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Resumo

O cancro é um flagelo a nivel mundial, sendo uma das doengas que apresenta maior
taxa de mortalidade.

A nivel celular a apoptose é regulada pelas atividades opostas entre as moléculas anti-
apoptoticas e pro-apoptoticas. As células cancerosas frequentemente desregulam estas vias
de sinalizagao, com aumento de proteinas anti-apoptoticas que lhes concedem uma vantagem
na sobrevivéncia e na resisténcia aos agentes antitumorais.

O sistema ubiquitina proteossoma é uma das pegas fundamentais na homeostasia
proteica contribuindo para a regulagio do desenvolvimento e da diferenciacao celular.
Portanto alteracoes nas fungdes desta via resultam em paragem no crescimento e morte
celular devido a indugao da cascata da apoptose, como resultado da rapida acumulagao de
proteinas no interior da célula.

Os inibidores do proteossoma sao agentes terapéuticos muito promissores no
tratamento de alguns tipos de cancro, tais como, mieloma multiplo, linfomas, tumores
solidos mas nao so, também doengas neurodegenarativas, doengas imunologicas e infe¢oes
microbianas. O conhecimento das vias de sinalizagdo associadas ao sistema ubiquitina
proteossoma permite, desta forma, um design racional de novos farmacos. Com base na sua
especificidade de ligagao é possivel direcionar a terapéutica para o proteossoma diminuindo

assim os efeitos secundarios, tantas vezes associados aos farmacos citotoxicos.

Palavras-chave: cancro, mieloma multiplo, bortezomib, proteossoma, ubiquitina, apoptose,

inibidores do proteossoma.



Abstract

Cancer is a worldwide flagellum, being one of the diseases that has the highest
mortality rate.

In cells, apoptosis is regulated by the opposing activities between anti-apoptotic and
pro-apoptotic molecules. Often cancer cells disrupt signaling pathways increasing the anti-
apoptotic proteins that give them an advantage in survival and resistance to antitumor
agents.

The ubiquitin-proteasome system a vital key in protein homeostasis contributes to
the regulation of cellular development and differentiation. Therefore changes in the functions
of this pathway results in growth arrest and cell death due to the induction of apoptosis
cascade as a result of rapid accumulation of proteins within the cell.

Proteasome’s inhibitors are very promising therapeutic agents in the treatment of
some type of cancers such as multiple myeloma, lymphoma, solid tumours, but also
neurodegenerative diseases, immunological disorders and microbial infections. The
knowledge of the signaling pathways associated with the ubiquitin proteasome system allows
a rational design of new drugs. Based on their binding specificity it is possible to direct the

therapeutic to proteasome reducing the side effects associated with cytotoxic drugs.

Keywords: cancer, multiple myeloma, bortezomib, proteasome, ubiquitin, apoptosis,

proteasome’s inhibitors.
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|. Sistema enzimatico ubiquitina proteossoma

A nivel celular existem dois grandes sistemas de degradacao proteica, o proteossoma
e o lisossoma. O proteossoma controla a degradacao de proteinas intracelulares enquanto o
sistema de autofagia lisossomal degrada as proteinas extracelulares incorporadas pela célula
por endocitose ou pinocitose [I, 2].

O sistema ubiquitina proteossoma (SUP) representa a maior via de degradagao
proteica, estando implicado na degradagao de 80% das proteinas celulares nhomeadamente
proteinas deformadas, mutadas, bem como, as implicadas na regulagao do ciclo celular,
desenvolvimento, diferenciagao, proliferagao, apoptose, sinalizagao celular, transcricao e
transducao de sinais celulares, resposta imune e apresentacao de antigénios [2-4].

As proteinas sao degradadas pela via ubiquitina proteossoma por dois passos
sucessivos e distintos: a ligagao covalente de multiplos monémeros de ubiquitina a proteina
em causa e a degradagao da proteina pré-sinalizada pela subunidade 20S do proteossoma [3].

Inicialmente, uma molécula de ubiquitina, pequena proteina constituida por 76
aminoacidos, é ativada formando uma ligagao tioéster entre a cisteina da cadeia lateral da
enzima ativadora de ubiquitina (El) e a parte C-terminal de uma molécula de ubiquitina,
passo este que é dependente de adenosina trifosfato (ATP). A ubiquitina ativada pela El é
entao transferida para um outro residuo de cisteina de uma enzima conjugadora de
ubiquitina (E2). As E2, por sua vez, associam-se a um grupo de enzimas ubiquitina ligase (E3)
formando um complexo E2-E3 denominado de ubiquitina ligase. Este complexo liga-se a
sinais especificos de degradagao em proteinas, tais como, aminoacidos oxidados ou
anormais, e auxilia a E2 a formar uma cadeia de poliubiquitina ligada a uma lisina no substrato
proteico a sinalizar. Esta cadeia de poliubiquitina atua como um marcador que sinaliza e

direciona a proteina para degradagao no proteossoma [3-5].
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Figura | — Representagao esquematica do
sistema ubiquitina proteossoma. Adaptado de
http://www.nature.com/nrg/journal/v4/n12/bo

x/nrgl1228 BXI.html
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Este mecanismo tem como func¢ao reconhecer e degradar proteinas estruturalmente
mal dobradas, ou com outros tipos de anormalidades, tais como, residuos hidrofobicos a
superficie. Além destas, tem ainda como fungao controlar o tempo de semivida de algumas
proteinas especificas, cuja concentragao varia repentinamente durante determinados
processos celulares, como por exemplo com as ciclinas, proteinas que controlam a mitose
do ciclo celular [4].

O proteossoma constitutivo, também denominado 26S, é um complexo
multiproteico com 2,5 MDa constituido por um conjunto de proteinas com mais de 450 A,
que degrada proteinas ubiquitinadas e é encontrado no nucleo e no citoplasma de todas as
células eucaridticas. Este é composto por um nucleo catalitico, a subunidade 20S, limitado
por duas particulas reguladoras, as subunidades 19S, uma em cada extremidade. A
subunidade 20S é o nucleo catalitico ou core particle (CP) do proteossoma e é formado por
28 subunidades agrupadas em quatro anéis empilhados, criando uma cavidade central onde
ocorre a protedlise. Os dois anéis exteriores sao compostos por sete subunidades a
diferentes, as quais sao predominantemente estruturais, e os dois anéis interiores sao
compostos por sete subunidades B diferentes, as quais, pelo menos trés delas contém locais
cataliticos. Os substratos tém acesso a cavidade proteolitica através da ligacao a particula
reguladora 19S e esta, por sua vez, reconhece os substratos marcados com ubiquitina e

encaminha-os para a protedlise que ocorre no interior da subunidade 20S do proteossoma

2,3, 6].
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Figura 2 — Estrutura do proteossoma 26S.

Adaptado de http://www.nature.com/nrg/journal/v4/n12/box/nrgl1228 BX2.html
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As atividades cataliticas do proteossoma sao classificadas em trés grandes categorias,
baseadas na preferéncia de clivagem da ligagao peptidica apds um determinado residuo de
um aminodcido. Estas atividades sao referidas como chymotrypsin-like, cliva residuos
hidrofobicos, trypsin-like, cliva residuos alcalinos e caspase-like, cliva residuos acidicos, e estao
associadas as subunidades B5, B2 e B, respetivamente [7, 8].

Estd descrita uma isoforma alternativa do proteossoma, conhecido como o
imunoproteossoma que pode ser formado em resposta a sinalizagdo por citocinas. O
interferao y e o fator de necrose tumoral a (FNT-a) induzem a expressao de um conjunto
diferente de subunidades P cataliticas e de subunidades 19S5 para formarem o
imunoproteossoma. As subunidades Bli (LMP2), B2i (MECLI) e B5i (LMP7) substituem as
subunidades BI, B2 e B5 do proteossoma constitutivo e a particula reguladora 19S é
substituida por uma estrutura semelhante, a |1S. Estas modificacoes permitem ao
imunoproteossoma gerar peptideos antigénicos para apresentagao pelo complexo major de
histocompatibilidade (MHC) classe | mediando a resposta imunologica. A expressao deste
tipo de proteossoma parece ser especifico de alguns tecidos e é particularmente abundante
nas células do sistema imunologico. Assim, o imunoproteossoma é altamente expresso nos
tumores hematopoiéticos como no mieloma multiplo (MM) [3, 8].

As células do epitélio cortical do timo expressam o timoproteossoma, uma estrutura
muito relacionada com o imunoproteossoma, no qual a subunidade B5i é substituida por
uma subunidade, a 85t [7, 9].

A homeostasia proteica desempenha um papel crucial no normal funcionamento
celular e, como tal, alteragcbes nesta via metabolica contribuem para varios distlrbios
patologicos incluindo a inflamagao, e tém vindo a ser associados a patologias como o cancro,
a sindrome da imunodeficiéncia humana, doengas neurodegenerativas e autoimunes, mas
também o envelhecimento. Desta forma, como o SUP desempenha um papel crucial na
regulacio de muitos processos celulares, a inibicao da fungao do proteossoma mostra-se
uma estratégia viavel no tratamento do cancro [2, 3].

Esta descrito que as células neoplasicas apresentam elevados niveis de atividade do
proteossoma e sao mais suscetiveis aos inibidores do proteossoma (IPs) do que as células
normais. Adicionalmente, tem vindo a ser sugerido que a atividade do proteossoma é
essencial para a proliferagao tumoral e para o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos

antitumorais [3].



2. Inibidores das 20S CP peptidases

Os IPs foram, inicialmente, sintetizados como sondas para investigar a fungao da
atividade catalitica do proteossoma, contudo, assim que o papel essencial do proteossoma
nas fungoes celulares foi estabelecido, o proteossoma surgiu como um alvo atrativo para o
tratamento do cancro [3].

Estudos preliminares mostraram que os IPs induziam a apoptose em linhas celulares
de leucemia e investigagoes adicionais demonstraram que estes inibidores exibiam um amplo
espectro de atividades antiproliferativas e pro-apoptoticas contra tumores solidos e
hematologicos [3].

Muitos compostos disponiveis foram limitados a estudos laboratoriais devido a sua
insuficiente poténcia, especificidade ou estabilidade. Isto conduziu ao desenvolvimento das
séries dos boronatos peptidicos, dos quais, entre os muitos que foram testados, surgiu o
bortezomib. Com base na sua citotoxicidade, foi submetido a testes adicionais e
posteriormente, a ensaios clinicos (EC) [3].

O mecanismo geral dos inibidores das 20S CP peptidases tem por base o facto de
todos os locais ativos do proteossoma clivarem ligagoes peptidicas por um mecanismo no
qual o grupo hidroxilo da treonina N-terminal do local catalitico funciona como o nucledfilo
catalitico. Deste modo, a inativagao dos locais ativos da subunidade B5 através de uma
modificagao na sua treonina catalitica retarda significativamente o crescimento, aumenta a
suscetibilidade para o aumento na produgao de proteinas anormais e causa acumulagao de
todos os substratos degradados pelo proteossoma. Porém, modificagoes similares na
treonina catalitica da subunidade Bl nao causam defeitos fenotipicos, nem levam a
acumulagao de substratos proteicos. A inativagao da subunidade B2 reduz levemente a taxa
de crescimento e reduz a taxa de degradagao proteica, em modelos laboratoriais. Assim, as
subunidades B5 sao os locais mais importantes de clivagem proteica, consequentemente os
mais relevantes para o desenvolvimento de inibidores, ja os locais cataliticos das subunidades

B1, aparentemente sao funcionalmente redundantes [9].



2.1. Inibidores covalentes reversiveis
2.1.1. Aldeidos peptidicos

Os aldeidos peptidicos foram os primeiros IPs a ser desenvolvidos e, devido ao seu
baixo custo, sao ainda largamente utilizados. Estes potentes inibidores reversiveis bloqueiam
o proteossoma através da formagao de um hemiacetal com o grupo hidroxilo da treonina
dos locais ativos. Contudo os aldeidos apresentam uma desvantagem pois sao
simultaneamente inibidores das serina e cisteina proteases [9].

O composto MG-132 é um potente aldeido peptidico sintético com capacidade de
atravessar a membrana citoplasmatica das células. Este composto representa o primeiro
aldeido peptidico que permeia células vivas e inibe seletiva e reversivelmente a atividade
proteolitica do proteossoma [2].

Os aldeidos sao oxidados rapidamente in vivo e nao tem atividade sistémica quando
usados em modelos animais. Um avango interessante para contornar este problema consistiu
em sintetizar profarmacos, na forma de semicarbazonas, contudo ainda sio necessarias
melhorias substanciais na especificidade e na poténcia destes profarmacos antes de os poder

usar como ferramentas para pesquisa de novos agentes terapéuticos [9].
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Figura 3 — Estrutura do MG-132. Retirado de
http://www.lifesensors.com/img.php?f=S19710.jpg&w=242&h=117

2.1.2. Boronatos peptidicos
Os boronatos peptidicos formam adutos tetraédricos com a treonina do local ativo,

os quais sao estabilizados através da ligagao hidrogénio entre o grupo amina N-terminal da

treonina e um dos grupos hidroxilo do acido borénico [9].
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Figura 4 — Mecanismo de inibigao do proteossoma pelos boronatos. Adaptado de [9].

O bortezomib (VELCADE®, Millennium Pharmaceuticals, Inc.) foi o primeiro
medicamento inibidor do proteossoma que entrou na pratica clinica aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA), em 2003, em monoterapia para tratar doentes refratarios com
MM. Em 2008 obteve a sua aprovacao definitiva e foi alargada a sua utilizagao a terapéutica
de primeira linha em combinagao com o melfalano e a prednisolona. Atualmente é usado
como terapéutica de rotina em doentes com MM e para o tratamento do linfoma das células
do manto e teve um grande impacto no alargamento das opg¢oes terapéuticas nos ultimos
anos [10]. Embora demonstre atividade contra o MM quando usado em monoterapia, tem
mostrado ainda mais beneficios quando usado em associagdo, quer com as terapias
convencionais, quer com novas terapias [2, 3, |1]. O bortezomib apresenta a limitacao de
nao ser ativo em tumores soélidos [9].

Encontram-se a decorrer varios EC que testam o bortezomib em monotrapia e em
associagdo em varios estadios de doencas e tratamentos. Adicionalmente investigam-se
novas aplicagoes em outros tipos de cancros [12].

Este fairmaco é um boronato peptidico que se liga a treonina do local ativo na
subunidade B5 do 20S CP do proteossoma constitutivo e na subunidade B5i do
imunoproteossoma. A avaliagao inicial in vitro demonstrou que induzia uma acumulagao
intracelular de proteinas, levando a paragem entre a fase G2 e o inicio da mitose do ciclo
celular e posteriormente levava a apoptose através da ativagao de duas caspases, a caspase 8
e caspase 9 [3].

O fator nuclear kappa B (NF-kB) é intrinsecamente ativado no MM e desempenha um
papel importante na sobrevivéncia celular, proliferagao e resisténcia a agentes citotoxicos. O
NF-kB esta ligado ao seu inibidor, o inibidor do fator nuclear kappa B (IkBa), no citoplasma e
é ativado quando ocorre degradagiao proteossomica do IkBa. Quando ativado, este fator
induz a expressaio de moléculas de adesio e proteinas anti-apoptoticas e aumenta a
producao de interleucina-6 nas células do estroma da medula 6ssea. A inibicao da atividade
do proteossoma demonstrou prevenir a degradagao do IkBa e subsequente inibigao da

ativagao e translocagao do NF-kB para o nucleo para ativagao das vias subordinadas [3, | I].



A nivel celular, a inibicio do proteossoma resulta na acumulagao de varias proteinas
importantes supressoras tumorais, incluindo p21, p27, p53, e IkBa. O IkBa é um inibidor do
NF-kB, o fator de transcrigao mais importante na regulagao da proliferagao celular. A via de
sinalizagao IkBa/NF-kB desempenha um papel critico na indugao da apoptose mediada pelo
bortezomib. Também mostrou ser significativamente mais toxico para as células do MM em
relagao as células normais [I3].

Outro aspeto inovador do bortezomib é o facto de este farmaco nao so6 atuar nas
células do MM mas também na protecao do microambiente da medula 6ssea, através da
inibicao do crescimento paracrino das células mieloides humanas, pela diminuicao da
aderéncia destas células as células do estroma da medula 6ssea [3, 13].

As lesOes osteoliticas caracterizadas pela ativagao da atividade osteoclastica
acompanhada da redugao na atividade osteoblastica sao a caracteristica major do MM. O
bortezomib exibe efeitos importantes no desenvolvimento e progressao da doenga Ossea
associada ao MM, por redugao da atividade osteoclastica e aumento da fungao osteoblastica.
Estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que o bortezomib aumenta os niveis de
fosfatase alcalina e osteocalcina. Porém, recentemente descobriu-se que a combinagao de
um glucocorticoide como a dexmetasona com o bortezomib poderia inibir os efeitos
positivos do bortezomib na proliferagao e diferenciagao dos osteoblastos, sugerindo que o
bortezomib poderia resultar numa melhor cura das lesdes osteoliticas quando usado sem o
glucocorticoide [3].

Estudos de expressao genética tém sido empregues para aumentar o conhecimento
da agao citotoxica deste composto no MM. O perfil de expressao génica demonstrou que o
bortezomib resulta em sub-regulagao das vias de sinalizagao de crescimento e sobrevivéncia,
sobre-regulagao de moléculas implicadas nas cascatas pro-apoptoticas, bem como, na sobre-
regulacio das proteinas de choque térmico e nos intervenientes da via ubiquitina
proteossoma [3]. O sucesso clinico do bortezomib incitou o desenvolvimento de um grande
numero de inibidores de segunda geracao do proteossoma, com melhoramentos nas

propriedades farmacolégicas e com menos efeitos secundarios.

Figura 5 — Estrutura do bortezomib, um dipéptido
constituido por uma fenilalanina (vermelho) e uma leucina
(verde) cujo grupo carboxilico (-CO,H) foi substituido por

um grupo acido borénico (-B(OH),). Adaptado de [13].
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O ixazomib (MLN-9708, Millennium Pharmaceuticals, Inc) € um boronato dipeptidico
de segunda geragao formulado como um profarmaco na forma de estér boronico. Apresenta
biodisponibilidade oral e quando atinge o plasma hidrolisa-se imediatamente em MLN-2238,
a sua forma bioativa [9, 14].

O MLN-2238 revela poténcia e seletividade similares para a subunidade B5 do
proteossoma responsavel pela atividade chymotrypsin-like, contudo, tem um tempo de
semivida mais curto em relagao ao bortezomib [14].

Uma das limitagdes clinicas do bortezomib é que uma vez ligado ao proteossoma dos
eritrocitos, nao pode ser libertado, ja o MLN-2238 apresenta poténcia inferior, no que toca
volume de distribuicao maior, presumivelmente porque o fairmaco inicialmente ligado aos
eritrocitos € capaz de se dissociar e penetrar nos tecidos [9, 14].

Este composto tem demonstrado induzir a apoptose em células resistentes quer as
terapéuticas convencionais quer ao bortezomib e esta atualmente a ser avaliado em estudos
de fase | para tratamento de tumores sélidos e doengas hematologicas, em doentes com

linfoma e em EC de fase | e 2 para o MM [14-16].
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Figura 6 — Estrutura do ixazomib e do seu metabolito bioativo, o MLN-2238. Adaptado de

http://www.apexbt.com/mIn9708.html

O delanzomib, também chamado de CEP-18770, é um boronato peptidico de
segunda geragao e, tal como o bortezomib, é um inibidor reversivel, principalmente da
atividade chymotrypsin-like. Demonstrou induzir apoptose nas linhas celulares mieloides e em
células primarias do mieloma, enquanto exibe um perfil de citotoxicidade favoravel contra as
células normais. A sua atividade antitumoral foi demonstrada em varios modelos tumorais de
animais e foram demonstrados marcados efeitos contra o mieloma em combinagao com o
melfalano e com o bortezomib [3]. Os resultados dos EC indicaram que, ao contrario do
bortezomib, a neuropatia periférica nao € uma limitagao no que respeita a toxicidade deste

composto [9].


http://www.apexbt.com/mln9708.html

O delanzomib concluiu mais cedo a fase | dos EC para tumores solidos e linfomas

nao-Hodgkin e esta atualmente a ser avaliado em fase | e 2 dos EC para o MM [3].
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Figura 7 — Estrutura do delanzomib.

2.1.3. B-lactonas

O PS-519 é uma B-lactona com que se liga reversivelmente ao proteossoma. Foi o
primeiro inibidor do proteossoma a ser testado em EC para o tratamento de lesdes de
reperfusao, inflamagao e isquemia.

Em modelos animais, o PS-519 reduz a ativagao do NF-kB, atenua a produgao de
citocinas e moléculas de adesao celular e reduz a infiltragao de macrdéfagos e neutrofilos no
cérebro. Este composto concluiu com sucesso a fase | dos EC em humanos, contudo os
elevados custos de investimento em EC adicionais aliado a taxa de falha dos ensaios

concluidos no enfarte impediram o desenvolvimento deste composto [9] [17].

Figura 8 — Estrutura do PS-519.

2.2. Inibidores covalentes irreversiveis

2.2.1. B-lactonas

O omuralide foi o primeiro composto natural descrito, isolado do Streptomyces sp.,

que se liga predominantemente a subunidade B5 do proteossoma [18].
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O marizomib (NPI-0052, Nereus Pharmaceuticals), também conhecido como
salinosporoamide A, é uma B-lactona derivado da bactéria marinha Salinospora tropica e
estruturalmente relacionado com o omuralide [3]. Estas moléculas reagem covalentemente
com a treonina do local ativo através da abertura do anel B-lactona e formagao de uma
ligacao éster [18].

Em contraste com o bortezomib que é um inibidor lento e reversivel da atividade
chymotrypsin-like, o marizomib liga-se irreversivelmente, modificando covalentemente os
residuos de treonina no local ativo das trés subunidades B do proteossoma [2, 3].

Enquanto o bortezomib é administrado intravenosamente este tém a vantagem de ser
bioactivo oralmente. Estudos iniciais in vitro estabeleceram a eficacia deste composto nas
linhas celulares mieloides, incluindo aquelas que eram resistentes ao bortezomib. Estudos em
animais com tumores demonstraram redugao no crescimento tumoral sem significativa
toxicidade. Estudos pré-clinicos demonstraram resultados sinérgicos quando o marizomib foi
combinado com bortezomib, lenalidomida e varios inibidores das histonas desacetilases
(HDAC). Os EC de fase | e 2 em doentes com MM refratarios a tratamentos anteriores
estao a decorrer e os EC em linfomas, tumores sélidos e cancro do pulmao de nao
pequenas células ja estao concluidos [3, 19].

Este farmaco pode superar a resisténcia e induzir apoptose em células mieloides
resistentes ao bortezomib. Quando comparado com o bortezomib, o marizomib apresenta
uma poténcia superior, um inicio de agao mais rapido, uma duragio de agio maior e o
tratamento nao apresenta toxicidade significativa nem induz neuropatia periférica ou

mielossupressao [2, 3].

Figura 9 — Estrutura do omuralide e do marizomib.

2.2.2. a,B-epoxicetonas peptidicas

As o,B-epoxicetonas peptidicas sao os IPs mais especificos e mais potentes

conhecidos até a data. Desde que o proteossoma foi descoberto como sendo um alvo de



peptideos naturais como a epoximicina, nao foram encontrados efeitos off-target para estes
inibidores [9].

A estrutura cristalina do proteossoma complexada com a epoximicina explica esta
excelente especificidade, revelando um anel morfolina formado pela treonina N-terminal e o
grupo epoxicetona do inibidor. Esta estrutura sugere que o hidroxilo catalitico ataca
primeiro o grupo carbonilo do farmacoforo e, em seguida, o grupo amina da treonina abre o
epoxido e completa a formagao do aduto morfolina. Os residuos cataliticos das serina e
cisteina proteases nao tém um grupo a-amino, logo nio podem formar um aduto deste
género. Portanto, as epoxicetonas apresentam a vantagem de um mecanismo catalitico fora
do comum empregue pelo proteossoma [20].

A poténcia, elevada especificidade e relativa facilidade de sintese tornaram a

epoximicina uma escolha popular para modificagoes sintéticas [20].
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Figura 10 — Mecanismo de inibicao do proteossoma pelas epoxicetonas. Adaptado de [9].

O carfilzomib (Kyprolis®, Onyx Pharmaceuticals, Inc.) é um inibidor baseado na
epoximicina, uma epoxicetona tetrapetidica, com propriedades farmacéuticas melhoradas. O
carfilzomib liga-se irreversivelmente a subunidade responsavel pela atividade chymotrypsin-like,
quer do proteossoma (B5), quer do imunoproteossoma (B5i), levando a uma inibigao mais
sustentada [3, I5].

Nos ensaios pré-clinicos o carfilzomib mostrou exibir igual poténcia mas maior
seletividade que o bortezomib para a subunidade B5. Também mostrou atuar in vitro
sinergicamente com inibidores da HDAC no linfoma e na leucemia [3].

Os resultados provenientes da fase | dos EC, em doentes com doengas
hematoldgicas, mostraram ser bem tolerado e induzir menos vezes neuropatia periférica do
que o bortezomib. Os resultados da fase 2 usando o carfilzomib em monoterapia, em
doentes refratarios ao MM, demonstraram uma resposta de 35,5%, incluindo doentes
refratarios ao bortezomib. Os principais efeitos secundarios sio nauseas, com neuropatia
periférica limitada, observada em menos de 10% dos doentes. Encontra-se atualmente em
varios EC em doentes com MM, recentemente diagnosticados e refratirios a tratamentos

anteriores, em monoterapia ou em associagado com outros agentes antitumorais [3].
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Em 2008 obteve a designagao de medicamento orfao pela EMA para o tratamento do
MM em doentes refratarios a tratamentos anteriores e também para aqueles que ja foram
sujeitos a imunoterapia. Atualmente encontram-se a decorrer trés EC, apos o resultado
destes seguir-se-a a sua aprovagao pela FDA [21].

O ONXO0912 (anteriormente PR-047, Onyx Pharmaceuticals, Inc.) também designado
oprozomib é um analogo inovador do carfilzomib biodisponivel por via oral. O carfilzomib,
tal como o bortezomib, é administrado por via intravenosa, no entanto, a terapéutica com
um inibidor do proteossoma, requer uma administracao duas vezes por semana e, portanto,
um inibidor biodisponivel oralmente é mais vantajoso. O ONX0912 demonstrou atividade
antitumoral, in vitro, semelhante ao carfilzomib em linhas celulares e células primarias, além
disso, potencia a atividade do bortezomib, lenolidomida e inibidores das HDAC. Em
modelos animais de MM, linfoma nao-Hodgkin e cancro colorretal demonstrou redugao na
progressao do tumor e prolongou a sobrevivéncia [3]. Um estudo de fase | em que o
oprozomib foi administrado oralmente em doentes refratirios e com tumores solidos
recorrentes ja esta concluido [22].

Os estudos que testam o oprozomib em associagio com a dexametasona,
lenalidomida e ciclofosfamida em varios estadios de doencas, bem como, estudos de eficacia

e de seguranga e um estudo multicéntrico de faselb/2 estio em fase de recrutamento [3,

22].
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Figura | | — Estrutura da epoximicina, carfilzomib e oprozomib. Adaptado de [9].



2.3. Inibidores especificos do imunoproteossoma

O SUP mostra estar envolvido nao apenas na apoptose mas também no
processamento de antigénios, co-estimulagiao, adesao e quimiotaxia. Também participa no
processamento de proteinas intracelulares e virais que geram pequenos fragmentos
peptidicos que depois servem como antigénios peptidicos no complexo MHC de classe I.

Certas subunidades incluidas no imunoproteossoma sao substituidas por outras
subunidades induzidas pelo interferao-y para gerar um complexo estrutural e funcionalmente
distinto do proteossoma constitutivo. O imunoproteossoma &, por isso, um componente
essencial do sistema imunitario que fornece antigénios peptidicos de classe | para
apresentacao as células T citotoxicas. Os componentes MHC classe | posteriormente ligam-
se ao péptido gerado pelo proteossoma, e o complexo péptido-MHC é escoltado e
apresentado na superficie celular para reconhecimento por recetores especificos existentes
nas células T [15].

Uma nova abordagem promissora consiste na utilizagao de inibidores que inibam
especificamente atividades cataliticas do imunoproteossoma. Os imunoproteossomas sao
expressos constitutivamente nos tecidos imunologicos e sao expressos num nivel muito mais
baixo nos outros tipos de células. Assim, direcionar a terapéutica para o imunoproteossoma
confere uma certa especificidade e proporciona uma oportunidade para ultrapassar as
toxicidades associadas a inibicido do proteossoma constitutivo, tais como, a neuropatia
periférica e os efeitos secundarios gastrointestinais [3].

Um interesse consideravel tem sido focado no desenvolvimento de inibidores
especificos do imunoproteossoma para aplicagoes em imunologia, uma vez que, estes podem
combater doengas como o lipus eritematoso sistémico, a doenga inflamatoria intestinal e a
artrite reumatoide [21].

O PR-924 (Onyx Pharmaceuticals, Inc.) é uma epoxicetona tripeptidica relacionada
com o carfilzomib, que exibe 100 vezes maior seletividade para a subunidade LMP7 do
imunoproteossoma quando comparado com o carfilzomib [3, 23].

Estudos mostram que o PR-924 inibe o crescimento e desencadeia a apoptose em
linhas celulares mieloides e em células primarias tumorais obtidas de doentes, sem afetar
significativamente as células mononucleares do sangue periférico. Este composto induz a
apoptose nas células mieloides através da ativagao da caspases — 3, 8 e 9 — e libertagao do
citocromo c. A administragao in vivo inibe o crescimento tumoral em plasmocitomas
humanos. Os estudos relacionados com este composto validam assim a subunidade LMP7 do

imunoproteossoma como um alvo terapéutico inovador no tratamento do MM [24].
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O IPSI-001, também denominado de calpeptin, € um aldeido peptidico que inibe
preferencialmente a subunidade LMP2 do imunoproteossoma e revela uma poténcia de
inibicao 100 vezes maior para a subunidade 20Si quando comparado com a 20S do
proteossoma constitutivo. Exibe também uma poténcia 165 vezes maior para a atividade da
subunidade Bli do imunoproteossoma [25, 26].

Este farmaco induz a acumulagao de conjugados ubiquitina-proteina, proteinas pro-
apoptoticas e ativa a apoptose mediada por caspases. Além disto, inibe potentemente a
proliferagao nas células mieloides obtidas de doentes e noutras doengas hematoldgicas [25,
26].

Esta evidéncia fornece uma base légica para a transposicao dos inibidores especificos
do imunoproteossoma para a pratica clinica, onde podem fornecer aplicagdes com grande

especificidade e menos toxicidade que os inibidores acuais [25, 26].
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Figura 12 — Estrutura do PR-924 e do IPSI-001.



2.4. Vantagens e desvantagens dos inibidores do proteossoma

O proteossoma é um novo alvo bioquimico e os IPs, tal como o bortezomib,
representam uma classe Unica de agentes antitumorais.

O bortezomib é muito eficaz no tratamento de doentes com MM. A maioria dos
doentes responde inicialmente a quimioterapia mas muitos deles, tornam-se refratarios
devido a resisténcia das células cancerosas aos agentes antitumorais. Os EC mostram que a
taxa de resposta ao bortezomib é surpreendente, 35% em doentes que ja haviam sido
tratados com trés ou mais farmacos e eram refratarios a estes tratamentos [27].

Os IPs apresentam alta seletividade. Na generalidade, as linhas celulares mieloides sao
mais sensiveis ao tratamento com estes farmacos do que as células da medula 6ssea ou
células mononucleares periféricas do sangue de individuos saudaveis. No caso do
bortezomib, as células mieloides dos doentes sao, pelo menos, 170 vezes mais sensiveis ao
farmaco do que as células do estroma da medula 6ssea [3].

O bortezomib interage com varios compostos naturais. Assim os polifendis do cha
verde, flavonoides e acido ascérbico inibem o efeito anticanceroso do bortezomib através de
um mecanismo de interagao farmaco-farmaco [28, 29].

Estudos recentes tém demonstrado que os IPs siao citotoxicos para diversos tipos de
células cancerigenas e que estas sao mais sensiveis aos efeitos pré-apoptoticos da inibicao do
proteossoma do que as células normais [3].

Uma das limitagoes destes farmacos é serem pouco eficazes em tumores solidos, mas
esta desvantagem pode ser solucionada pela combinagao com outros antitumorais, tais
como, mefalano, dexametasona, ciclofosfamida, talidomida, entre outros [3].

No caso do bortezomib, este aumenta a sensibilidade das células cancerosas aos
agentes tumorais convencionais e o seu desenvolvimento teve por base a tentitativa de
superar a resisténcia a outros farmacos [3]. Alguns destes compostos produzem
quimiossensibilizagao para outros farmacos anticancerosos.

Os IPs apresentam efeitos secundarios intrinsecos ao seu mecanismo de agao como a
inibicao de algumas proteases endogenas. Em lisados celulares, onde se avaliou a inibicao de
serinas proteases pelo bortezomib e pelo carfilzomib, o bortezomib inibiu significativamente
estas enzimas huma poténcia proxima ou equivalente a do proteossoma, contrariamente ao
carfilzomib. Os niveis de HtrA2/Omi estao envolvidos na sobrevivéncia neuronal e
aumentaram nos neuronios expostos a ambos os IPs, mas apenas foram inibidos pelo
bortezomib. Estes resultados mostram que a neurodegeneracao induzida pelo bortezomib, in

vitro, ocorre por um mecanismo independente do proteossoma e que este farmaco inibe
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outros alvos, quer in vitro quer in vivo, que contribuem para o seu perfil de reagoes adversas
[8, 26, 30].

Os principais efeitos secundarios destes compostos sao fadiga, mal-estar e fraqueza,
pneumonia, desidratagao, nausea, vomitos, diarreia, dores nos membros, dor nas costas e
artralgias. Estes efeitos secundarios limitam a sua utilizagdo em alguns doentes, bem como
limitam as doses em alguns deles devido aos efeitos secundarios dose dependentes [21].

Os IPs possibilitaram o desenvolvimento de uma nova classe de fairmacos contra
algumas doengas oncologicas mas nao sé, vieram também oferecer a possibilidade de
compreensao dos mecanismos celulares e bioquimicos de algumas doengas. O seu
conhecimento e os dados da sua utilizagao na pratica clinica sustentam novas investigacoes e

o desenvolvimento de novos farmacos com propriedades farmacéuticas melhoradas.

2.5. Mecanismos de resisténcia

A resisténcia aos |IPs pode ocorrer a nivel da estrutura do proteossoma ou nas vias
de sinalizagdo dependentes deste. Foram descobertas mutagdes num Unico local, a
subunidade PB5 do proteossoma constitutivo (PSMB5) em linhas celulares mieloides
resistentes ao bortezomib. Usando testes de sobre-expressao genética, estes mostraram que
a mutagao pode ocorrer pela interferéncia com a via de resposta a proteinas mal dobradas
[31].

As resisténcias ao bortezomib estao associadas a mutagoes no gene que codifica a
subunidade 5, assim, as células resistentes apresentam uma muta¢ao na subunidade B5, na
qual a treonina é substituida por uma alanina, logo isto confere resisténcia pois a treonina é
o alvo do bortezomib [13].

Foi também identificado que a PSMD4, uma das subunidades nao dependentes de
ATP da particula reguladora do proteossoma, a subunidade 19S, estd associada a reagoes
adversas ao bortezomib [32].

Os efeitos antitumorais do bortezomib tém sido principalmente atribuidos a sua agao
no NF-kB e nas vias da proteina reguladora Bcl-2. Logo, nao é surpreendente que diferentes
polimorfismos da familia de genes do NF-kB afetem a resposta ao tratamento [33].

Nos casos de resisténcia associada ao sistema ubiquitina proteossoma é possivel
superar as resisténcias através do uso de inibidores de segunda geracao ou de compostos
estruturalmente diferentes que atuem por um mecanismo diferente do bortezomib. O
conhecimento dos mecanismos de resisténcia pode permitir um design racional de novos
farmacos, bem como, a escolha das terapias combinadas.
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3. Inibidores da conjugacao da ubiquitina

A ubiquitina funciona com um marcador de proteinas que as sinaliza através de uma
ligagado covalente. Estao envolvidas trés enzimas neste processo, a enzima ativadora de
ubiquitina (El), a enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e a enzima ubiquitina ligase (E3). Nas
células apenas existe uma Unica enzima El, no entanto, existem dezenas de E2 e centenas de
E3. A especificidade das enzimas E3 na célula fornece seletividade as proteinas marcadas para
degradagao no proteossoma [2].

A conjugagao de proteinas com a ubiquitina desempenha numerosos papéis
reguladores através de fungoes dependentes e nao dependentes do proteossoma. Alteragoes
no processo de ubiquitinagdo sao observadas num vasto numero de patologias, por esta
razao, existe grande interesse em atingir farmacologicamente o SUP para tratamento do
cancro. Varias classes de inibidores que bloqueiam a degradacao de proteinas marcadas com

ubiquitina estao sob investigacao [34].

3.1. Inibidores da enzima de ativacao da ubiquitina

A El é responsavel pelo primeiro passo do processo de ubiquitinagao, através da
ativagao da ubiquitina e esta enzima é sobre-expressa em todas as leucemias e nas linhas de
células mieloides primarias de doentes. Quando a El é bloqueada, estas células entram em
apoptose [13]. Apesar do papel bem definido da El, nenhum inibidor desta enzima que
apresente permeabilidade celular foi desenvolvido até a data. Como os inibidores da El
atuam numa fase precoce do processo de ubiquitinagao, na qual inibem a ativagao da
ubiquitina estes inibidores devem, em principio, bloquear todas as vias dependentes deste
passo [34].

O PYR-41 o primeiro inibidor irreversivel da El além de bloquear a cascata da
ubiquitinagao, inesperadamente aumenta a sumoilagao nas células. A base molecular deste
aumento nao € conhecida contudo o aumento da sumoilagao é também observado nas
células cujas El sao dependentes da temperatura [34].

Funcionalmente o PYR-4| atenua a ativagao do NF-kB mediado por ciclinas, inibe
também as vias de ubiquitinagao dependentes e a degradagao proteossomica do IkBa.
Adicionalmente, o PYR-41 inibe a degradagao da p53 e ativa a atividade transcricional deste
supressor tumoral. De acordo com este raciocinio, este composto atinge preferencialmente
células transformadas que expressam a p53, por isso, o PYR-4| e as pirazonas relacionadas

fornecem evidéncia da capacidade destes compostos diferencialmente atingir células
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transformadas, sugerindo o potencial dos inibidores da El como agentes terapéuticos no
cancro. Estes inibidores também podem ser valiosas ferramentas para o estudo do processo
de ubiquitinagao [34].

O PYZD-4409 uma molécula inibidora da El derivada da 3,5-dioxopirazolidina induz
a morte em células malignas e inibe preferencialmente o crescimento das células mieloides
primarias comparado com células normais hematopoiéticas. A inibicio da El aumenta o
stress ao nivel do reticulo endoplasmatico e leva as células a apoptose. In vivo a administragao
de PYZD-4409 diminuiu o peso e o volume do tumor quando comparado com o controlo,
sem toxicidade significativa. O estudo deste composto também real¢a a El como um novo
alvo terapéutico para o tratamento de doengas oncoldgicas pois podemos atingir efeitos

similares aos IPs com um alvo terapéutico alternativo, pois nos humanos apenas existe uma

El [13, 35].
3.2. Inibidores da enzima de conjugacao da ubiquitina

No SUP as enzimas E2 medeiam a conjugacao da ubiquitina com os substratos e
dessa forma controlam a estabilidade e interagoes proteicas. A hCdc34 é uma E2 que catalisa
a ubiquitinacdo de centenas de proteinas em conjugagao com as centenas de E3. Foi
identificado um composto denominado CCO0651 que seletivamente inibe a hCdc34. A
determinagao da estrutura revelou que que o CCO0651 se liga num local da hCdc34 diferente
do local catalitico, causando uma alteragao subtil mas que provoca o deslocamento de
elementos estruturais desta enzima [36].

Os andlogos do CCO065! inibem a proliferagao de linhas celulares humanas
cancerosas. O CCO0651 nao afeta as interagoes da hCdc34 com as enzimas El e E3 ou a
formacao da ligagao tioéster mas, em vez disso, interfere com a ligagao da ubiquitina aos
residuos de lisina das proteinas a sinalizar. As enzimas E2 sao assim suscetiveis a inibicao em

locais nao cataliticos e podem representar uma classe de alvos terapéuticos viaveis no SUP

36].
-5

Figura |3 — Estrutura do PYR-41, PYZD-4409 e CCO0651.

21



4. Sumoilacao

Recentemente foram descobertas vias enzimaticamente paralelas a via da ubiquitina e
estao atualmente a ser investigadas. Estas vias ligam covalentemente ubiquitin-like preoteins
(ULPs) nos substratos proteicos e cada uma destas ULP tem uma fungao celular distinta.
Algumas vias, como a sumoilagao, tém sido identificadas em todos os seres eucarioticos
testados [15].

A sumoilagao é uma modificacdo pds-tradugao que liga uma proteina denominada
small ubiquitin-like modifier (SUMO) a proteina alvo e, tal como a ubiquitina, pode sinalizar
proteinas para degradagao no proteossoma. A proteina SUMO é uma pequena proteina de
|2 kDa que foi isolada e mostrou ser 18% homologa a ubiquitina [15].

A sumoilagao ¢ altamente regulada em todos os seres eucaridticos e participa em
diversos processos, tais como, transporte proteico do citoplasma para o nucleo, regulagao
pos-transcricional, segregacao cromossémica e controlo do ciclo celular [15].

O papel da proteina SUMO no SUP foi estabelecido desde que a ligagao desta
proteina a outras proteinas-alvo sinaliza o recrutamento de E3 para ubiquitinagio e
degradagao no proteossoma [I5, 16].

Recentemente foi demonstrado que a sumoilagio e os seus efetores estio
aumentados nos doentes com MM antes do tratamento e nos doentes que nao respondem
ao bortezomib [15, 16].

Os agregossomas sao corpos de inclusio proteicos que sao formados quando os
organelos celulares de degradagao proteica estao comprometidos ou sobrecarregados, o
que leva a acumulagao de proteinas que nao sao eliminadas. A formagao dos agregossomas €
vista como uma resposta celular protetora a presenga de proteinas anormais, mal dobradas
ou danificadas no citoplasma que nao podem ser eliminadas pela via do SUP, mas também
funciona como uma plataforma para eventual eliminagao autofagica destes agregados [ 6].

A formagao de agregossomas € induzida por um nlUmero de fatores celulares
stressantes e genotoxicos, incluindo a inibicao do proteossoma. Estas estruturas podem
representar um potencial mecanismo compensatorio para as células eliminarem os
resultado, ocorre resisténcia aos IPs e promogao da sobrevivéncia tumoral [16].

Ha evidéncia recente sobre a proteina SUMO e efetores da sumoilagao que estao
relacionados com a formagao de agregossomas e resisténcia aos IPs. Desta forma, a inibigao

da sumoilagao previne a formagao de agregossomas, impede a eliminagao autofagica de
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conjugados ubiquitina-proteina e supera a resisténcia aos IPs, pois resultante da acumulagao
de conjugados ubiquitina-proteina, ocorre ativagao dos mecanismos de morte celular [16].

O proteossoma é limitado na sua capacidade para degradar certas proteinas, tais
como, as associadas a membranas, oligoméricas e agregadas. Portanto, atingindo
farmacologicamente os efetores da sumoilagao é possivel afetar a formagao e a fungao dos
agregossomas, superar a resisténcia aos IPs e aumentar a sua citoxicidade [16].

O papel da sumoilagio nas doengas oncologicas s6 agora comega a ser
compreendido e surge como um novo alvo terapéutico que pode ser usado, nao apenas,
para o tratamento destas doengas, mas também, para superar a resisténcia aos farmacos
antitumorais. Sao necessarios estudos adicionais para compreender melhor o papel desta via

nos processos de carcinogénese celular.

5. Outros alvos moleculares

O aumento do conhecimento das vias intracelulares que estio envolvidas na
proliferacao e na sobrevivéncia das células tumorais levou a identificacao de novos alvos
passiveis de intervengao terapéutica. Recentemente, numerosas moléculas inibidoras foram
desenvolvidas, atuando contra proteinas celulares chave ou vias de sinalizagao que possam
aumentar o efeito antitumoral dos IPs ou superar a resisténcia a estes farmacos.

Estas moléculas inovadoras incluem inibidores da proteina de choque térmico 90,
inibidores das HDAC, inibidores da farnesiltransferase, inibidores da Bcl-2, anticorpos
monoclonais e diferentes inibidores das multicinases. Muitos destes agentes inovadores tém
demonstrado atividade sinergistica com os |Ps em estudos pré-clinicos e estao a ser testados
em EC recentes em combinagao com estes [3].

A proteina de choque térmico 90 (PCT90) é uma chaperona que estabiliza
numerosas proteinas e que contribui para a sobrevivéncia e proliferagio das células
tumorais. Os estudos pré-clinicos com tanespimicina, um inibidor da PCT90, em combinagao
com o bortezomib demonstraram um efeito sinergistico o que resultou num aumento da
acumulagao de proteinas marcadas com ubiquitina [37]. Num EC de fase | em que foi
testado o bortezomib em associagdo com a tanespimicina estes demonstraram respostas

significativas e duraveis no tempo [38].
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6. Avancos futuros

Os IPs fornecem uma estratégia terapéutica inovadora para o tratamento do MM,
linffomas mas nao so, estes fairmacos tem potencial para alargamento das suas utilizagoes
terapéuticas. O bortezomib, o first-in-class destes inibidores, mostrou um sucesso notavel
desde a sua introducao no mercado ha || anos, pois veio aumentar o tempo de sobrevida
global, a sobrevida livre de doenga e diminuiu os sintomas reportados pelos doentes.

Os compostos de segunda geragao, atualmente em desenvolvimento, ja demonstram
aumento na seletividade e uma janela terapéutica mais aceitdvel. No caso de o,B-
epoxicetonas peptidicas, os seus efeitos off-target sao muito limitados, devido ao seu
mecanismo de agao Unico com o local catalitico do proteossoma. Estratégias similares
permitem ultrapassar as limitagoes dos IPs associadas aos seus efeitos secundarios.

No sentido de melhorar a seguranga e aumentar a eficacia destes farmacos torna-se
necessario um aumento no conhecimento de todos os processos envolvidos na homeostasia
proteica para permitir um design mais racional de novos farmacos, onde o ideal sera
desenvolver compostos com grupos reativos que reajam s6 com o alvo terapéutico
pretendido.

Atualmente, as pesquisas direcionam-se para outros componentes do SUP a fim de
procurar potenciais alvos passiveis de serem atingidos farmacologicamente que confiram uma
maior especificidade. O desenvolvimento de inibidores das El e E2 que atingem os passos
iniciais do SUP sao uma abordagem bastante promissora.

As E3 desempenham um papel fundamental na selegao do substrato logo mostram-se
como promissores alvos candidatos para modulagao do SUP. Outra abordagem possivel é o
desenvolvimento de inibidores especificos para a particula reguladora 19S do proteossoma.

Componentes individuais da via de sumoilagao funcionam como biomarcadores para
prever a resposta clinica aos IPs e fornecem evidéncia que atingindo esta via é possivel
melhorar a resposta terapéutica aos IPs e atuar sinergicamente com estes.

Os IPs apresentam aplicagoes terapéuticas para além do cancro, encontrando-se
algumas em estudo, como sendo, tratamento de doentes transplantados, o tratamento de
doencas autoimunes e atividade anti-inflamatéria e anti-infeciosa.

Futuramente, sao necessarias investigacoes adicionais a fim de melhorar a
compreensao acerca de todas as vias que interagem com o SUP. A completa compreensao
deste sistema permitird ultrapassar as resisténcias a estes farmacos, além de, permitir o
desenvolvimento de novos compostos mais eficazes e que possam levar a cura destas

doengas.
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