes farmacos na pratica clinica. Com base nas evidéncias atualmente disponiveis, a
monoterapia com os inibidores de CDK4/6 pode oferecer um beneficio moderado na
melhor das hipoteses. Por outro lado, a adi¢do de inibidores de CDK4/6 a inibidores de
BRAF e MEK pode oferecer um beneficio substancial. Sera, por isso, de particular
relevancia a avaliagdo das toxicidades destes regimes terapéuticos em combinacédo e a
descoberta de biomarcadores preditivos que sejam confiaveis para aferir a eficacia dos
inibidores de CDK4/6 (24).
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3 Inibidores de cinases no cancro

colorretal

O cancro do intestino, cancro do colon e o cancro retal tém muitas caracteristicas
em comum e sao frequentemente agrupados como cancro colorretal (CCR), sendo, a nivel
global, o terceiro cancro com maior incidéncia (10% em 2020) e o segundo em termos de
mortalidade (9,4% em 2020). Segundo os dados de GLOBOCAN 2020, estima-se que
mais de 1,9 milhdo de novos casos de cancro colorretal e 935.000 mortes ocorreram em

2020, representando cerca de um em cada 10 casos de cancro e mortes (25,26).

A maioria dos casos de CCR comeca com pequenos polipos adenomatosos que,
com o tempo, podem tornar-se malignos. Desta forma, a reacdo imediata aos primeiros
sintomas e o diagndstico precoce contribui para o sucesso do tratamento e a sobrevivéncia
dos doentes em mais de 90% dos casos. No entanto, nos estadios iniciais 0s sintomas no

CCR podem ser minimos ou inexistentes (25).

Em doentes com CCR, a metastizacdo € a principal causa de mortalidade.
Aproximadamente 25% dos doentes apresentam metastases a distancia no momento do
diagnostico e, no decurso da doenca, 40% irdo desenvolver metéstases, principalmente
no figado, pulméo e peritoneu, justificando as altas taxas de mortalidade. Para além disso,
a taxa de sobrevivéncia aos 5 anos é de 60%, enquanto para os doentes que apresentam
metastases a distancia é de apenas 10-20%. Desta forma, € necessario continuar a

pesquisar novas estratégias de tratamento do CCR (27,28).

A iniciacdo, a progressdo e a metastizacdo do CCR depende de varias vias de
transducéo de sinais, sendo as vias do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) as mais relevantes. Relativamente
a familia das proteinas VEGF e aos seus recetores (VEGFRS), estes desempenham um
papel central na angiogénese do tumor, uma vez que ativam mdultiplas redes de
sinaliza¢do, resultando no crescimento de células endoteliais, formagdo de vasos,
aumento da permeabilidade vascular, sobrevivéncia do tumor, e proliferacdo e
disseminacdo de metéstases. Esta atividade angiogénica das proteinas VEGF é mediada
pela sua ligacdo a recetores de tirosina cinase (TKRs) na superficie da célula, provocando,

assim, a homodimerizagdo ou heterodimerizagao do recetor e a posterior fosforilagdo dos
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residuos de tirosina do dominio intracelular, que leva a ativacdo de diversas vias de
sinalizagdo, como RAS-RAF-MAPK-FAK-SRC ou AKT-mTOR (Figura 18).

OO DIV DIOOV O QOB
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Figura 18 — Via de sinalizacdo de VEGF envolvida na angiogénese. Adaptado de
(29).
Por conseguinte, dada a importancia da angiogénese no CCR metastatico,
diferentes estratégias terapéuticas tém sido usadas e estudadas para a inibir, incluindo

inibidores orais que tém como alvo os recetores de tirosina cinase (27).
3.1 Inibidores de VEGFR-2

Diversos tipos de tumor apresentam a sobre-expressdo de VEGFS e dos seus
recetores, incluindo o cancro colorretal. A familia de proteinas VEGF inclui cinco
fatores, designadamente VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento
da placenta (PLGF). Relativamente aos recetores de VEGF, estes sdo categorizados em
trés tipos: VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. De entre os trés VEGFRs, 0 VEGFR-2 é 0
que apresenta um maior impacto na progressdo da angiogénese e, por isso, a sua inibi¢ao
é uma abordagem eficaz. Para além disso, ainda existe a vantagem dos tecidos e células

saudaveis apresentarem uma fraca expresséo de VEGFR-2 (30,31).

Os inibidores de VEGFR-2 dividem-se principalmente em trés tipos: tipo I, 1l e
I11. Os inibidores do tipo | sdo inibidores competitivos de ATP, ou seja, ligam-se no sitio
de ligagdo do ATP, mais especificamente a onde se liga o anel de adenina do ATP. A
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ligacdo destes inibidores ocorre na conformacdo ativa da cinase (DFG-in). Um exemplo
deste tipo de inibidores é o Sunitinib.
Por outro lado, os inibidores tipo Il interagem especificamente com a conformacao
inativa da cinase (DFG-out). Séo incapazes de se ligarem ao sitio de ligacdo do ATP,
porém ligam-se a bolsa hidrofébica adjacente do recetor, como é o caso do inibidor

Sorafenib. As diferencas entre as formas de ligacdo dos inibidores tipo | (Sunitinib) e Il

(Sorafenib) estéo representados na Figura 18
Os inibidores do tipo Il sdo os inibidores covalentes. Estes interagem

covalentemente com o sitio ativo do recetor na regido hinge, de forma a prevenir a ligacdo
do ATP ao dominio catalitico, sendo o Vatalanib um exemplo destes inibidores (32).
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Figura 19 - Diferenca entre as formas de liga¢éo dos inibidores de tipo |
(Sunitinib) e tipo 11 (Sorafenib). Adaptado de (32).

O sitio ativo de VEGFR-2 encontra-se dividido em trés regides: duas regies
hidrofébicas (I e I1) e uma regido de ligagdo. A regido hidrofdbica | é delimitada pelos
residuos de aminoacidos Leu840, Phe918 e Gly922, enquanto a regido hidrofdbica Il é
delimitada pelos residuos de aminoacidos Leu889, 11e892, VVal898 e 1le1044. Por sua vez,
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aregido de ligacao é delimitada pelos residuos de aminoacidos Ala866, VVal914, Leul035
e Cys1045.

Os inibidores tipo I ligam-se a regido hidrofébica | ao formar uma a trés ligacGes
de hidrogénio na regido hinge com os aminoacidos Glu917 e Cys919. Para além disso,
existem aminoacidos presentes na regido de ligacdo, Aspl046 e Glu885, que podem

interagir atraves ligagdes de hidrogénio com estes inibidores.

Por sua vez, os inibidores tipo 1l ocupam a regido hidrofdbica Il, que é referida
como um sitio alostérico. No VEGFR-2, como em todas as proteinas cinases, esta
presente a triade de residuos de aminoacidos (DFG) constituida por Asp1046, Phel047 e
Gly1048. O residuo de aminoécido Phel047 insere-se no sitio alostérico durante a
conformagdo DFG-in. Entretanto, na conformacdo DFG-out, o residuo de aminoacido
Phel1047 dirige-se para a regido a qual o fosfato do ATP se posiciona, resultado num sitio
alostérico vazio, permitindo a ligacdo dos inibidores tipo Il. Devido ao seu baixo peso
molecular e a sua conformacdo, os inibidores tipo | ndo conseguem interagir com esta
regiéo.

Quanto as outras regifes, os inibidores tipo Il também ocupam a regido
hidrofobica | através de anéis que sdo capazes de fazer uma a trés ligacGes com os residuos
de aminoécidos da regido hinge (Glu917, Cys919). Para além disso, um par de dador e
aceitador de ligacOes de hidrogénio esta presente nestes inibidores para formar ligagdes
com os residuos de aminoacidos Asp1046 e Glu885 (31,32).

Existem alguns inibidores de VEGFR-2 aprovados pela FDA e pela EMA, como
Sorafenib, Regorafenib, Sunitinib e Pazopanib. Contudo, o Regorafenib, um inibidor do
tipo I, é o Unico indicado para o tratamento de doentes adultos com cancro colorretal
metastatico e que foram tratados previamente com quimioterapia a base de

fluoropirimidinas, uma terapéutica anti-VEGF e uma terapéutica anti-EGFR (30,31).

No entanto, em 2020, a FDA concedeu uma designacdo de fast track ao
Fruquintinib, um inibidor tipo 1l de VEGFR, em tratamento de doentes com CCR
metastatico previamente tratados com quimioterapia a base de fluoropirimidinas,

oxaliplatina e irinotecano, uma terapéutica anti-VEGF e uma terapéutica anti-EGFR (33).
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3.1.1 Regorafenib

O Regorafenib é um potente inibidor que tem atividade contra diversas proteinas
cinases envolvidas nas vérias fases de desenvolvimento do cancro colorretal, tendo efeitos
na angiogénese (ao inibir VEGFR-1/2/3, TIE2, PDGFR-o/p e FGFR-1/2), na proliferacao
(ao inibir KIT, RAF1, BRAF e RET), na metastizacdo (ao inibir VEGFR-2/3, e PDGFR)
e na atividade imunossupressora do microambiente tumoral (ao inibir CSF1R). Este
inibidor foi descoberto num estudo, que tinha como objetivo otimizar a poténcia e outras
propriedades farmacologicas de compostos conhecidos da classe da ureia, como o
Sorafenib. Para além disso, a nivel pré-clinico, o Regorafenib demonstrou uma atividade
anti-tumoral mais robusta que outros inibidores angiogénicos, devido a sua capacidade
referida anteriormente de inibigdo de diversas cinases (27,34).

Sendo um inibidor de VEGFR tipo I, o Regorafenib ocupa principalmente quatro
regides no seu alvo: a regido hidrofébica I e 11, a regido DFG (que € rica em ligacOes de

hidrogénio) e a regido hinge.

Desta forma, o Regorafenib e os outros inibidores tipo Il de VEGFR-2 séo

constituidos por quatro partes fundamentais, como se encontra representado na Figura 20:

1. um ou mais anéis aromético ou heterociclico, contendo como heterodtomo o
nitrogénio (cor roxa da estrutura);

2. um ou mais anéis aromatico ou heterociclico no centro da molécula, possuindo o
comprimento adequado de forma a encaixar na area entre o dominio de ligacéo do
ATP e o dominio alostérico, ou seja, a regido de ligacdo (cor preta da estrutura);

3. um par dador e aceitador de ligacdes de hidrogénio, que consiste num grupo
funcional de ureia (que é o caso do Regorafenib), amida, dicarboxamida ou
tioureia (cor azul da estrutura);

4. um grupo terminal hidrofébico, em que na maior parte dos inibidores consiste
num ou mais anéis (aromatico ou heterociclico), substituido ou ndo por um ou

mais atomos de halogéneo (cor vermelha da estrutura) (32).
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Figura 20 - Estrutura quimica do Regorafenib e grupos quimicos fundamentais.
Adaptado de (32).

No Regorafenib, como é possivel verificar na Figura 21, o anel heterociclico
interage com a regido hinge do VEGFR-2, formando duas ligacdes de hidrogenio com
Cys919, que é uma interacdo essencial para a sua atividade inibitoria. O anel aromatico
central da molécula ocupa a regido hidrofébica I, enquanto a regido DFG é envolvida por
um dador e aceitador de ligac6es de hidrogénio. Nesta regido, o grupo de ureia liga-se aos
residuos de aminoécidos Aspl046 e Glu885 através de ligacBes de hidrogénio.
Posteriormente, ha interacdes hidrofébicas entre o anel aromatico substituido por um

atomo de cloro e a regido hidrofobica 1l.

E em consequéncia desta interacéo entre o grupo hidrofobico terminal do inibidor
e a regido alostérica da conformacdo inativa do recetor, que os inibidores tipo II
apresentam uma maior seletividade ao VEGFR-2 em comparagdo com os inibidores tipo
. Isto ocorre devido aos residuos de aminoacidos que constituem o sitio alostérico serem

menos conservados que os residuos presentes na bolsa a qual se liga a adenina (30,32).
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a este inibidor, ird desenvolver resisténcias.

3.1.2 Fruquintinib
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Figura 21 - Ligacao do Regorafenib a VEGFR-2. Adaptado de (32).

No entanto, apesar do beneficio que o Regorafenib apresenta em relacdo a
sobrevivéncia de doentes com cancro colorretal, a sua eficacia clinica geral permanece

bastante limitada. Infelizmente, a grande maioria dos doentes que inicialmente respondem

Os inibidores de VEGFR da geracdo anterior ao Fruquintinib, como Sunitinib,
Sorafenib, Regorafenib e Pazopanib apresentam uma baixa seletividade. De facto, muitos
deles inibem mais de 10 cinases e com poténcia semelhante. Como consequéncia, a
exposicdo destes farmacos na dose méaxima tolerada (MTD) sdo limitadas devido a
inibicdo de multiplos alvos, resultando numa inibic&o insatisfatdria e/ou de curta duragdo

de qualquer alvo, particularmente VEGFR. Portanto, um inibidor potente e seletivo pode



Ser a

solucdo para minimizar a toxicidade off-target e proporcionar altas exposi¢cdes ao

farmaco na MTD, levando a inibicéo sustentada de VEGFR.

forte

O Fruquintinib representa uma nova geragéo de inibidores de VEGFR com uma

poténcia e alta seletividade. Esta ultima foi demonstrada num painel de 253 cinases,

ao verificar-se que este inibidor inibe de forma robusta VEGFR-1,2 e 3 e com pouco ou

nenhum efeito inibitério nas outras cinases (35).

Tal como os outros inibidores tipo I, o Fruquintinib é constituido por quatro

partes essenciais e interage principalmente com quatro regides no seu alvo (Figuras 22 e

23):

1.

um sistema de anéis, onde um deles é um heterociclico, cujo heterodtomo é o
nitrogénio (cor roxa da estrutura), que interage com a regido hinge do recetor
através de uma ligacédo de hidrogénio com o residuo de aminoacido Cys919;

um sistema de anéis no centro da molécula (cor preta da estrutura), que ocupa a
regido hidrofobica I;

um grupo funcional de amida (cor azul na estrutura) que funcionard como dador
e aceitador de ligacbes de hidrogénio, ligando-se aos residuos de aminoacidos
Aspl1046 e Glu885, formando-se duas ligacdes de hidrogeénio;

um grupo metilo (cor vermelha na estrutura) que funcionard como grupo
hidrofébico terminal, havendo interacbes hidrofébicas entre este e a regido
hidrofobica 11 (32).
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Figura 22 - Estrutura quimica do Fruquintinib e 0s seus grupos quimicos
essenciais. Adaptado de (32).
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Figura 23 - Ligacéo do Fruquintinib a VEGFR-2. Adaptado de (32).
3.1.3 Resisténcia aos inibidores de VEGFR

Devido ao aparecimento de resisténcias, a aplicacdo clinica dos inibidores de
VEGFR continua a ser um desafio. A ocorréncia destas deve-se sobretudo a sobre-
expressdo dos recetores, ao desenvolvimento e, posterior, selecdo de células tumorais
resistentes a hipoxia, a mutacdes nas células endoteliais e ao aumento de fatores pro-
angiogénicos ndo tumorais em circulacdo. Na ultima situacdo, a inibicdo das vias de
sinalizacdo normais com a administragdo dos RTKIs resulta no aumento sistémico de
fatores pro-angiogénicos ndo tumorais, como VEGF, G-CSF, SDF-1, osteopontina,
fatores de células estaminais e semelhantes. A sobre-expressdo destes fatores pode, assim,

alimentar as vias alternativas de sinalizacdo da angiogénese (31,32).

Para além disso, ha evidéncias de que varios agentes anti-angiogénicos, que tém
como alvo VEGF e VEGFR, ndo atuam apenas nas células tumorais, mas tambem células
endoteliais vasculares, uma vez que estas também expressam VEGFR. Quando esses
agentes atuam nas células tumorais a vascularizagao tumoral € significativamente inibida,
havendo regressdo tumoral. Por sua vez, quando atuam nas células endoteliais, a
agressividade destas células é aumentada. Os inibidores de VEGFR estimulam a
expressdo de genes que estdo associados a invasdo local e ao desenvolvimento de
metastases a distancia, como Snail, Slug, Fak e AxI. Por outro lado, a inibi¢do de FGFR

e PDGFR expressos em varias células cancerigenas, suprime estes fendtipos evasivos.

E importante ressaltar que todos os RTKIs aprovados tém alguma atividade

inibitoria para VEGFR, sugerindo que possivelmente todos ativam a agressividade das
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células normais. Assim, é necessario esclarecer 0s mecanismos moleculares e
compreender completamente os efeitos diretos dos RTKIs anti-angiogénicos nas células
tumorais (36).
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4 Conclusao

O principal desafio dos inibidores das cinases de baixo peso molecular é o
aparecimento de resisténcias ao fim de algum tempo do seu uso clinico.
Atualmente, com o objetivo de lidar com este desafio, diversas estratégias
terapéuticas tém sido estudadas e aplicadas, como 0 uso de novas geragdes de

farmacos, inibidores com maultiplos alvos e a combinacao de terapéuticas.

Apesar do surgimento das resisténcias, os inibidores de baixo peso
molecular continuardo a ser uma das principais opg¢des de tratamento para o
cancro devido as suas vantagens, principalmente em casos com elevada carga
tumoral e um rapido ritmo de progressdo, onde é necessario um controlo rapido
da doenca. E, portanto, crucial continuar-se a desenvolver novos inibidores e

compreender completamente o mecanismo molecular deste tipo de patologia-

Com aevolucgéo da biologia molecular moderna e a aplicacéo de tecnologias
avancadas, os inibidores de baixo peso molecular encontram-se neste momento
num rapido estado de desenvolvimento. Por isso, é provavel que no futuro sera
possivel desenvolver-se muitas novas moléculas para o tratamento do cancro com
melhores resultados em termos de eficacia em comparacdo com os inibidores
atuais. Para além disso, a combinacdo da imunoterapia e dos inibidores de baixo
peso molecular também tem sido proposto, uma vez que apresenta potencial para

aumentar as taxas de resposta e contribuir para uma sustentabilidade das mesmas.
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