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Resumo

Dados da Organizacdo Mundial de Salde mostram que o cancro é ainda uma das
principais causas de morte em todo o mundo. O constante avango na medicina
possibilitou a identificacdo de alvos moleculares responsaveis pela fisiopatologia de
doencas, nomeadamente o cancro. A tumorigénese resulta da desregulacdo de
mecanismos fundamentais para o controlo da sobrevivéncia, crescimento e proliferacédo
celulares. As proteinas cinase representam uma das mais importantes familias de
proteinas no genoma humano e sdo responsaveis pela regulacdo de um grande nimero
de vias de transducéo de sinal nas células. Estas sao um grupo amplo de enzimas que
incluem diferentes familias. A sobreexpressao ou mutacéo de algumas proteinas cinase
faz com que sejam enviados a célula sinais que, por sua vez, provocam comportamentos
anormais, como a proliferacdo celular desordenada e a inibicao da apoptose.

O interesse da industria farmacéutica pela investigacao de tratamentos de precisao que
envolvam a inibicdo especifica de cinases aumentou consideravelmente nos Gltimos
anos, devido ao grande sucesso comercial do imatinib, aprovado pela FDA, em 2001.
A terapia dirigida contra cinases é baseada no uso de pequenas moléculas inibidoras de
cinases ou de anticorpos monoclonais. O conhecimento da estrutura da proteina cinase
é a chave para o sucesso do desenvolvimento de novos farmacos, identificando-se as
carateristicas necessarias para a ligagcdo dos inibidores ao sitio catalitico e aos dominios
alostéricos.

Desde 2001, ja foram aprovados mais de 100 farmacos inibidores de cinases, em todo
0 mundo. Este nimero estd em crescimento exponencial. O seu impacto clinico é
visivel, principalmente, no tratamento de diversos cancros, incluindo leucemia mieloide
cronica, carcinoma do pulméo de ndo pequenas células, cancro da mama e melanoma.
No entanto, poucos foram aprovados até agora para o tratamento de outras doencas.

Um dos maiores obstaculos ao tratamento oncoldgico € a resisténcia, sendo por isso
necessario o desenvolvimento de novas geracdes de farmacos que demonstrem uma
maior seletividade e eficacia.

Desta forma, este trabalho consiste numa reviséo de algumas familias de cinases e do
progresso a nivel da investigacdo dos inibidores de cinases durante as Gltimas duas
décadas, expondo perspetivas futuras.

Palavras-chave: Cinase; Cancro; Dominio catalitico; Inibidores de cinases; Anticorpos
monoclonais; Resisténcia



Abstract

Data from the World Health Organization show that cancer is still one of the leading
causes of death worldwide. The progress in medicine made possible the identification
of molecular targets responsible for the pathology of diseases, such as cancer. Cancer
is driven by mechanisms of deregulation that control cellular survival and growth.
Kinases are at the core of many signal transduction pathways. Protein kinases represent
one of the most important families of proteins in the human genome and are responsible
for numerous impairments in signal transduction. These are a broad group of enzymes
that include different families. The overexpression or alteration of some kinases results
in cellular signal transduction which promotes cellular proliferation and inhibits
apoptosis.

The significant interest in precision therapy involving inhibition of kinases across the
pharmaceutical industry has grown to be one of the most important drug targets over
the past years. Starting with the approval of imatinib in 2001. The two main approaches
are small-molecule kinase inhibitors and monoclonal antibodies. From knowledge of
the structure of the protein kinase, we can identify the characteristics necessary for
successful binding inhibitors to the catalytic and allosteric domains.

Since 2001, more than 100 kinase target drugs have been approved worldwide. This
number is growing exponentially. The clinical impact is mainly visible in the treatment
of various cancers, including chronic myeloid leukemia, non-small cell lung cancer,
breast cancer, and melanoma. However, few have been approved so far to treat diseases
other than cancer.

Drug resistance in kinases remains an obstacle to be addressed, a promising approach
relies on developing the next generation of drugs with enhanced selectivity and
efficiency.

Here, a review of some kinase families and the progress made over the past two decades
in kinase target drug development, as well as of future perspectives is carried out.

Keywords: Kinase; Cancer; Catalytic domain; Kinase inhibitors; Monoclonal
antibodies; Resistance
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Abreviaturas

ABL — Abelson leukemia

ADN — Acido desoxirribonucleico

AGC — Proteinas cinases das familias PKA, PKG e PKC
AIM — Autorizacéo de introdugdo no mercado

AKT ou PKB - Cinase AKT ou Proteina cinase B

ALK — Cinase do linfoma anaplasico

aPK — atypical Protein kinase

ARAF — v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog A
ATP — Adenosina trifosfato

BCR-ABL — Breakpoint cluster region-Abelson leukemia
BHC — Barreira hematoencefalica

BRAF — v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
CAMK - Cinases dependentes de calcio/calmodulina
CCR — Carcinoma de células renais

CDK - Cinase dependente de ciclina

CK1 — Caseina cinase 1

CK2 — Caseina cinase 2

CMGC - Proteinas cinases das familias CDK, MAPK, GSK e CK2
CPNPC - Carcinoma do pulmao de ndo pequenas células
CRAF — Normal cellular homolos of v-Raf

EGF — Fator de crescimento epitelial

EMA — European Medicines Agency

ePK — eukaryotic Protein kinase

ERK — Proteina cinase regulada por sinal extracelular
FDA — Food and Drug Administration

GIST — Tumores do estroma gastrointestinal

GSK - Cinase glicogénio-sintase

HER/ErbB — Recetores do fator de crescimento epitelial humano
HES — Sindrome hipereosinofilica

HRAS — Proteina cinase da familia do sarcoma de rato Harvey



JAK — Janus cinase

KIT — Recetor do fator de crescimento de células estaminais
KLIFS — Kinase-Ligand Interaction Fingerprint and Structure
KRAS — Proteina cinase da familia do sarcoma de rato Kirsten
LLA — Leucemia linfoblastica aguda

LMC — Leucemia mieloide cronica

mADb — Anticorpo monoclonal

MAPK- Proteina cinase ativada por mitogénio

MEK ou MAP2K — Proteina cinase que fosforiliza a MAPK/ERK
MET — Mesenchymal-epithelial transition factor

mTOR — Proteina alvo da rapamicina nos mamiferos

NCCN — National Comprehensive Cancer Network

NGS — Next Generation Sequencing

NRAS — Proteina cinase da familia do sarcoma de rato identificada em células de
neuroblastoma

NRTK — Proteina ndo recetora de tirosina cinase

OH — Hidroxilo

PDB — Protein Data Bank

PDGFR — Recetor do fator de crescimento derivado de plaquetas
PH — Cromossoma filadélfia

P13K — Phosphoinositide 3-kinase

PKA ou PKACc — Proteina cinase A ou Proteina cinase dependente do AMP ciclico
PKC — Proteina cinase C

PKG — Proteina cinase G

PIKK — Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase

RAF — Proteinas cinase da familia do fibrossarcoma acelerado
RAS — Proteinas cinase da familia do sarcoma de rato

RET — Recetor do fator neutrotréfico derivado de células gliais
RGC — Recetor de guanilil-ciclase

ROCK - Proteina cinase dependente da RhoA/Rho

ROS — Reactive oxygen species



RTK — Recetor de tirosina cinase

SRC - Proteina cinase da familia do sarcoma de Rous
STAT - Signal transducer and activator of transcription
STE — Cinases da cascata de ativagdo MAPK

STK — Serina/treonina cinase

STKI — Inibidor de serina/treonina cinases

TGF-o — Fator de transformacao de crescimento alfa
TK — Tirosina cinase

TKI — Inibidor de tirosina cinases

TKL — Tirosina cinase-like

VEGFR — Recetor do fator de crescimento endotelial vascular
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1 Introducao

Nas Ultimas décadas a melhor compreensdo dos mecanismos moleculares ajudou a
identificacdo de enzimas que podem ter responsabilidade na fisiopatologia do cancro e
de outras doencas. O crescente conhecimento na area da biologia molecular originou a
identificacdo de mutagdes com potencial de modificar a atividade de cinases
responsaveis pela fisiopatologia de varias doencas, identificando a familia das cinases
como importantes alvos terapéuticos. Esta evolucgdo serviu de impulso para um maior
investimento da industria farmacéutica na descoberta de novos farmacos inibidores de
cinases.

As proteinas cinases sdo responsaveis pela regulacdo de um grande nimero de vias de
transducdo de sinal nas células, através da fosforilacdo de residuos de serina, treonina
ou tirosina. Estas enzimas catalisam a transferéncia reversivel de um grupo y-fosfato de
uma molécula de adenosina trifosfato (ATP) para proteinas ou pequenas moléculas, por
exemplo lipidos, o que inicia uma alteracdo da sua atividade (figura 1). A fosforilacdo
acontece devido a ligacdo especifica do fosfato ao grupo aceitador dos aminoacidos
tirosina e/ou serina/treonina, o grupo hidroxilo (OH). A transferéncia do grupo fosfato
pela cinase necessita de um ido metélico divalente (Mg?* ou Mn?*) (1).

P .° .o .° -~ ° °
[ ATP ]
—

§ ADP
Cinase
Fosforilagao

Proteina alvo

Proteina alvo H

fosforilada

Tirosina efou
Serina/Treonina

Created in BioRender.com bio|

Figura 1 Fosforilacdo de uma Proteina Cinase

As cinases sdo moléculas sinalizadoras, funcionam como um comando das células,
quando ha fosforilacdo a célula “liga” e produz uma resposta. As cinases tém um papel
fundamental em diferentes funcdes celulares como sinalizacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia celular, angiogenese (processo de formagdo de novos vasos sanguineos),
apoptose (morte programada), regulacdo de reacGes metabdlicas e transporte
membranar, ou seja, na maioria dos processos celulares. De acordo com os Gltimos
dados, o “Kinoma” humano tem ~538 genes de proteinas, que estdo subdivididos em
familias tipicas e familias atipicas de cinases (2-5).

As mutacOes genéticas especificas (mutacBes driver) e a alteragdo na atividade das
cinases provocam, por vezes, comportamentos anormais nas células como a alteracéo
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do seu crescimento, divisdo, reparacdo e interagdo com outras células, levando a
proliferacdo celular desordenada e deixando de responder a apoptose. A sua
desregulacdo relaciona-se com a progressdo de doengas como cancro, doencgas
imunoldgicas, principalmente doencgas autoimunes e inflamatorias, neuroldgicas,
alérgicas e hematoldgicas (2).

No inicio dos anos 80, muitas cinases foram descobertas, porém o passar dos anos
revelou que estas eram apenas a “"ponta do iceberg”. A primeira estrutura
completamente resolvida de uma proteina cinase ativa foi a da proteina cinase A (PKA),
também chamada de proteina cinase dependente do AMP ciclico (PKAC), cuja estrutura
catalitica é muito conservada. A estrutura da PKA (figura 2) descrita por Knighton et
al. (6) revelou um arranjo bilobado, incluindo um lébulo N-terminal menor, contendo
cinco folhas g (amarelas), uma a-hélice reguladora conservada, bem como um lobulo
C-terminal constituido principalmente por a-hélices (vermelhas). A estrutura
encontrada evidenciou o sitio de ligagdo do ATP localizado entre os dois l6bulos (7).

N-terminal

C-terminal

Figura 2 Estrutura cristalografica do dominio cinase de PKA (PDB ID:2CPK)

Atualmente, existem cerca de 6017 estruturas cristalograficas correspondentes a 314
diferentes cinases, publicadas no PDB (Protein Data Bank) e KLIFS (Kinase-Ligand
Interaction Fingerprint and Structure) (8,9). A base de dados KLIFS divulga interac6es
entre cinases e ligandos, oferecendo informacéo valiosa sobre os residuos responsaveis
pela ligacdo de inibidores de cinases. Esta informacdo proporciona o melhor
reconhecimento de interac6es farmaco-enzima.

A regulacdo das cinases ja provou ser um alvo importante no desenvolvimento de novas
formas de tratamento. Em 2001, a aprovacao do farmaco imatinib (Gleevec ou Glivec®,
da Novartis) (figura 3) pela Food and Drug Administration (FDA), o primeiro inibidor
desenvolvido racionalmente para inibir uma tirosina cinase (Abelson leukemia, ABL) e
com grande sucesso comercial, demonstrou o potencial da terapia direcionada tendo
como alvo as cinases. Quando entrou no mercado, este farmaco obteve excelentes
resultados, como o aumento da taxa de sobrevivéncia dos doentes com leucemia
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mieloide cronica (LMC), tumores gastrointestinais e noutras doencas malignas
(envolvendo sobretudo mutacgdes).

Figura 3 Estrutura quimica do Imatinib

O sucesso do imatinib deve-se sobretudo a sua “falta de scletividade”. A
polifarmacologia do imatinib permitiu a sua utilizacdo noutras indicacdes além da
LMC, incluindo tumores do estroma gastrointestinal (GIST), sindrome
hipereosinofilica (HES), entre outras. O imatinib exerce a sua atividade inibitoria
blogueando a ligagdo do ATP ao sitio catalitico da proteina alterada BCR-ABL
(breakpoint cluster region-abelson leukemia) que desregula o funcionamento da célula,
tornando-a cancerigena. O mecanismo de inibicdo do imatinib estd representado na
figura 4.

Imatinib ~ Tirosina

Created in BioRender.com bio

Figura 4 Mecanismo de inibi¢do do Imatinib

Tirosina

A toxicidade, a resisténcia e a elevada probabilidade de recidiva aos tratamentos mais
comuns, como a quimioterapia e imunoterapia, aumentou o interesse numa nova forma
de tratamento com alvos especificos. A terapia direcionada as cinases tem o objetivo de
bloguear o crescimento e a propagacdo de células malignas sem causar a destruicéo das
células saudaveis (10). Esta forma de abordar o tratamento é revolucionaria na terapia
contra o cancro. A afinidade dos farmacos para as células tumorais aumenta a sua
eficacia e diminui os seus efeitos adversos, o que possivelmente aumenta a sua
seguranca.

O papel das cinases na regulacdo das func6es celulares ndo esta ainda completamente
compreendido, e espera-se que nos proximos anos cada vez mais cinases irdo surgir
como alvos terapéuticos, com potencial para o desenvolvimento de novos inibidores.
Um dos problemas dos inibidores de cinases € a resisténcia adquirida aos farmacos das
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primeiras geracGes, sendo, portanto, o desenvolvimento de novas geracfes critico. A
cura ainda esté longe, mas esta forma de tratamento podera estar um passo a frente do
cancro e mudar a perspetiva de doenca terminal para doenca cronica, aumentando a
esperanca média de vida dos doentes, assim como, a sua qualidade de vida.
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2 Familias de cinases

As proteinas cinases humanas sao um grupo amplo de enzimas que incluem 518
diferentes familias, ou 538 quando as cinases atipicas sdo consideradas (11,12). As
familias de cinases podem ser subdivididas em eucariotas convencionais (eukaryotic
Protein kinase ou ePK) ou atipicas (atypical Protein kinase ou aPK). As proteinas
cinase eucariotas sdo um grupo de enzimas em que a natureza do grupo OH fosforilado
pode ter origem numa cadeia lateral fendlica ou alcoolica, sendo divididas nas classes
tirosina cinases (TKSs) e serina/treonina cinases (STKSs), respetivamente. As TKs sdo
divididas em dois tipos de proteinas: as recetoras (RTK) e as ndo recetoras (NRTK). As
STKs sdo um grupo mais heterogéneo. As proteinas cinases de dupla especificidade
chamam-se hibridas pois catalisam a fosforilacdo de ambas as classes, por exemplo, a
familia MEK que fosforiliza residuos de tirosina e treonina (1,2,13).

As familias de cinases podem ser classificadas (tabela 1) pela comparagéo da sequéncia
de aminoacidos e estrutura conservada do dominio catalitico, incluindo: AGC (proteina
cinase A ou PKA, proteina cinase G ou PKG, e proteina cinase C ou PKC), CAMK
(cinases dependentes de céalcio/calmodulina), CK1 (caseina cinase 1), CMGC (cinase
dependente de ciclina ou CDK, proteina cinase ativada por mitogénio ou MAPK, cinase
glicogénio-sintase ou GSK e caseina cinase 2 ou CK2), STE (cinases da cascata de
ativacdo MAPK), TK (tirosina cinases), TKL (tirosina cinase-like) e RGC (recetor de
guanilil-ciclase) (14). Existe ainda um outro grupo que inclui todas as cinases que nao
se conseguem integrar na classificacdo dos grupos anteriores.

Tabela 1 Classificacdo das Familias de Cinases

Superfamilia Grupo Familias
AGC PDK, AKT/PKB, SGK, PKA, PKC, PKG, DMPK, GRK
CAMK CAMK1, CAMK2, CAMK3, CAMK4, CAMK5
CK1 TTBK, CK1, VRK
CMGC CDK, MAPK, CDKL, CLK, RCK, GSK
STE STE7/MEK/MAP2K, STE11/MAP3K, STE20/MAP4K
Proteinas cinases ALK/LTK, CSF-1R, EGFR/HER, FGFR, FLT3, PDGFR,
eucariotas TK RET, TRK, VEGFR, HGFR, NGFR, MET, KIT, IGF1R,

DDR, EPH, INSR, ABL, ACK, AXL, CSK, FES, FAK,
JAK, SYK, MET, ROR, SRC, SYK, TEC, TIE, TRK
TKL RAF, MLK
RGC
Outras AUR, MOS
PrOtZEZ?C‘;:ases PIKK mTOR
As proteinas cinases atipicas ndo partilham sequéncias com clara semelhanca as ePKs,
no entanto, apresentam atividade catalitica equivalente as cinases (15). Dentro deste
grupo, a familia mais estudada € a proteina alvo da rapamicina nos mamiferos (mTOR),
pertencente ao grupo phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase (PIKK) (16).
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As familias de cinases sdo um grupo de proteinas muito vasto, ha imensos exemplos de
cinases estudadas como alvos terapéuticos, sendo as TKs mais documentadas e
exploradas, de modo que surgiram inimeros inibidores, exemplificativamente, dos
seguintes alvos: recetores da familia HER/ErbB (Recetores do fator de crescimento
epitelial humano) e proteinas ndo recetoras ABL e JAK (Janus cinase). A escolha destas
familias teve em conta o numero extenso de farmacos aprovados que inibem toda a
familia HER, para doentes com tumores solidos, como o cancro do pulmao e da mama,
e a familia ABL, para o tratamento de doencas hematoldgicas. A inibicdo da familia
JAK tem sido outra estratégia popular para indica¢fes ndo oncoldgicas.

2.1 Recetores de tirosina cinase

Os recetores de tirosina cinase (RTKSs) apresentam uma estrutura com um dominio
extracelular que contém uma regido de ligacao ao ligando, uma regido transmembranar
e uma regido intracelular que contém o dominio tirosina cinase. Os membros da familia
dos RTKs sdo maioritariamente glicoproteinas monoméricas na sua forma inativa. Os
RTKs traduzem o sinal de ativacdo de proteinas para o citoplasma pela ligacao
extracelular de ligandos como a insulina e fatores de crescimento, o que induz a
interagd0  recetor-recetor de  estruturas idénticas (homodimerizacdo  ou
heterodimeizac&o) e a autofosforilagio dos residuos de tirosina. E importante referir
que os processos chave sdo a ligacdo do ligando ao recetor, a dimerizacdo do RTK e a
fosforilagdo dos residuos de tirosina (figura 5). Os residuos de tirosina fosforilados
geram uma ativacdo downstream das cascatas RAS/RAF/MEK/ERK ou MAPK e
PIBK/AKT/mTOR ou PI3K (17-19).
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Figura 5 Processo de ativagdo dos RTKs

Ativagao
downstream
de proteinas
intracelulares

A dimerizacdo dos RTKSs levam a ativacdo das proteinas intracelulares da familia do
sarcoma de rato (RAS) como NRAS, KRAS e HRAS, esta ativa as proteinas STKs da
familia do fibrossarcoma acelerado (RAF) como ARAF, BRAF e CRAF, iniciando-se,
assim uma cascata de fosforilacdo das proteinas MAPK (MEK e ERK). A ERK ¢é

19



responsavel pela transdugdo de sinal, contribuindo para a expressdo de genes
relacionados com a vascularizacao, invasao e metastizacdo do tumor. Uma das vias de
sinalizacdo também muito frequente é a sinalizacdo da via PI3K pela proteina RAS
responsavel pela homeostasia celular (20). Estes funcionam como segundos
mensageiros ativados por um processo de fosforilagio em cadeia, percursores da
transmissao do sinal do meio extracelular para o meio intracelular até ao nucleo (figura
6).
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Figura 6 Vias de sinalizacdo MAPK e PI3K
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2.1.1 Recetores do fator de crescimento epitelial humano

A familia HER/ErbB consiste em quatro recetores de tirosina cinase, incluindo HER1
(EGFR, ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) e HER4 (ErbB4). Todos os membros
da familia partilham uma estrutura genérica de uma glicoproteina membranar. A sua
estrutura (figura 7) consiste numa regido extracelular onde ocorre a ligacéo do fator de
crescimento, uma o-hélice transmembranar (TM) que une as regifes extra e
intracelulares do recetor e uma regido intracelular (19,21,22). A regido extracelular esta
dividida em quatro subdominios, os dominios | (L1) e Il (L2) ricos em leucina e
responsaveis pela ligagdo do ligando, e os dominios Il (CR1) e IV (CR2) ricos em
cisteina, o dominio Il é responsavel pela interacéo recetor-recetor. A regidao TM é movel
e influencia a estabilidade de algumas conformac6es. A regido intracelular contém um
dominio justamembrana (JM), um dominio tirosina cinase e uma cauda terminal
carboxilica (C-terminal). O dominio JM ¢é flexivel e tem responsabilidade na
dimerizag&o e ativacgdo das cinases.
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Figura 7 Dominios funcionais das proteinas da familia ErbB

A forma ativa das cinases da familia ErbB é um homodimero ou heterodimero formado
com um recetor diferente da familia, preferencialmente o HER2, proporcionando
amplificacdo e diversificacdo de vias de sinalizacdo (23). As cinases desta familia
desempenham um papel fundamental na regulacdo do crescimento, diferenciacdo e
sobrevivéncia de células epiteliais, mesenquimais, neuronais e dos seus precursores
indiferenciados (24). As cinases EGFR e HER2 sdo as mais conhecidas, devido ao seu
papel no desenvolvimento de alguns tipos de cancro, 0 EGFR no carcinoma do pulméo
de ndo pequenas células (CPNPC) e 0 HER2 no cancro da mama.

O gene EGFR localizado no cromossoma 7pl3 contém 28 exdes, codifica uma
glicoproteina da membrana plasmatica com 1210 aminoacidos, com aproximadamente
134 kDa (19). A dimerizagdo do EGFR é estimulada por ligandos extracelulares como
o fator de crescimento epitelial (EGF) e o fator de transformacédo de crescimento alfa
(TGF-a) no dominio extracelular, que levam a ativacao da atividade catalitica da cinase,
incluindo a ativagdo downstream de proteinas intracelulares.

Na figura 8 esta ilustrado o complexo ligando-recetor (EGF/EGFR), os dominios I, 1l e
I11 da regido extracelular estdo organizados na forma de um C e o EGF (laranja) liga-se
entre os dominios I e I1l. Dois EGFR (verde e azul) interagem entre os dominios Il de
cada recetor para formar a estrutura dimerizada (25,26). Este modelo de ativacéo da
cinase pela ligagdo de um ligando é essencial para a compreensdo do mecanismo de
acdo de anticorpos monoclonais dirigidos ao dominio extracelular destes recetores.
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Figura 8 Estrutura cristalografica do dimero EGF/EGFR (PDB ID:11VO)

O dominio catalitico do EGFR (figura 9) é constituido por dois I6bulos, o N-terminal e
0 C-terminal (27). O l6bulo N-terminal consiste em cinco cadeias  (amarelas) e uma
a-hélice, o C-terminal consiste, maioritariamente em a-hélices (vermelhas). O sitio de
ligagdo do ATP esté localizado entre os dois lobulos.

Figura 9 Estrutura cristalografica do dominio cinase do EGFR (PDB 1D:3VJO)

Nos casos de CPNPC é comum encontrar mutaces no EGFR. As mutacfes mais
frequentes no dominio da tirosina cinase sao a delecao dos aminoacidos leucina (L747),
arginina (R748), &cido glutdmico (E749) e alanina (A750) no exdo 19 (LREA) e a
substituicdo no exdo 21 (L858R), presentes em cerca de 45% e 40% dos doentes
mutados, respetivamente (28). As mutacdes LREA e L858R sdo responsaveis pelo
aumento da atividade da cinase e pela sua dimerizagdo espontanea. Estas mutacdes
desestabilizam a conformacdo do EGFR levando a autofosforilagdo da sua forma
dimerizada, consequentemente, a ativacdo de cascatas de sinalizacdo que inibem a
apoptose, 0 que resulta num aumento da sobrevivéncia das células cancerigenas e na
proliferacdo descontrolada das mesmas (19). A cascata de ativacdo MAPK ¢é
responsavel pela ativacao do ciclo celular no CPNPC. A cascata PI3BK/AKT/mTOR é
indiretamente ativada, causando a inibicdo da apoptose.
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O HER2 é uma glicoproteina membranar com 1255 aminodcidos, com
aproximadamente 138 kDa, com um dominio cinase estruturalmente idéntico ao EGFR
(figura 10). O gene que codifica esta proteina localiza-se no cromossoma 17. O HER?2
ndo é capaz de se ligar aos fatores de crescimento, uma vez que ndo é autbnomo,
necessita de outro membro da familia HER/ErbB de modo a formar heterodimeros.
Apesar de ndo se verificar especificidade de nenhum ligando para o recetor HER2, este
é o parceiro preferencial de dimerizacdo dos outros membros da familia.

Figura 10 Estrutura cristalografica do dominio cinase do HER2 (PDB 1D:3PP0)

A amplificacdo do HER2 é observada em 20-30% dos cancros da mama agressivos,
mas também, em varios outros tipos de cancro, como do estdbmago, dos ovarios e da
préstata. O numero de copias do gene aumenta e a sobreexpressdo do HER2 resulta no
desequilibrio de muitos mecanismos celulares porque o nimero de recetores HER2 na
célula cancerigena disponivel para formar heterodimeros aumenta, podendo ativar a
proliferacéo e sobrevivéncia celular e evitar a morte celular (29).

2.2 Proteinas nao recetoras de tirosina cinase

As proteinas ndo recetoras de tirosina cinase (NRTKs) fazem parte de cascatas de
ativacdo desencadeadas por recetores de proteinas cinases ou outros recetores celulares.
As NRTKs estdo localizadas normalmente no citoplasma, possuem um dominio tirosina
cinase e dominios onde se ligam proteinas, lipidos e o acido desoxirribonucleico
(ADN). As suas estruturas sdo muito diversas. As familias mais comuns deste grupo de
proteinas incluem: cinase ABL, proteina cinase da familia do sarcoma de Rous (SRC),
janus cinase (JAK), RAS e RAF.

2.2.1 Cinase Abelson leukemia

O gene BCR-ABL (Breakpoint Cluster Region-Abelson Leukemia) tem origem na
translocacdo reciproca entre os cromossomas 9 e 22. A fusdo dos genes BCR e ABL
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formam o cromossoma Filadélfia (PH). Este gene mutante é responsavel pela produgédo
da proteina de fusdo BCR-ABL, com atividade tirosina cinase, que contém o dominio
N-terminal de BCR e o dominio C-terminal de ABL. As duas principais isoformas da
proteina BCR-ABL sdo p210B8CR-ABL @ n190BCR-ABL com peso molecular de 210kDa e
190 kDa, respetivamente, e funcdo variavel. A isoforma expressa pelo gene mutado
depende do ponto de rutura do gene BCR, portanto diferem no tamanho deste, mas
todas contém os exdes 2-11 do gene ABL. A isoforma mais frequente nos casos de
LMC é a p210BCR-ABL ocorre quando a regido de quebra se localiza entre os exdes 12 e
16 do gene BCR. A isoforma p190B8CR-ABL est4 presente maioritariamente nos casos de
leucemia linfoblastica aguda (LLA) e ocorre quando a regido de quebra ocorre no exao
1 do gene BCR (30).

No N-terminal de BCR encontra-se o dominio de dimerizacdo (DD), o dominio
catalitico serina/treonina e o dominio de homologia do fator de troca de nucle6tidos de
guanina (RHO/GEF), com papel na ativacdo das proteinas da familia RAS que é
responsavel pela ativagédo de fatores de transcricdo. No C-terminal de ABL situam-se
0s dominios com homologia SRC (SH1-SH3), o dominio SH1 corresponde a tirosina
cinase e os dominios SH2 e SH3 s&o reguladores e responsaveis pela interagdo com
outras proteinas (figura 11). A estrutura da familia ABL e SRC mostraram semelhanga
geral das estruturas reguladoras, mostrando a conservacdo dos dominios reguladores
entre familias. A maioria do I6bulo N-terminal da proteina ABL € removido pela fuséo
das proteinas BCR-ABL, incluindo o dominio myristoyl, como consequéncia a proteina
perde a autorregulacdo negativa da atividade catalitica da cinase. Normalmente a
fosforilagdo é controlada pela sequéncia reguladora do N-terminal de ABL que €
substituida pela sequéncia de BCR na formacdo da proteina BCR-ABL, pelo que o
dominio tirosina cinase é ativado, constitutivamente, por esta (31).

BCR ABL
N-terminal = - SH3 SH2 SH1 — C-ferminal
[ J1 J L J1 |
DD Dominio RHO/GEF Dominio Locais de
serina/treonina tirosina lipagdo
cinase cinase (nicleo, DNA,

actina)

Figura 11 Dominios funcionais da proteina BCR-ABL

A estrutura da ABL (figura 12), da proteina de fusdo BCR-ABL, revela os dominios
SH2 (roxo) e SH3 (azul) responsaveis pela autorregulacdo da funcdo catalitica, o
dominio tirosina cinase. Na figura estéo destacados o sitio de ligacdo do ATP entre 0s
I6bulos N-terminal e C-terminal, e o myristoyl pocket no C-terminal (32,33).
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myristoyl pocket

Figura 12 Estrutura cristalografica dos dominios SH1, SH2 e SH3 da ABL (PDB
ID:2FO0)

O cromossoma PH foi reconhecido na fisiopatologia da LMC e esta presente em 15%
dos doentes adultos diagnosticados com leucemia (34). A proteina BCR-ABL exibe
uma atividade de tirosina cinase desregulada, sendo responsavel pela inibicdo da
apoptose e, consequentemente do aumento da proliferacdo e sobrevivéncia das células
malignas. A proteina ABL € expressa nas celulas-tronco hematopoiéticas, no caso da
LMC as células-tronco sofrem uma transformacéo maligna, causando sobreexpreséo de
granulécitos alterados, com vantagem proliferativa (35). Com base na importancia do
cromossoma PH e do gene BCR-ABL para a carcinogénese da LMC, o objetivo da
investigagcdo de novos farmacos é a terapia direcionada a células que contenham o
transcrito BCR-ABL.

2.2.2 Janus Cinases

A familia JAK inclui 4 membros JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2. Esta possui ~1100
aminoacidos e a sua estrutura, Unica dentro da familia de NRTKS, consiste em 7
dominios homdlogos (JH1, JH2, JH3, JH4, JH5, JH6, JH7) (36). O centro ativo localiza-
-se no dominio cinase (JH1) do C-terminal. O dominio pseudocinase (JH2) regula a
atividade da cinase através da sua interacdo com JH1, apesar de ndo ter atividade
catalitica (37,38). No N-terminal encontra-se o dominio FERM, assim denominado
devido a sua homologia com a familia de proteinas ERM (ezrina, radixina e moesina),
é responsavel pela ligacdo ao dominio intracelular de proteinas recetoras de citocinas.
Entre o dominio FERM e o dominio pseudocinase esta o dominio com homologia SRC
(SH2), também responsavel pela ligacao aos recetores de citocinas (Figura 13).
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Figura 13 Dominios funcionais da familia de proteinas JAK

A estrutura do dominio tirosina cinase da JAK (figura 14) contém um I6bulo N-terminal
e um lébulo C-terminal, tal como as outras cinases. Resumindo, contém um I6bulo N-
terminal pequeno constituido por cinco folhas B (amarelas) e uma a-hélice, e um I6bulo
C-terminal maior constituido principalmente por a-hélices (vermelhas). Entre os dois
I6bulos encontra-se o sitio de ligacdo do ATP, um pocket hidrofobico capaz de ligar-se
a base da adenina (39).

Figura 14 Estrutura cristalogréfica do dominio cinase da JAK1 (PDB ID:3EYG)

Quando os recetores de citocinas sdo ativados pelos ligandos extracelulares sofrem
dimerizacdo, consequentemente, aproximam as JAK permitindo a fosforilacdo do
dominio tirosina cinase das JAK e do proprio recetor. As JAK ligam-se a regiao
intracelular dos recetores da membrana celular. Os residuos de tirosina fosforilados da
JAK possibilitam a ligacdo de um substrato, a proteina signal transducer and activator
of transcription (STAT), permitindo a transferéncia do grupo fosfato para esta, sendo
responsavel pela sua dimerizacdo. A proteina STAT dimerizada liga-se ao ADN no
nucleo da célula, ativando, deste modo, a transcri¢do de genes que desempenham um
papel fundamental na proliferacéo, diferenciacéo e apoptose (37).

A via JAK/STAT (Figura 15) esta envolvida no crescimento, neurodesenvolvimento,
hematopoiese e nas respostas inflamatdrias e imunes. A existéncia de uma anomalia na
proteina JAK poderd causar inflamagdo ou imunossupressdo, na medida em que 0s
principais processos estimulados por esta via sdo a sinalizacéo e producéo de citocinas
pré-inflamatorias e de células do sistema imunitario. Sendo a familia JAK uma familia
de proteinas intracelulares com responsabilidade na transdugdo do sinal de citocinas,
uma estratégia promissora de tratamento tendo como alvo estas cinases pode ser
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benéfico em doencas inflamatorias e autoimunes, incluindo artrite reumatoide, artrite
psoriatica, mielofibrose e colite ulcerosa.
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Figura 15 Sinalizag&o de citocinas através da via JAK/STAT
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3 Modulacao das cinases

As principais abordagens terapéuticas envolvidas na modulacdo das cinases sao
baseadas no uso de pequenas moléculas inibidoras de cinases (small-molecule kinase
inhibitors), e anticorpos monoclonais (monoclonal antibodies ou mAbs). O baixo peso
molecular das pequenas moléculas permite que atravessem a membrana plasmatica. Em
oposi¢do, 0os mAbs sO conseguem atuar no dominio extracelular de recetores
membranares devido ao seu elevado peso molecular. Para além disso, as pequenas
moléculas tém maior vantagem custo-eficacia e sdo de administracdo oral diéria,
enquanto que 0s mAbs tém uma semi-vida maior e sdo administrados principalmente
por via intravenosa (40). A maioria dos inibidores de cinases sdo pequenas moléculas
que inibem a atividade catalitica no dominio cinase através de moléculas ATP-
miméticas ou alostéricas (10).

O desenvolvimento de inibidores de cinases € um grande desafio uma vez que um
farmaco pode ter vérias cinases como alvo, devido a conservacdo dos dominios cinase.
Quando ndo se verifica especificidade a esperanca do tratamento ser eficaz é
normalmente menor. A melhor estratégia sera encontrar inibidores de cinases que sejam
especificos de um unico alvo, de uma doenga em particular.

A introducdo de grandes bases de dados sobre as especificidades dos inibidores das
proteinas cinase levou a descoberta de que muitas moléculas desenhadas para inibir
apenas uma cinase em particular, também inibiam outras. A promiscuidade de algumas
moléculas € uma vantagem, na medida que podem ser utilizadas em tipos diferentes de
cancro, mesmo que originalmente a investigacao se tenha focado num alvo especifico.
Por exemplo, a atividade do imatinib em varias cinases possibilitou a sua aplicacdo em
diferentes indicagcdes como LMC com translocacdo BCR-ABL, GIST com alteragéo do
recetor do fator de crescimento de células estaminais (KIT) e HES com o recetor do
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) desregulado.

A polifarmacologia de um inibidor de cinase hormalmente esté associada a inibicao de
cinases que sdo estruturalmente muito semelhantes ou da mesma familia, o que pode
aumentar a eficacia do farmaco, mas também os efeitos adversos, em determinados
casos. O farmaco afatinib inibe o EGFR e o HER2 no cancro do pulméo, este
mecanismo de a¢cdo mais alargado poderia demonstrar maior eficacia, mas nao existem
dados que o comprovem (41). Porém, o tratamento com afatinib teve uma maior
frequéncia de diarreia e erupcdo cutanea, quando comparado com o gefitinib. No
entretanto, estes efeitos adversos podem ser minimizados com uma reduc¢éo da dose do
afatinib, caso necessario (42).

Para além da especificidade, estas moléculas devem ter afinidade para se conseguirem

ligar a cinase pelo maior periodo de tempo possivel. Todas as cinases necessitam de
ATP, sabendo que a ligacdo do ATP é imprescindivel para o funcionamento das
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proteinas, quando o sitio de ligacdo do ATP é bloqueado é promovida a forma inativa
da enzima inviabilizando a fosforilacdo. O problema esta na enorme quantidade de
moléculas de ATP que competem com uma Unica molécula pelo sitio de ligacdo na
cinase, para ultrapassar este desafio o farmaco devera ter uma interacdo/ligacdo mais
forte ao dominio cinase do que ao ATP.

3.1 Estrutura do dominio catalitico

O conhecimento da estrutura das cinases é a chave para 0 sucesso, assim € importante
identificar as carateristicas necessarias para a ligacdo dos inibidores. A estrutura de
todas as proteinas cinase partilham um dominio cinase muito semelhante. As trés
funces principais desde dominio sdo: 1) ligacdo da molécula doadora do grupo fosfato
(ATP), em complexo com o ido metalico necessario a fosforilacdo (Mg?* ou Mn?*); 2)
ligagdo do substrato alvo (proteina ou lipido) e 3) transferéncia do y-fosfato do ATP
para o grupo OH aceitador, do residuo de tirosina ou serina/treonina do substrato (43).

O dominio cinase (ou dominio catalitico) é uma estrutura conservada com ~250-300
aminoacidos muito importante para a comunicacao celular (43). O dominio cinase é
uma estrutura bilobada, sendo formado pelos l6bulos N-terminal e C-terminal, ligados
por uma regido flexivel o hinge (44,45). O sitio de ligacdo do ATP (figura 16) esta
localizado entre os dois I6bulos. O anel duplo de adenina do ATP forma ligacGes
hidrofébicas com o hinge.

O N-terminal é o I6bulo mais pequeno e consiste em cinco cadeias B (f1-f5) e uma a-
hélice (aC-heélice; vermelha). O loop de ligacdo do ATP (P-loop; azul) é uma alca
flexivel rica em glicina (GxGx®GV) que liga as cadeias Bl e p2 do N-terminal (o
aminoacido @ refere-se a um residuo hidrofobico). O aminoéacido valina (V) do P-loop
é responsavel por uma interacdo hidrofébica com o ATP e com muitos inibidores de
cinases. As mutagGes no P-loop modificam a sua flexibilidade e perturbam a
conformacao necessaria para a ligacdo de alguns farmacos. O aminoéacido lisina (K) que
pertence a sequéncia conservada AxK, da cadeia B3, é conservado. A aC-hélice também
tem um aminoacido conservado, o glutamato (E). A orientacdo da aC-hélice difere entre
a conformacdo inativa e a conformacdo ativa, necessaria para a atividade catalitica. No
estado ativo, designado aC-hélice-in, a aC-hélice estéa orientada para o sitio de ligacao
do ATP, o grupo a-fosfato liga-se ao aminoécido B3-lisina, que por sua vez forma uma
ligacdo i6nica com o aminoacido aC-glutamato, estabilizadora da conformacdo ativa
(44,45).

O C-terminal ¢é o l6bulo maior e consiste em seis a-hélices (aD-al, aEF1 e aEF2) e
quatro pequenas cadeias B (B6-B9), um loop de ativacdo e um loop catalitico. O loop de
ativacéo (turquesa) pode adotar uma conformagéo fechada ou aberta. A funcionalidade
da cinase depende da conformacéo aberta ativa. O loop de ativacdo varia no tamanho e
sequéncia de aminodcidos entre as familias de cinases. No entanto, comega sempre com
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uma triade de aminodcidos conservada denominada DFG (aspartato, fenilalanina e
glicina). A proteina cinase encontra-se ativa quando os elementos do dominio cinase
criam um ambiente propicio para a transferéncia do fosfato, dependendo da posicéo e
orientacdo do aspartato (D) da regido DFG. Na conformacgéo inativa, designada DFG-
out, o aspartato bloqueia o sitio de ligacdo do ATP. Enquanto na conformacdo ativa,
designada DFG-in, o aspartato ocupa um pocket posterior hidrofébico adjacente ao sitio
de ligagdo do ATP. Uma mutagéo no loop de ativacdo pode desestabilizar o balango
energético necessario para manter a conformacdo fechada e assim favorecer a
conformagéo aberta. O cofator do ATP (Mg?*; roxo) esté representado como esferas na
figura 16. O grupo y-fosfato liga-se ao primeiro Mg?* que orienta o aspartato (D) da
triade DFG, enquanto o segundo Mg?* liga-se a asparagina (N), aminoacido localizado
no fim do loop catalitico (6/p7). O aminoécido aspartado (D) da sequéncia conservada
HRD do loop catalitico funciona como uma base de Bronsted-Lowry, aceitadora do
protdo do grupo OH do substrato tirosina e/ou serina/treonina promovendo o ataque
nucleofilico ao y-fosfato (44,45).

Loop de
7/ ativagao

Figura 16 Visado geral do sitio de ligacdo do ATP da cinase PKA (PDB ID:1ATP)

3.2 Estratégias de inibicao das cinases

Os inibidores de cinases podem ser classificados segundo o seu mecanismo de acéo,
especificamente através da conformacdo da cinase necessaria para ocorrer a ligagdo do
inibidor no caso das pequenas moléculas. Podem classificar-se em inibidores ATP-
mimeéticos, quando competem com o ATP, ou alostéricos.
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A tabela 2 resume a classificagdo dos inibidores segundo Roskoski (45). Os inibidores
de cinases sao divididos nos grupos de inibidores reversiveis (Tipo I, 122, 11, 111, IV e V)
e irreversiveis (VI). Os Tipo 1% e 1l sdo ainda divididos nos subtipos A e B. Os farmacos
do subtipo A sdo os inibidores que se estendem para o pocket posterior do sitio de
ligacdo do ATP (em direcdo a aC-hélice), o que significa maior tempo de vida do
complexo farmaco-alvo e maior atividade farmacologica, sendo que esta sO persiste
quando o farmaco esta ligado. Por exemplo, os inibidores do recetor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR), sorafenib (figura 17) e sunitinib (figura 18),
aprovados pela FDA e pela European Medicines Agency (EMA), com indicacgdo para o
tratamento do carcinoma de células renais (CCR) diferem na dura¢do do contacto com
a cinase. O sorafenib é um inibidor Tipo IlA (figura 19) que permanece em contacto
com a cinase durante 64 minutos, enquanto que o sunitinib (figura 20) € um inibidor
Tipo 11B que permanece menos de 2,9 minutos em contacto (45,46).
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Figura 17 Estrutura quimica do ) o
Sorafenib Figura 18 Estrutura quimica do

Sunitinib

Figura 19 Estrutura cristalografica  Figura 20 Estrutura cristalografica do
do VEGFR?2 ligado ao Sorafenib VEGFR?2 ligado ao Sunitinib (PDB
(PDB ID:4ASD) ID:4AGD)

A regido entre os lIébulos N-terminal e C-terminal forma um pocket frontal e um pocket
posterior (gate area e back cleft). A modelacédo do perfil de seletividade e de poténcia
no desenvolvimento de novos farmacos pode ser afetada pelo aminoacido que controla
a entrada no pocket posterior hidrofébico, o gatekeeper. O tamanho e formato do pocket
posterior do sitio de ligacdo do ATP depende da natureza do gatekeeper. Quando o
aminoacido é volumoso ocupa esse espaco ficando a pocket posterior mais pequeno. Se
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0 gatekeeper for pequeno concede acesso a este pocket. O pocket posterior podera ser
um excelente alvo para aumentar a seletividade do farmaco e levar a diminuicéo dos
efeitos adversos. O desenho de farmacos que se podem ligar aos varios pockets é uma
estratégia para aumentar a sua afinidade (45).

Tabela 2 Classificacéo dos Inibidores de Cinases, adaptado de (10,47,48)

Classificacao Mecanismo de acdo Exemplos
Ligacdo a forma ativa da Dasatinib, Erlotinib, Gefitinib,
Tipo | cinase DFG-in, aC-hélice-in, Palbociclib, Pralsetinib, Fostamatinib,
no sitio de ligacdo do ATP Selpercatinib, Vandetanib
Ligacdo a forma inativa da
Tipo 1A .cinase' DFG-in, Dabra.fe.nib, Erdaf?ti.nib, Infigratini.b,
no sitio de ligacdo do ATP, Lapatinib, Lenvatinib, Vemurafenib

que se estende para o pocket posterior

Abemeciclib, Alectinib, Brigatinib,
Ceritinib, Crizotinib, Entrectinib,
Erlotinib, Lorlatinib, Palbociclib,
Ribociclib, Tepotinib, Tofacitinib

Ligacdo a forma inativa da
Tipo 142B cinase DFG-in,
no sitio de ligacdo do ATP

Ligacdo a forma inativa da
cinase DFG-out,
no sitio de ligacdo do ATP,
que se estende para o pocket posterior
Ligacdo a forma inativa da cinase
Tipo 11B DFG-out,

Imatinib, Nilotinib, Pexidartinib,
Ponatinib, Ripretinib, Sorafenib,
Tivozantinib

Tipo 1A

Bosutinib, Gilteritinib, Nintedanib,

no sitio de ligacdo do ATP Sunitinib
Ligagdo alostérica a cinase
Tipo I aC-hélice-out, Trametinib, Selumetinib, Cobimetinib,
no pocket adjacente Binimetinib
ao sitio de ligagdo do ATP
. Ligacdo alostérica num pocket fora L
Tipo IV do sitio de ligacdo do ATP Asciminib
Tipo V Ligacéo b_ivalp:nte _em dois locais de
ligacdo diferentes
Acalabrutinib, Almonertinib, Afatinib,
Tipo VI Ligac&o covalente com aminoacidos Dacomitinib, Ibrutinib, Tirabrutinib,

nucleofilicos Olmutinib, Neratinib, Mobocertinib,
Osimertinib, Zanubrutinib

No passado, a estratégia inicial foi o desenho de compostos que poderiam mimetizar a
ligacdo do ATP a cinase. Os inibidores Tipo | ligam-se ao sitio de ligacdo do ATP na
forma ativa da cinase, tanto a triade DFG como a aC-hélice estdo na sua conformacao
“in”. Estes inibidores sdo ATP-miméticos, a porcdo central da estrutura quimica
(purina) imita as ligacGes de hidrogénio formadas entre o hinge e o anel adenina do
ATP, normalmente ligam-se no pocket frontal. Estes inibidores possuem acéo
bloqueadora por meio da inibicdo competitiva com o ATP. A seletividade destes
farmacos é baixa devido a conservacdo da forma ativa da cinase. O gefitinib, erlotinib
e icotinib, derivados de quinazolina, sdo exemplos de inibidores reversiveis do EGFR
de primeira geracdo, que demonstraram eficicia contra a delecdo no exdo 19 e a
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substituicdo no exdo 21 (L858R) do EGFR. O gefitinib (figura 21) liga-se ao sitio de
ligacdo do ATP na forma ativa do EGFR, formando uma ligacdo de hidrogénio com o
aminoacido M793 do hinge (figura 22) (49).
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Figura 21 Estrutura quimica do
Gefitinib

Figura 22 Estrutura cristalogréfica do
EGFR ligado ao Gefitinib (PDB
ID:2ITY)

Os inibidores Tipo Il inibem a cinase na sua conformag&o inativa DFG-out, no sitio de
ligacdo do ATP. Esta conformagdo abre um pocket hidrofobico adicional que fica
acessivel a um ligando hidrofilico do farmaco. Esta solucdo ganhou popularidade
através da aprovacdo do imatinib, que inibe as cinases devido a sua estabilizagcdo na
conformacdo inativa. O imatinib (inibidor Tipo IIA, figura 3) é um inibidor de tirosina
cinase (TKI) de primeira geracao, € um derivado de 2-fenilaminopirimidina que inibe
as cinases PDGFR, BCR-ABL e KIT. O imatinib liga-se através de ligagdes de
hidrogénio ao hinge no residuo M318, ao residuo gatekeeper T315, & aC-hélice no
residuo E286, a regido DFG no residuo D381 e através de uma ligacdo bidentada aos
residuos H361 e 1360 (figura 23) (50).

Figura 23 Estrutura cristalografica da ABL ligada ao Imatinib (PDB ID:11EP)
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A cinase apresenta muitas conformacbes possiveis, e um grande numero de
conformac6es intermédias foram descritas. Alguns autores introduziram uma categoria
intermédia para classificar os farmacos que inibem estas conformacdes, no entanto nao
h& uma definicdo clara. Estes inibidores do Tipo 1% inibem uma conformacdo inativa,
normalmente excluem as conformacdes DFG-out. O dabrafenib (inibidor Tipo 1%2A,
figura 24) inibe a proteina cinase BRAF numa conformagdo DFG-in. No entanto, a aC-
hélice esta orientada para fora (aC-hélice-out), quebrando a ligagdo dos residuos 3-
lisina e aC-glutamato, gerando uma cinase inativa (figura 25). O dabrafenib liga-se ao
BRAF-V600E através de ligagcdes de hidrogénio com o aminoacido C532 do hinge,
K483 da cadeia B3 e F595 da triade DFG (51). Esta estratégia oferece maior seletividade
para inibidores que induzem mudancas estruturais, para l4 do DFG-in ou DFG-out.

Figura 24 Estrutura /
quimica do Dabrafenib f‘
Figura 25 Estrutura cristalografica do BRAF-
V600E ligado ao Dabrafenib (PDB 1D:4XV?2)

A

Os inibidores Tipo 111 ligam-se num pocket alostérico adjacente ao sitio de ligagdo do
ATP. Essa inibicdo é chamada de ndo competitiva, pois o0 ATP e o inibidor podem
ambos estar ligados a cinase simultaneamente. Como estes inibidores exploram sitios
de ligacdo exclusivos de uma cinase em particular possuem maior seletividade. O
cobimetinib (inibidor Tipo 11, figura 26) demonstrou eficacia, poténcia e seletividade
para o tratamento do melanoma com as mutacdes BRAF-V600E e V600K, em
combinacdo com o vemurafenib. Este inibidor seletivo das cinases MEK1/2 liga-se a
B2-lisina (K97) através de uma ligacdo de hidrogénio (figura 27). O impedimento
estérico dos ciclos aproxima a amida do loop catalitico, os aminoacido D190 e N195
ligam-se ao farmaco e ao ATP (52). O cobimetinib estabiliza a forma inativa da
MEKZ1/2, resultando na obstrucédo do sitio de ligacdo do substrato.
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Figura 26 Estrutura
quimica do Cobimetinib

Figura 27 Estrutura cristalografica da MEK1
ligado ao Cobimetinib (PDB ID:4AN2)

Os inibidores Tipo 1V, tal como os do Tipo 111, sdo inibidores alostéricos. Estes podem
ligar-se num pocket alostérico fora do sitio de ligacdo do ATP, no dominio catalitico.
O asciminib (figura 28), aprovado pela FDA, em 2021, foi desenhado para ultrapassar
amutacdo T315I, resistente aos inibidores de BCR-ABL de primeira e segunda geracgéo.
Este farmaco interage com o myristoyl pocket, que esta envolvido na autorregulagéo da
atividade catalitica da cinase. Este pocket abre porque o dominio myristoyl, que
estabiliza a cinase na forma inativa, é perdido na fusdo de BCR-ABL. O asciminib, que
se liga ao pocket myristoyl, imita 0 dominio myristoyl e restabelece a forma inativa da
cinase. A inibicdo alostérica é provavelmente a solucdo para as limitagcbes de
seletividade dos inibidores competitivos com o ATP, dos efeitos adversos devido a
inibicdo ndo especifica de outras cinases e de resisténcia a mutagdes adquiridas ao nivel
do dominio catalitico. A comibinacdo do asciminib com um inibidor competitivo com
0 ATP poderéa suprimir a resisténcia no pocket myristoyl (figura 29) (53,54).

Figura 28 Estrutura quimica do
Asciminib

Figura 29 Estrutura cristalogréfica de
ABL ligado ao Nilotinib e ao Asciminib
(PDB ID:5M04)
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Os inibidores Tipo VI formam ligagOes covalentes com a cinase alvo. A segunda
geracdo de inibidores do EGFR, afatinib e dacomitinib, liga-se covalentemente ao sitio
de ligacdo do ATP e demonstraram atividade farmacoldgica superior ao gefitinib. No
entanto, ligam-se a0 EGFR wild-type que pode ser a causa de diarreia e erupgao cutanea,
limitando as doses clinicas utilizadas. O osimertinib (figura 30) é o tratamento
preferencial de primeira linha do CPNPC para doentes com a mutagdo T790M. Este
composto é um inibidor covalente do EGFR de terceira geragdo. O osimertinnib forma
uma ligacao de hidrogénio com o aminoacido M793 e uma ligacdo covalente com C797
do hinge, do sitio de ligacdo do ATP do EGFR (figura 31) (55).
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Figura 30 Estrutura quimica do
Osimertinib

Figura 31 Estrutura cristalogréafica do
EGFR ligado ao Osimertinib (PDB
ID:4ZAU)
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4 Farmacos aprovados

Nos anos 90, foram aprovados farmacos inibidores de cinases sem o conhecimento das
suas proteinas alvo. O fasudil (Eril®, da Asahi Kasei Pharma) tem indicacao para uso
no vasoespasmo cerebral e foi aprovado no Japédo, em 1995, e mais tarde na China. No
entanto, ndo tem aprovagdo nos EUA ou na Europa. E um inibidor da proteina cinase
dependente da RhoA/Rho (ROCK), mas também de outras cinases da familia AGC. A
sua capacidade de inibi¢cdo da ROCK foi descrita s6 em 1997 (56).

A aprovacdo do teste de diagnostico HercepTest® e do trastuzumab (Herceptin®, da
Roche) pela FDA, em 1998, revolucionou o tratamento do cancro da mama. O
HercepTest® foi desenvolvido para a dete¢do do biomarcador HER2. O Trastuzumab
foi o primeiro mAb concebido para reconhecer o HER2, bem como o primeiro
codesenvolvido com um teste de diagnostico (57). Este anticorpo interage com 0s
recetores HER2 bloqueando a sinalizacdo celular desregulada. Em 2020, a FDA
aprovou o margetuximab (Margenza®, da Macrogenics), um mAb com indica¢do em
associagdo com quimioterapia tal como o trastuzumab.

O lapatinib (Tyverb®, da GSK) foi aprovado pela FDA, em 2007, para o cancro da
mama devido a sua capacidade de dupla inibicdo do HER2 e do EGFR. O neratinib
(Nerlynx®, da Puma Biotecnology) e o tucatinib (Tukysa®, da Seattle Genetics) séo
inibidores do HER2 de segunda geracdo com maior poténcia e especificidade, tendo
sido aprovados pela FDA para o cancro da mama, em 2017 e 2020, respetivamente.

O sirolimus (Rapamicina ou Rapamune®, da Pfizer) é um composto natural obtido a
partir da bactéria Streptomyces hygroscopius. Foi descoberto em 1972, inicialmente
como agente antifungico (44). Muitos anos depois, descobriu-se que possuia atividade
imunossupressora, e, em 1999, foi aprovado pela FDA com indicacdo para doentes
transplantados na manutencdo para prevencao de rejeicdo (58). O seu mecanismo de
acdo assenta na formacéo intracelular do complexo sirolimus-FKBP12 que inibe a
MTOR, envolvida na proliferacdo da populacdo linfocitaria (células responsaveis por
atacar o 6rgdo transplantado).

A descoberta do imatinib (Gleevec ou Glivec®, da Novartis) nos laboratérios Ciba
Geigy, nos anos 90, conduziu ao primeiro ensaio clinico, em 1998, e a sua aprovacao
pela FDA para o tratamento de LMC causada pela translocagdo BCR-ABL, em 2001, e
posteriormente para outras indicacdes devido a sua seletividade para as familias
PDGFR e KIT (59). O imatinib foi o primeiro farmaco desenhado racionalmente para
inibir uma cinase especifica para tratar uma doenga, e, portanto, é entendido como
pioneiro na descoberta de inibidores de cinases. Na sequéncia do imatinib, foram
aprovados o nilotinib (Tasigna®, da Novartis), o dasatinib (Spraycel®, da Bristol
Myers Squibb), o bosutinib (Bosulif®, da Pfizer), o ponatinib (Iclusig®, da
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Incyte/Takeda) e o asciminib (Scemblix®, da Novartis) com alvo a proteina BCR-
ABL, este tltimo aprovado pela FDA, em 2021.

Muitos farmacos estdo aprovados para o tratamento do CPNPC, causado pela
variabilidade de mutacdes nos genes EGFR, ALK, ROS, BRAF, NTRK e MET. Esta
diversidade revela a importancia da caracterizagdo molecular dos tumores. As mutacgdes
do EGFR séo as mais comuns. Em 2003, foi aprovado pela FDA o gefitinib (Iressa®,
da AstraZeneca) para o tratamento do CPNPC, sendo o primeiro inibidor do EGFR a
receber autorizacgdo de introducdo no mercado (AIM). Em 2005, a FDA restringiu 0 uso
do gefitinib por ndo ter demonstrado aumento da sobrevivéncia média global no estudo
ISEL (60). Em 2004, o erlotinib (Tarceva®, da Roche) recebia aprovacdo pela FDA.
Devido ao aparecimento de resisténcias a estes inibidores, foram aprovadas novas
geracBes de farmacos. Os inibidores covalentes de segunda geracdo, o afatinib
(Giotrif®, da Boehiringer Ingelheim) e o dacomitinib (Vizimpro®, da Pfizer) e de
terceira geracdo o osimertinib (Tagrisso®, da AstraZeneca) com seletividade para a
mutacéo resistente T790M. Em 2021, a FDA aprovou o mobocertinib (Exkivity®, da
Takeda) desenhado para inibir o EGFR com mutacdes no exao 20.

O crizotinib (Xalkori®, da Pfizer) foi o primeiro inibidor da cinase do linfoma
anaplasico (ALK) aprovado pela FDA para o CPNPC, em 2011, também tem atividade
contra as cinases TK das familias: reactive oxygen species (ROS) e mesenchymal-
epithelial transition factor (MET). Os doentes tratados com crizotinib desenvolvem
resisténcia, que muitas vezes conduz a recidiva no sistema nervoso central. A segunda
geracéo de inibidores ALK, desenvolvidos para dar resposta a estas mutagdes, incluem
o ceritinib (Zykadia®, da Novartis), o alectinib (Alecensa®, da Roche) e o brigatinib
(Akunbrig®, da Takeda) aprovados pela FDA, em 2014, 2015 e 2017, respetivamente.
Os inibidores ALK foram desenvolvidos até a terceira geracéo, o lorlatinib (Lorviqua®,
da Pfizer) é o mais recente, aprovado em 2018. O alectinib, brigatinib e lorlatinib séo
considerados na guideline National Comprehensive Cancer Network (NCCN) como
tratamento preferencial de primeira linha de tratamento. Em primeira linha também se
podem usar o ceritinib e o crizotinib (28). Um dos problemas que se coloca é a defini¢cdo
da melhor sequéncia terapéutica para poder maximizar os resultados em cada doente.

Recentemente, foram aprovados para o tratamento do CPNPC outras moléculas
inibidoras de cinases com alvo a mutacdo MET, o capmatinib (Tabrecta®, da Novartis)
e o tepotinib (Tepmetko®, da Merck) aprovados pela FDA, em 2020 e 2021,
respetivamente; e os inibidores do recetor do fator neutrotréfico derivado de células
gliais (RET), o selpercatinib (Retevmo®, da Lilly) e o pralsetinib (Gavreto®, da Roche)
aprovados pela FDA, em 2020.

Os inibidores que atuam na angiogénese sdo uma estratégia de tratamento muito
importante e sdo aplicaveis a varios tipos de tumores proporcionando a destruicdo da
vascularizagdo do tumor, havendo assim um controlo metastatico. A evidéncia mais
concludente da eficacia das terapias antiangiogénicas, mais especificamente anti-
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VEGFR, vem do sucesso do anticorpo bevacizumab (Avastin®, da Roche), aprovado
pela FDA para tratar diferentes tumores solidos, em 2004. A via da angiogénese pode
ser inibida através das cinases VEGFR, PDGFR, KIT, FGFR e MET (2). Os primeiros
exemplos sdo o sorafenib (Nexavar®, da Bayer) e o sunitinib (Sutent®, da Pfizer),
inibidores de vaérias cinases incluindo o PDGFR, aprovados pela FDA para o0 CCR, em
2005 e 2006, respetivamente. Seguidos dos inibidores de segunda geragdo pazopanib
(Votrient®, da Novartis), axitinib (Inlyta®, da Pfizer) e cabozapanib (Cabometyx®, da
Ipsen).

Os primeiros inibidores de serina/treonina cinases (STKIs), especificamente BRAF
V600, aprovados pela FDA foram o vemurafenib (Zelboraf®, da Roche), em 2011, e 0
dabrafenib (Tafinlar®, da Novartis), em 2013, que vieram revolucionar o tratamento do
melanoma metastatico. O primeiro inibidor alostérico aprovado pela FDA, em 2013,
foi o trametinib (Mekinist®, da GSK), inibidor MEK indicado para o melanoma
metastatico. A primeira combinacdo de inibidores MEK e BRAF (dabrafenib +
trametinib) foi aprovada pela FDA, em 2018.

As pequenas moléculas sdo na sua maioria de administracdo oral, exceto o netarsudil
(Rhokiinsa®, da Aerie Pharmaceuticals), um colirio; o temsirolimus (Torisel®, da
Pfizer) e o trilaciclib (Cosela®, da G1 Therapeutics), injetaveis intravenosos. O
ruxolitinib (Jakavi®, da Novartis) é o primeiro inibidor da JAK1/2 de administracdo
oral, aprovado para o tratamento da mielofibrose e da policitemia vera, pela FDA, em
2011. Em 2021, o ruxolitinib (Opzelura®, da Incyt) foi aprovado numa formulagéo
farmacéutica topica, para o tratamento da dermatite atopica (61).

A artrite reumatoide é a doenga autoimune com mais inibidores de cinases aprovados.
O tofacitinib (Xeljanz®, da Pfizer) que inicialmente foi descrito como inibidor da
JAK3, mais tarde mostrou inibir toda a familia JAK (62). Foi aprovado para o
tratamento da artrite reumatoide pela FDA, em 2012, e, para colite ulcerosa, em 2018
(63). A EMA aprovou o tofacitinib, em 2017, depois de um parecer negativo, em 2013,
devido a preocupacdes relativas ao risco e ao tipo de infecdes graves observadas (64).
Na sequéncia deste, outros inibidores das cinases da familia JAK receberam aprovacao
pela FDA e EMA, tal como o baricitinib (Olumiant®, da Lilly), o upadacitinib
(Rinvog®, da Abbvie), e o filgotinib (Jyseleca®, da Galapagos). Em 2022, a FDA
aprovou dois novos inibidores da JAK, o abrocitinib (Cibingo®, da Pfizer) e o pacritinib
(Vonjo®, da CTI BioPharma), para a dermatite atopica e mielofibrose, respetivamente.

O numero de farmacos inibidores de cinase aprovados estd em crescimento
exponencial, foram aprovados mais de 100 farmacos, em todo o mundo. Na Europa,
entre 2001 e 2010, foram aprovados pela EMA 16 farmacos (12 pequenas moléculas e
4 anticorpos monoclonais). Na ultima década, foram mais 62 farmacos aprovados (55
pequenas moléculas e 7 anticorpos monoclonais), perfazendo um total de 78 farmacos
(67 pequenas moléculas e 11 anticorpos monoclonais) com AIM Europeu. S6 em 2021
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foram aprovados 13 farmacos e, mais recentemente, em 2022, o tepotinib também
recebeu AIM.

Aprovagio do primeiro inibidor| [Aprovagio de  inibidores)
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Figura 32 Linha do tempo com aprovages de inibidores de cinases relevantes,
adaptado de (2,13)

O Anexo Al apresenta uma tabela com os farmacos organizados por ordem cronoldgica
da sua aprovacao pela FDA e EMA, e alguns aprovados no Japdo, China e Coreia do
Sul, incluindo pequenas moléculas e anticorpos monoclonais (*). Neste anexo sao
indicadas as principais cinases alvo dos farmacos, o seu uso clinico e 0 ano em que
receberam a autorizacdo de introducdo no mercado pelas diferentes agéncias
reguladoras do medicamento. Os farmacos que foram aprovados para indicagcdes ndo
oncoldgicas estdo destacados a azul.
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5 Impacto Clinico

Os primeiros TKIs a entrar no mercado tém como alvo as cinases BCR-ABL e EGFR,
estes sdo reconhecidos por marcar o inicio da mudanca do paradigma em direcédo a
medicina de precisdo. O seu impacto clinico é visivel, principalmente, no tratamento de
diversos cancros, incluindo LMC, CPNPC e melanoma. Além de terem demonstrado
eficdcia, os inibidores de cinases sdo preferidos por serem terapias direcionadas e
estarem associados a menos efeitos adversos. Esta op¢éo terapéutica tem potencial de
aumentar o tempo de vida do subgrupo de doentes com mutagdes, envolvendo opgdes
de tratamento sequencial e possibilitando a sua sobrevivéncia com uma doenca
“cronica”.

A hipétese de tratamento da LMC era muito reduzida, sendo o tratamento com agentes
quimioterapéuticos e o transplante alogénico de células tronco os unicos tratamentos
disponiveis, agora estas opcOes estdo reservadas para fases mais avangadas ou
resistentes aos TKIs. O aparecimento dos TKIs mudou completamente o progndstico
dos doentes com LMC, o imatinib é um dos exemplos com mais sucesso devido ao
impacto clinico que obteve. A prevaléncia da LMC aumentou com a introducdo do
imatinib, o que se torna contraditério porque um farmaco que é téo eficaz, na verdade
teve como consequéncia o0 aumento do nimero de doentes com diagnostico. O aumento
da prevaléncia ao longo do tempo, pode ser explicado pelo aumento da sobrevivéncia
destes doentes com um tratamento que resulta na eliminacéo clinica da doenca apenas
com continuacdo da terapia a longo prazo (13,65). Atualmente, como primeira linha de
tratamento de doentes recém diagnosticados com LMC na fase cronica, segundo a
guideline da NCCN estdo recomendados designadamente o imatinib, o bosutinib, o
dasatinib, e o nilotinib. Todos demonstraram ter resposta semelhante a nivel da
sobrevivéncia global. A escolha do tratamento deve ter em consideragdo o risco de
progressao da doenca, toxicidade, idade, tolerabilidade e comorbilidades. O imatinib é
0 Unico farmaco da primeira geracao, como é menos toxico é o tratamento preferencial
em doentes mais velhos e com comorbilidades. Os inibidores de segunda geracéo séo
preferidos em doentes mais jovens porque a taxa de resposta molecular major é maior
e mais rapida, o que permite uma interrupcao segura do tratamento, por exemplo para
fins de fertilidade. O ponatinib e o asciminib sdo op¢Ges de segunda linha e s&o ativos
contra a maioria das mutagdes, incluindo T315I, estdo recomendados no caso de
resisténcia ou intolerancia ao tratamento anterior com pelo menos dois TKIs. Os varios
farmacos ja aprovados possibilitam uma sequéncia de tratamento, se ndo houver
resposta a um destes TKIs existe a possibilidade de trocar para outro (34).

O cancro do pulmdo € a principal causa de morte por doencga oncoldgica no mundo. Em
2018, representou 18,4% do total de mortes por cancro (66). Para além disso, apresenta
uma taxa de sobrevivéncia aos 5 anos de 17,8%. Antes do aparecimento das terapias
direcionadas, o tratamento deste tipo de cancro passava por cirurgia e quimioterapia a
base de compostos de platina. A identificacdo de marcadores moleculares é muito
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importante para a sele¢do do tratamento mais eficaz. Nos casos de CPNPC é comum
encontrar mutacfes no EGFR e também ALK, ROS e BRAF, estes devem ser testados
na caraterizagdo do tumor. Se todos estes forem negativos podera fazer-se a testagem
do skipping do exdo 14 no gene MET, rearranjos do RET e NTRK1/2/3. Todas estas
mutacdes prevéem a sensibilidade aos diferentes inibidores de cinases. Varios estudos
clinicos corroboram o aumento da taxa de resposta e a sobrevivéncia livre de
progressdo, assim como a diminui¢do dos efeitos adversos com o uso de terapia
direcionada a mutac6es do EGFR e rearranjos do ALK (28). Um estudo recente também
demonstrou beneficio na combinacéo de inibidores do EGFR e quimioterapia (67). A
identificacdo de possiveis beneficios de terapias de combinacdo, representa uma
possivel melhoria dos tratamentos existentes baseada na evidéncia.

O melanoma metastatico € associado a mau prognostico, com uma taxa de
sobrevivéncia global aos 5 anos de 10%, até 2011. As unicas opg¢des de tratamento eram
a quimioterapia e a imunoterapia com interleucina-2. A identificacdo de mutagdes
BRAF e MEK permitiram alterar o prognéstico destes doentes, nomeadamente com o
aparecimento da terapéutica dirigida. Varios farmacos foram desenvolvidos com o
objetivo de inibir a via MAPK, incluindo inibidores de BRAF (vemurafenib, dabrafenib
e encorafenib) e MEK (trametinib, cobimetinib e binimetinib), podendo a sua acdo ser
combinada, de forma a bloquear diversas vias de uma sé vez e permitir uma maior
inibicdo da via MAPK. A combinagéo destes (dabrafenib + trametinib e vemurafenib +
cobimetinib) tornou-se a terapéutica padrdo do melanoma metastatico com mutagao
BRAF, devido a diversos estudos que demonstraram taxas de resposta mais alta e um
rapido controlo tumoral (20).

Com o avango da medicina, com os tratamentos sistémicos cada vez mais eficazes e
com o0 aumento da esperanca de vida dos doentes com cancro em estadios avangados
surge um problema, o aumento da incidéncia de metastases. Estas sdo especialmente
dificeis de tratar quando localizadas no sistema nervoso central. A maioria dos agentes
quimioterapéuticos ndo atravessam a barreira hematoencefalica (BHC). Para além
disso, a radioterapia utilizada no tratamento de tumores cerebrais tem efeitos adversos
severos a longo prazo. Os farmacos capazes de atravessar a BHC tém carateristicas
farmacocinéticas especiais. O desafio é conseguir um equilibrio entre as propriedades
desejadas como a poténcia e seletividade, a0 mesmo tempo que a permeabilidade ideal
para atravessar a BHC. Uma das vantagens de alguns inibidores de cinases como o
osimertinib, o alectinib, o brigatinib, o lorlatinib, o selpercatinib e o capmatinib é a
capacidade de atravessar a BHC. Estes farmacos ja demonstraram ter atividade nas
metastases cerebrais no CPNPC. Este achado é relevante, uma vez que no cancro do
pulmdo as metastases cerebrais sao muito comuns (13).

A implementacdo de testes genéticos apropriados para a identificacdo de biomarcadores
preditivos da sensibilidade aos diferentes inibidores de cinases € essencial para definir
o tratamento mais eficaz. A titulo de exemplo, no CPNPC existem sete alteracGes
genomicas diferentes, todas com aprovacdes proprias de tratamento. A necessidade de
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muitos testes de diagndstico resultada no maior investimento em novas tecnologias que
permitam sequenciar o genoma, como Next Generation Sequencing (NGS).
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6 Resisténcia aos inibidores de cinases

Um dos maiores obstaculos do tratamento eficaz sdo 0s casos em que existe resisténcia
a diferentes farmacos. A resisténcia pode ser classificada como primaria/intrinseca
quando ndo existe resposta inicial do doente ao tratamento devido a mecanismos que
existem previamente, ou secundaria/adquirida quando surge resposta clinica, mas
passado algum tempo o tratamento deixa de ser eficaz (68). O desenvolvimento de
resisténcia aos farmacos inibidores de cinases € muito comum, e muitas vezes
responsavel pelos casos de recidiva do cancro.

A resisténcia primaria aos TKIs pode estar associada a fatores farmacocinéticos como
0 metabolismo do farmaco, a interacbes medicamentosas, a expressdo aberrante de
proteinas na superficie celular responsaveis pelo transporte dos farmacos para o
citoplasma (bomba de efluxo) ou a ligacéo a proteinas plasmaticas. Estas observacgdes
podem comprometer a remissdo citogénica completa porque os niveis intracelulares de
farmaco sdo subterapéuticos. Outro mecanismo podera ser a existéncia de fatores
intrinsecos da célula tumoral do doente, por exemplo as mutacdes alvo, bem como
alteracdes genéticas coexistentes (69).

Na origem da ineficécia destes farmacos podem estar varios mecanismos de resisténcia
adquirida, ou seja, de natureza multifatorial, tornando dificil a capacidade de prevé-los.
Apesar desta diversidade, todos tém o objetivo de encontrar uma via de manutencdo da
proliferacdo e sobrevivéncia celular, mesmo que um inibidor esteja presente. Um dos
mecanismos pode ser a mutagdo de resisténcia secundéria no sitio de ligacdo do
inibidor, que impede a eficacia da inibicdo da cinase. Um segundo mecanismo pode ser
a ativacdo de uma via secundaria/compensatéria alternativa que ativa uma cascata
downstream, desviando a funcéo catalitica do alvo original. Um outro mecanismo esta
associado a transformacdo histoldgica do tumor, por exemplo a alteracdo do
microbioma ou metastases em sitios que o inibidor ndo tem acesso, como no sistema
nervoso central (13).

6.1 MutacOes secundarias na cinase

As mutacBes mais comuns que conferem resisténcia adquirida aos TKIs s&o ao nivel do
dominio cinase. O principal mecanismo de resisténcia sdo mutacdes nos residuos de
aminoacidos nas sub-regides do dominio cinase como P-loop, sitio de ligacdo do ATP,
loop catalitico e loop de ativacéo.

Mais de 100 mutagdes diferentes foram identificadas no dominio cinase da proteina

BCR-ABL. Entre as quais, resistentes ao dasatinib as mutagdes V299L, T315A e
F317L/VI/IIC, resistentes ao nilotinib as mutacGes Y253H, E255K/V e F359V/C/I,
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resistentes ao bosutinib as mutacées V299L e G250E e resistentes a todos os TKI,
exceto ao ponatinib e asciminib, a mutacdo T3151 (34).

Um dos mecanismos mais comuns de resisténcia € a mutacdo do residuo gatekeeper.
Normalmente o gatekeeper é um residuo com uma cadeia lateral pequena, muitas vezes
0 amino&cido treonina. Este cria um pocket hidrofobico, perto do sitio de ligacdo do
ATP, onde muitos inibidores especificamente se ligam. Quando este aminoacido é
substituido por outro, com uma cadeia lateral maior, a ligacdo do inibidor é impedida.
Por exemplo, um dos mecanismos de resisténcia do imatinib € uma substituicdo do
aminoacido treonina (figura 33) por uma isoleucina (figura 34) na posi¢do 315 da
proteina BCR-ABL (T3151). O ponatinib (inibidor Tipo HA, figura 35) é um TKI de
terceira geracdo, e o primeiro a ter atividade inibitéria contra esta mutacdo. A
introducdo do grupo etinil permite que o ponatinib se ligue ao gatekeeper mutante
(1315), reduzindo o impedimento estérico (70,71).

Ile315

Figura 33 Estrutura cristalografica  Figura 34 Estrutura cristalogréfica de
de BCR-ABL ligado ao Ponatinib BCR-ABL T315I ligado ao Ponatinib
(PDB ID:30X2) (PDB ID:31K3)

ZT

N

Figura 35 Estrutura quimica do Ponatinib

A mutacdo do gatekeeper também confere resisténcia adquirida aos inibidores do
EGFR de primeira e segunda geracdo, em 60% dos doentes. A mutacdo T790M no exdo
20 do EGFR, uma substituicdo do aminoéacido gatekeeper treonina por uma metionina,
diminui a afinidade dos inibidores de primeira geracdo (inibidores reversiveis e
competitivos com o ATP) e ainda aumentam a afinidade do ATP. A segunda geracédo
de inibidores foi desenvolvida com o objetivo de aumentar a poténcia e ultrapassar a
resisténcia adquirida. O afatinib e dacomitinib s&o inibidores irreversiveis do EGFR
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com maior poténcia, mas também maior toxicidade devido a ligacdo ndo especifica aos
recetores de EGFR wild-type, com exacerbacdo de efeitos adversos como diarreia e
erupcgdo cutanea. No entando, estes efeitos adversos poderiam ser minimizados com
uma reducdo de dose, mas atingir a concentragdo necessaria para inibir eficazmente o
EGFR com mutagdo T790M era impraticavel (28).

Os inibidores de terceira geracdo foram desenvolvidos com o objetivo de ultrapassar a
resisténcia adquirida pela mutacédo T790M e os problemas de toxicidade, reduzindo a
ligagdo ndo especifica. O osimertinib e o rociletinib, farmacos de terceira geracao,
ligam-se irreversivelmente ao sitio de ligacdo do ATP, por meio de uma ligacédo
covalente. O osimertinib é o tratamento preferencial de primeira linha do CPNPC para
doentes com as mutagdes T790M, delecdo LREA ou L858R, porque com tratamento
inicial com um TKI de primeira ou segunda geracéo ha o risco da progresséo da doenca
e degradacdo do estado geral do doente até que o doente desenvolva a mutacdo de
resisténcia adquirida. Apesar da eficacia que o osimertinib demonstrou, as células
tumorais ainda assim encontram mecanismos de resisténcia. O osimertinib interage com
0 aminoacido C797 através de uma ligacdo covalente, uma substituicdo do residuo de
cisteina (C797) para serina afeta os beneficios terapéuticos do osimertinib, levando ao
desenvolvimento de resisténcia (13).

6.2 Ativacdo de vias secundarias alternativas

A ativacdo de uma via alternativa a cinase alvo pode resultar de uma sobreexpressdo ou
amplificacdo de outra cinase que mimetiza o0 mecanismo de acdo do alvo original. Por
exemplo, no CPNPC com sensibilidade aos inibidores do EGFR, as células tumorais
tém a capacidade de compensar a resposta a estes inibidores pela amplificacdo do gene
MET, HER2 ou FGF. Todos estes genes codificam um RTK, que é ativado em
alternativa ao EFGR e assume a responsabilidade da ativacdo das mesmas cascatas
downstream, normalmente ativadas pelo EGFR mutante como se nao estivesse a ser
inibido. Em outros tipos de CPNPC com sensibilidade aos inibidores do ALK, também
se verifica uma resposta semelhante das células tumorais, com a sobreexpressdo de
outros RTK como o EGFR ou KIT. Na mesma légica de raciocinio, no CPNPC com
sensibilidade aos inibidores do RET, as células tumorais respondem com a amplificacao
do gene MET. No cancro da mama também sdo conhecidos mecanismos de resisténcia
idénticos. Quando ha sensibilidade para os inibidores do HER2, as células substituem
a ativacao destes recetores por outros como HER3 ou IGF1R (72).

Outro mecanismo de ativacdo de uma via secundaria alternativa é a alteracdo de cinases
que pertencem a cascatas downstream. Por exemplo, a resposta compensatoria das
celulas tumorais sensiveis aos inibidores de RTK pode resultar de muta¢6es adquiridas
dos genes KRAS ou BRAF, que causam ativacao constitutiva da cascata MAPK. A
cascata de ativacao PI3K/AKT/mTOR também pode ser ativada contitutivamente como
compensagdo da inibicdo de um RTK. A perda da funcdo da fosfatase PTEN ou
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mutacGes no gene que codifica a PI3K é responsavel pela ativacdo desta via de
sinalizacdo. A terapia de combinacdo pode ser vantajosa quando é associado um
inibidor da mutagdo original com um inibidor de outra cinase para bloguear a causa
predominande de resisténcia. Atualmente, no tratamento do melanoma é usado a
combinacéo de inibidores BRAF e MEK (13).
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7 Conclusoes e direcdes futuras

No vasto mundo da oncologia, em que cada doente ¢ um doente, o tratamento de
precisdo oferece a possibilidade de tratar o doente e o seu tumor em particular,
aumentando a esperanca media de vida, assim como, a qualidade de vida. Este
pressuposto sO é possivel devido aos estudos intensivos das mutagdes nos genes que
codificam proteinas cinases responsaveis pela proliferacdo celular desordenada e pela
inibicdo da apoptose.

Nos altimos 20 anos, o reconhecimento de diferentes vias de transducdo de sinais
responsaveis pela carcinogénese despoletou o desenvolvimento de farmacos inibidores
de cinases que atuam em vias moleculares especificas. O imatinib foi o primeiro destes
novos farmacos a ser aprovado pela FDA, revolucionando o tratamento da leucemia
mieloide cronica. O seu sucesso impulsionou o maior investimento da industria
farmacéutica na pesquisa de moléculas capazes de inibir alvos especificos.

A maioria destes farmacos demonstraram maior eficdcia e menos efeitos adversos
guando comparados a tratamentos tradicionais devido a sua seletividade para as células
tumorais. Além disso, podem ser administrados por via oral e tém maior vantagem
econdmica. No entanto, o acesso universal destas terapias é dificultado devido aos
obstaculos criados pelas agéncias reguladoras e esta limitado a uma fracéo reduzida de
doentes, visto ser uma terapéutica que beneficia principalmente doentes mutados.

Atualmente, um dos maiores desafios nesta area esta em melhorar a seletividade para a
cinase especifica da doenga, com o objetivo de diminuir a ligagdo nao especifica das
restantes cinases. As estruturas cristalograficas resolvidas sdo a base para a
compreensdo atual da regulacdo da atividade catalitica da cinase, ainda que a sua
maioria represente o dominio cinase isolado em complexo com as pequenas moléculas.
O caminho a seguir sera resolver toda a estrutura da cinase, incluindo os dominios
reguladores da funcéo catalitica do dominio cinase, e descobrir o seu papel na regulagéo
da propria e de outras cinases. Este estudo é particularmente desafiante porque estas
estruturas representam imagens congeladas que ndo refletem todas as conformagdes
fisiologicamente relevantes da proteina. Assim, estas estruturas tornam-se ferramentas
do desenho de novos farmacos direcionados a pockets alostéricos exclusivos de cada
familia de cinase para aumentar a sua seletividade.

Apesar das vantagens dos inibidores de cinases, o desenvolvimento de resisténcia é uma
realidade muitas vezes sem solucdo. Neste sentido, quando se inicia tratamento de
primeira linha com esta terapéutica alvo, o doente eventualmente ira ter progressdo da
doenca e € necessario iniciar outra terapéutica. Se houver possibilidade de sequéncia de
tratamento com outro farmaco da terapéutica alvo, desenvolvido para as possiveis
mutacdes adquiridas sera o cenario ideal, por isso o desenvolvimento de inibidores de
segunda e terceira geracdo é muito importante. Outra das possibilidades quando ha
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resisténcia é voltar aos tratamentos tradicionais. Se ndo ha nenhuma terapéutica
subsequente o doente fica sem opc¢des terapéuticas, e entrar em ensaios clinicos pode
ser benéfico quando o doente ja esgotou todas as linhas terapéuticas.

O total potencial do “Kinoma” humano esta ainda por explorar. Apesar de haver pouca
diversidade nos alvos dos farmacos em relacdo a quantidade de genes, como ndo
existem novas mutacdes identificadas recentemente, prevé-se que nao haja um aumento
significativo de novas cinases alvo. A inovacdo deverd ser nas novas geracdes de
farmacos com maior seletividade, desenhadas para ultrapassar as muta¢des adquiridas.

Nos ultimos anos, os inibidores da familia JAK aprovados para doengas inflamatorias,
como a artrite reumatoide, tem vindo a crescer. Prevé-se que haja um aumento de
aprovacao de farmacos para estas doencas. No entanto, espera-se que o uso clinico de
inibidores de cinases continue a ser maior na oncologia.

A populagdo alvo da terapia de precisdo é sempre muito mais complexa que a dos
ensaios clinicos, devido a variedade molecular das doencas, como no caso do cancro do
pulmao, que na realidade € um conjunto de patologias, causadas por diversas mutacoes
especificas. Portanto, a informacdo adquirida de ensaios clinicos &, por vezes, muito
limitada. A validacdo destas terapias implica o desenho de mais ensaios clinicos para
testar os farmacos contra cada doenca que apresente 0 mesmo mecanismo molecular,
com a dificuldade de encontrar participantes com o biomarcador em estudo. Para
enfrentar estes desafios, novas estratégias como o enriquecimento dos ensaios clinicos
de forma a testar véarios tratamentos dentro da mesma doenca conforme o diagnostico
molecular ou de forma a testar um tratamento num dado mecanismo biol6gico
independentemente da doenca sdo particularmente relevantes. Pressupde-se que 0S
inibidores cujos ensaios clinicos ndo demonstraram eficacia, devem ser estudados para
novas indicagdes terapéuticas, devido a semelhanca entre familias de cinases.

Os critérios de selecdo dos participantes dos ensaios clinicos sdo a base para identificar
os doentes que melhor respondem a uma dada terapia. E necessario pensar que nem
todos os doentes vao beneficiar da mesma forma a um mesmo tratamento. A presenca
de mutacGes em doentes mais jovens ou mais velhos, ou a presenca de comorbilidades
podem ser fatores a considerar na escolha do tratamento. Ensaios clinicos com
populacdes bem definidas sdo necessarios para determinar o beneficio-risco dos
farmacos.

A deciséo sobre a primeira linha de tratamento ainda permanece incerta em muitos
casos. Serdo necessarios mais estudos que comparam os farmacos ja aprovados para
definicdo de sequéncias de tratamento informadas, e identificacdo de possiveis
beneficios de terapias de combinacdo, para se conseguir produzir a melhor proposta de
tratamento baseada na evidéncia. No futuro sera de prever que a deciséo de utilizar um
farmaco em particular tenha em conta diversos fatores como informacdo genética e
biomarcadores tanto pré terapia como no seu decorrer.
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S&o necessarios métodos padronizados de avaliacdo de biomarcadores nas unidades de
salde, capazes de antecipar que doentes vao beneficiar deste tipo de farmacos, na rotina
terapéutica. Espera-se, num futuro préximo, diagndsticos mais precisos e terapias
dirigidas a cinases otimizadas e mais eficazes, sendo rotina a realizacdo de testes
genéticos, culminando, assim, numa melhoria substancial dos resultados clinicos. A
medicina do futuro fundamentar-se-a na melhoria da capacidade preditiva e preventiva
da doenca com uma maior probabilidade de sobrevivéncia global, de forma a tornar
comum o tratamento precoce e personalizado, tendo em conta as especificidades
bioldgicas desta.
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Carcinoma do pulméo de ndo pequenas células com
alteragdes no exdo 14 do MET

Linfoma da zona marginal

Linfoma folicular

Carcinoma do pulmé&o de pequenas células

Carcinoma do pulmdo de ndo pequenas células com
mutacdes no exao 20 do EGFR

Colangiocarcinoma FGFR+
Carcinoma do pulméo de ndo pequenas células com
alteracOes no exdo 14 do MET

Doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD)

Carcinoma do pulm&o de ndo pequenas células com
mutacdes no exao 20 do EGFR

Leucemia mieloide crénica Ph+ com a mutagdo T315I

Dermatite atopica

Mielofibrose
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2021 FDA
2022 EMA

2021 FDA

2021 FDA

2021 FDA
2021 EMA

2021 FDA
2021 China
2021 FDA

2021 FDA

2021 FDA
2022 Japao
2021 Japao
2021 EMA
2022 FDA
2022 FDA
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