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Resumo

As proteinas de Choque Térmico (Hsps), representam um grupo diverso de chaperonas que
desempenham um papel vital na protecao das células contra inlmeros stresses ambientais.
Desde a identificagao do primeiro inibidor Hsp90 ha quase duas décadas atras, tém havido
um progresso substancial no desenvolvimento de moléculas potentes e seletivas que inibam

esta chaperona e que contenham atividade anticancerigena.

Esta monografia ira fornecer uma ideia geral da fungao e estrutura da Hsp90, as suas co-
chaperonas, como modificagoes pos-translacionais podem interferir com esta maquinaria e

ainda sobre a eHsp90 e perspectivas futuras.

Abstract

Heat shock proteins (Hsps) represent a diverse group of chaperones that play a vital role in
the protection of cells against numerous environmental stresses. Since the identification of
the first Hsp90 inhibitor almost two decades ago, there has been substantial progress in the
development of potent and selective molecules that inhibit this chaperone and that have
anticancer activity.

This monograph will provide an overview about the function and structure of the Hsp90, it’s
co-chaperones, how post-translational modifications can interfere with this machinery as

well as eHsp90 and future prospects.
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|I. Introducao

O cancro é uma doenga transversal e uma das principais causas de morte a nivel mundial,
segundo dados da Organizagao Mundial de Saide (WHO), causando 7,6 milhoes de mortes
(aproximadamente 13% de todas as mortes mundiais) em 2008 ) e 8.2 milhdes de mortes

em 2012. @

Até 2030 espera-se 21.4 milhdes de novos casos de cancro e que 13.2 milhdes de mortes

estejam relacionadas com esta. ®

Esforgos feitos em prol da investigagdo do cancro obtiveram avangos significativos nestas

Gltimas décadas e alteraram a nossa percepgio em relagio 4 complexidade desta doenga. )

Os hallmarks do cancro compreendem uma série de ganhos e perdas de fungoes genéticas e
epigenéticas de oncogenes e genes supressores de tumores, respectivamente, que tornam as
células cancerigenas capazes de um elevado potencial de replicagao irrestrito, resisténcia a
estimulos pro-apopticos, angiogénese sustentada, auto-suficiéncia no crescimento,
insensibilidade a sinais de supressores de crescimento, reprogramagao do metabolismo

energético e evasio 4 vigilincia do sistema imune. ¥

Com a explosao de conhecimento relativo a genes e vias moleculares, que regulam muitos
dos hallmarks do cancro, terapias direccionadas a alvos especificos baseados em certos

mecanismos tém vindo a ser desenvolvidos. ”

O estudo da familia dos Heat Shock Proteins (HSPs) tem sido considerado por muitos como
um alvo promissor na terapia do cancro. ) Estas proteinas encontram-se aumentadas em
muitos tumores solidos e neoplasias hematoldgicas, como tal, formulou-se a hipotese da
utilizagao de inibidores quimicos das Hsp90 com o resultado de degradagao destas proteinas

oncogénicas servindo como agentes anticancerigenos extremamente Uteis. ©

Avaliagoes clinicas e pré-clinicas de uma variedade de inibidores de Hsp90 tém demonstrado

efeitos antitumorais quer em monoterapia quer em combinacio com quimioterapia. @

Hsp90 colabora com a Hsp70 para formar um sistema dindmico, multifuncional e
multicompetente que desempenha um papel pivo na protecgao bioldgica dos organismos em
stresses ambientais e genéticos. . No entanto o foco deste trabalho sera nas Hsp90 e nos

seus efeitos antitumorais.
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Sumariando as Hsps representam um grupo de chaperonas que regulam o folding de
proteinas para garantir a conformagao e translocagdo correta, evitam a agregagao de
proteinas ®'% e possuem um papel vital na protecgio das células contra diversos stresses
ambientais,  incluindo elevagdo de temperatura, hipoxia e danos oxidativos. Visto que estes
afectam numerosos processos fisiologicos, tais como, transdugao, transporte intracelular e
degradagio proteica, tornam-se um alvo interessante para a terapéutica do cancro, © pois a

sua inibigio pode afectar simultaneamente vérias vias oncogénicas. ©

2. Estrutura e conformacao dinamica das Hsp90

As Chaperonas moleculares pertencem a um grupo de proteinas altamente conservadas
chamado Hsps, que sao classificados em familias de acordo com o tamanho molecular, estas
incluem a Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 e Hsp pequeno (15-30 kDa). ©

Apesar de ser uma proteina de choque térmico, Hsp90 € ubiquitariamente expressa em
condigoes normais e corresponde a cerca de |-2% do conteudo total de proteina celular
tornando-os uma das proteinas citoplasmaticas mais abundantemente expressas em diversos
organismos. 4821014

As Hsp90 sao membros de uma classe especial de ATPases, estruturalmente relacionados, as
chamadas Girases, Hsp90, Histidina Cinase, que contém uma dobra vinculativa Bergerat-
ATP. ®

As Hsp90 em humanos contém duas isoformas major, Hsp90 (alfa) e Hsp90 (beta) codificada
por dois genes distintos, partilhando aproximadamente 81% de sequéncia homdloga. Ambos
contem os trés dominios altamente conservados. No entanto tornou-se cada vez mais claro
que estes desempenham papéis diferentes. ©

Enquanto a Hsp90 (beta) é expressa abundantemente na maioria dos tecidos a Hsp90 (alfa) é
tipicamente induzida em resposta a diversas situagdes de stress celular. ['?

As Hsp90 possuem uma estrutura homodimérica e cada monémero contém trés regioes
flexivelmente ligadas, um dominio de ligagago ATP N-terminal (N-dominio), um dominio
médio de vinculagao de ATP (dominio M), e um dominio de dimerizagio ou terminal C
(dominio C). P

O dominio M contribui para a interacg¢ao das proteinas clientes e algumas co-chaperonas. O
terminal C é essencial para a dimerizagio da Hsp90 ©, regula a atividade da ATPase e
recruta co-chaperonas através de um motivo conservado EEVD. Co-chaperonas, contendo

repeticao de dominios tetratricopeptideos (TPR), como HOP e PPlase, e as co-chaperonas
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nao-TPR, CDC37, p23 e AHAI, desempenham um papel importante na maturagao da
proteina cliente e modulagio da atividade ATPase. ©®

O dominio N-terminal ATPase tem um bolso regulador que se liga e hidrolisa
ATP para mediar uma série de ciclos de associagao-dissociagao entre Hsp90 e proteinas
cliente. Este dominio contém a dobra Bergerat, no qual o nucleétido adopta uma forma
curva. ©

Co-chaperonas também recrutam proteinas cliente especificos para a Hsp90 e / ou
estabilizam a Hsp90 num estado ligado a ATP para prolongar a meia-vida do complexo
multichaperona maduro. ©

Estudos estruturais revelaram que Hsp90 adopta espontaneamente conformagoes
estruturais distintas, que parecem estar em um equilibrio dinamico. No estado apo, Hsp90
adopta uma forma em "V", chamada de conformagao aberta. A ligacio de ATP desencadeia
uma série de alteragoes conformacionais incluindo reposicionamento da regiao da tampa do
terminal N e uma mudanga dramatica na orientagaio dominio N-M. Finalmente, a Hsp90
atinge um estado mais compacto, denominada conformagao fechada em que os dominios N
sao dimerizados. ® [figura |. Adaptado de 5]

Ou seja, apos ligagao rapida ao ATP, a Hsp90 atinge lentamente o primeiro estado
intermediario, em que a tampa de ATP esta fechada, mas os dominios-N ainda estao abertos.
A dimerizagao do terminal N leva 4 formacao do segundo estado intermediario, no qual ha
reposicionamento do dominio M que interage com o dominio N. Em seguida, a Hsp90 atinge
um estado totalmente fechado no qual ocorre a hidrolise de ATP. Apds hidrolisacao, o
dominio N dissocia-se libertando ADP e fosfato inorganico, voltando a Hsp90 4 sua
conformacio inicial ®. Outra caracteristica interessante da regiio de ligagio ao ATP é que
varios residuos de aminoacidos conservados formam uma "tampa" que se fecha sobre o
bolso de ligagao de nucleétidos no estado de ligagado com o ATP, mas esta aberto durante o

estado de ligagio com o ADP. ©

As fungoes das Hsp90 podem igualmente ser reguladas por modificagoes pds-translacionais,

estas incluem a fosforilacio, nitrosilacio e acetilacio.
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3. Co-chaperonas:

Hsp90 desempenha um papel proeminente nos processos pos-translacionais, impedindo a
agregacao de proteinas e permitindo a translocagao através das membranas. Auxilia também
na montagem / desmontagem de complexos multiprotéicos e na maturagao conformacional
de moléculas de sinalizagao. Embora geralmente estabiliza os seus substratos, ou chamadas
proteinas "cliente", Hsp90 pode também promover a degradacio de proteinas. '” Para
executar essas diversas fungoes, Hsp90 nao funciona de forma independente actua sim como
o componente central de maquinarias maior e mais complexa, que contém outras
chaperonas, co-chaperonas e moléculas acessorias. (%

Até a data, mais de 200 co-chaperonas foram identificadas. Estas regulam a fun¢ao da Hsp90
de diferentes maneiras, tal como a inibicao ou a activagao da ATPase da Hsp90, ou pelo

recrutamento de proteinas cliente especificas para o ciclo. ©

3.1. Receptores de hormonas esteréides (SHR)
Tem sido bem estabelecido que certas células cancerigenas crescem de uma forma
dependente de hormonas esterdides. Os receptores de estrogénio sio sobre expressas em

cerca de 70% dos casos de cancro da mama, e genes receptores de estrogénios tém sido

associados com diferentes riscos de desenvolver cancro da mama. ©
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Mutacoes nos receptores de androgénio podem contribuir para a progressao do cancro da
préstata e para o insucesso na terapia endocrina com antagonistas de androgénio. )

Os receptores estrogénicos e androgénios bem como receptores glucocorticoides, sao
proteinas cliente-Hsp90, nao podendo ligar-se a suas respectivas hormonas nem activar
genes-alvo sem fungao correcta das Hsp90. Portanto, a inibicao da maquinaria Hsp90
suprime o crescimento dependente de hormonas de certas células tumorais. ©

De acordo com experiéncias reconstrutivas, SHR deve passar cronologicamente por trés
complexos com diferentes composi¢oes de co-chaperonas para chegar a sua conformagao
activa. Hsp70 / Hsp40 foram identificados como componentes do "complexo inicial."
Apos associagio com a Hsp90 através da proteina adaptadora Hop o "complexo
intermediario” é formado. Além do complexo intermediario, um terceiro complexo que
contém PPlase e a co-chaperona p23 tem sido encontrado na (ltima etapa do ciclo. ©

Hop / STII (stress inducible protein |) serve como uma proteina adaptadora entre Hsp70 e
Hsp90 e facilita a transferéncia da proteina cliente. Por isso, é indispensavel para a
manutengao da actividade de ligagao da hormona do receptor de glucocorticoides (GR) e
receptor de progesterona (PR). ©

A p23 foi identificada como um componente em SHR complexos, em conjunto com a Hsp90
e uma PPlase. Facilita a maturagao de proteinas cliente através da estabilizagio da
conformagao fechada da Hsp90. Como resultado, a hidroélise de ATP, que é indispensavel
para a libertagido da proteina cliente, é parcialmente inibida na presenca de p23 / Sbal. ©
Além disso, os inibidores de Hsp90 podem ser benéficos em pacientes que desenvolvem

resisténcia a terapias hormonais, tamoxifeno ou inibidores da aromatase. ©

3.2. Cinases

Proteinas cinases sao a maior classe de clientes de Hsp90, com um ciclo de chaperonas
semelhante, havendo contudo pequenas diferencas nas co-chaperonas envolvidas. ©

Compostos concebidos para inibir potentemente e selectivamente as cinases que conduzem
a oncogenes estao actualmente em desenvolvimento clinico para o tratamento de uma ampla
gama de tumores. Alguns desses agentes sao altamente activos, e induzem respostas
terapéuticas notaveis em cancros portadores de lesdes geneticamente relevantes. '”

Proteinas cinases siao recrutadas para Hsp90 através da accio de Hop / STIl e a co-
chaperona especifica cinase Cdc37. Ambos sao capazes de estabilizar o complexo cinase /

Hsp90. &7

11
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Numa fase posterior, o activador ATPase AHAI pode libertar a Cdc37 da Hsp90, em
conjunto com nucleétidos, o que leva a activagio final das proteinas cinases. ©

Cdc37 interage com cinases através do dominio N-terminal e liga-se ao dominio N da Hsp90
através da sua parte C-terminal. ®. A interaccio da Cdc37 com Hsp90 leva i estabilizagio da
conformagio aberta e a inibigao da actividade de ATPase de Hsp90.

AHAI é o mais poderoso activador ATPase da Hsp90, ligando-se aos dominios M e N da
Hsp90. ©” A ligagio de AHAI induz uma conformagio parcialmente fechada da Hsp90 e
acelera dramaticamente a progressao do ciclo da ATPase.

Interacgao sinergistica foi observada entre a deplecao de AHAI e 17-AAG na inibicao do
crescimento de células cancerigenas, o que sugere que a modulagao de Ahal pode ser outra

estratégia terapéutica potencial. ©)

4. Modificagdes pos-translacionais

Modificagoes pos-translacionais sao outro elemento regulador altamente importante da

0. 5910

maquinaria Hsp9 I Diferentes modificagdes pds-translacionais, tais como a fosforilagao,

acetilagao, e nitrosilagao, controlam rigidamente a fungao da Hsp90 e, assim, influenciam a
- , . [5.9,16]

maturagao das proteinas cliente.

A modificagao poés-translacional pode também afectar a eficacia dos inibidores de Hsp90 e

medicamentos, e, assim, influenciar a sensibilidade das células (de cancro) para os inibidores.

Por outro lado, os inibidores de Hsp90 podem afectar modificagdes pds-translacionais, que

afectam a atividade das chaperonas de Hsp90.

4.1 Fosforilacao

A fosforilagao é a modificacao pos-translacional mais frequentemente detectada da Hsp90.
Um nimero de diferentes locais de fosforilacao de tirosina ou de serina foram identificadas e
investigadas quanto ao seu impacto na fungio da chaperona Hsp90. ©

Por exemplo, apenas Hsp90 fosforilada estimula a atividade da proteina cliente da Hsp90
inibidor de cinase heme-regulada (HRI).A desfosforilagao elimina a capacidade de Hsp90 para
activar esta proteina cliente. Curiosamente, a hiperfosforilagio também leva a uma
diminuicao da atividade da Hsp90. Por conseguinte, o estado de fosforilagao da Hsp90 deve

ser regulado com precisio, a fim de manter o bom funcionamento desta. ©

12
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A fosforilagao, além disso, também modula a interac¢ao com co-chaperonas e, assim, exerce
mais influéncia sobre esta maquinaria.

O estado de fosforilagao de varias residuos individuais de serina, treonina e tirosina tem
vindo a demonstrar que afectam de modo Unico a fungao das Hsp90. ['*'“]

Uma compreensao mais detalhada e aprofundada da fosforilagao de Hsp90 poderia fornecer
novas estratégias para aumentar a eficacia dos inibidores de Hsp90 e retardar ou reverter a

aquisigio de resisténcia a estes farmacos. ('?

4.2 Acetilacdo

A acetilagao é uma modificagao pos-translacional que adiciona grupos acetilo as proteinas,
geralmente em residuos de lisina. ¢

Esta € uma modificagao reversivel mediada por acgoes opostas de acetiltransferases (HAT’s)
e deacetilases. ©

A acetilagio dos residuos de lisina em Hsp90 pode inibir o seu ciclo de ATPase. ('?

Em geral, a acetilagao enfraquece interagoes Hsp90-cliente, e, assim, falha em apoiar a
activagao da proteina cliente. A acetilagio de Hsp90 tem sido observada em células tratadas
com inibidores da histona deacetilase (HDAC) ou apés o silenciamento do HDACS, e isto
correlaciona-se com a desestabilizagio de varias proteinas cliente Hsp90. (%

Embora o impacto da HDACS6 na aceptilagao da Hsp90 tem sido extensivamente estudada,
outros HDAC’s também tém capacidade para deacetilar a chaperona, tais como a HDACI e
a HDCI0. 9

Assim, diferentes HDAC podem alterar o status de acetilagago Hsp90 em locais celulares
distintos e como tal provavelmente para fins distintos. ¢

A hiperacetilagio que é induzida por inibicao de HDAC anula a p23, proteinas clientes e
locais de ligagdo ATP, e aumenta a ligagio do dominio N de farmacos inibidoras.('? A

acetilagdo da Hsp90 também foi correlacionada com a diminuigdo da ligagio a ATP. (¢

4.3 Nitrosilacao

A S-nitrosilagao é uma modificagao covalente de tidis de cisteina reativas em proteinas pelo

oxido nitrico (NO). As Hsp90 de mamiferos sao um alvo da S-nitrosilagio mediada por NO
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produzido pelas proteinas cliente, oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). A S-nitrosilagao
foi reportada como sendo um regulador negativo que inibe a atividade ATPase da Hsp90. ¢
Estudos mostram que NO causa S-nitrosilagao da Hsp90a humana em células endoteliais, e
que esta modificagao, que inibe a atividade da chaperona, ocorre no dominio C da Hsp90a
da Cys-597. ('

Nitrosilagao-S de Cys-597 inibe a atividade da Hsp90 ATPase, confirmando que as
modificagoes estruturais induzidas por fatores ambientais podem ser propagadas entre os
dominios espacialmente distantes da Hsp90. E intrigante especular que uma parte da
atividade anti-tumoral de NO pode reflectir a inibigado da Hsp90 mediada pelo NO em

células cancerosas. (¢

5. Mediadores apépticos

As células mamiferas normais exercem um programa intrinseco que suprime a proliferacao
ilimitada ), algo que nio se verifica em células tumorais.

Vias de sinalizagao anti crescimento comprometidas podem ser difundidas na generalidade
das células cancerigenas humanas obtendo assim a sua independéncia proliferativa.

A apoptose é um programa de morte celular altamente regulado desencadeada por uma
diversidade de stresses celulares. ® e que tem sido estabelecida como o mecanismo anti-
proliferativo major que atua como uma barreira natural para o desenvolvimento do cancro.
)

O membro fundamental do sistema apoptico é a proteina supressora tumoral p53. ® Como
factor de transcricao, o p53 é activado em resposta a stresses indutores de danos no DNA.
Uma vez ativo, o p53 induz paragem do ciclo celular até as condigoes estarem normalizadas
ou apoptose se os stresses induzidos forem demasiado grandes ou se os danos forem

irreparaveis. ©*”

6. Inibidores de Hsp90 e doencas humanas

Eficacia terapéutica reflectida no beneficio clinico é determinada nao s6 pela actividade
anticancerigena imediata como também pela rapidez e frequéncia pelo qual a resisténcia
ocorre. A actividade e resisténcia estao intrinsecamente interligados. Quanto maior a
“ ”»” ~ 4 . . . . s

morte” de uma populagao de células tumorais atingidas por um determinado farmaco,

menor a populagio tumoral existente no qual pode desenvolver resisténcia. Como tal,
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mesmo se um composto exercer um efeito anticancerigeno relativamente fraco, se for bem
tolerado e a resisténcia nao ocorrer, ainda podera ser considerado um agente altamente
eficaz. '?

Cancro enquanto monoclonal na origem, tém elevadas taxas come mutagao e sao
comumente aneupléides. ! A inibicio da Hsp90 foi relacionada ao aumento do
desenvolvimento de aneuploides que supostamente proporciona uma vantagem adaptativa,

(9 Estas doencas nio sio

aumentando a diversidade genética em populagdes sob stress.
estaticas e os seus condutores genéticos nao sao limitados a um conjunto de alvos definidos.
Ao invés, os tumores sao compostos por populagcoes heterogéneas, e abrigam algumas
células que sao altamente capazes de se adaptar e evitar as defesas do hospedeiro e de
resistir a intervengoes terapéuticas. As intensas pressoes selectivas impostas sobre as células
cancerigenas pelo ambiente hospedeiro impulsionam a evolugao destas células ao longo de
multiplos caminhos. !

Grande parte do entusiasmo em torno do desenvolvimento de inibidores de Hsp90 surge do
seu potencial para alcangar o que muitos agentes antineoplasicos moleculares usados em
terapias-alvo nao conseguem: a interrupgao simultanea de multiplas vias de sinalizagao celular

(9 Dadas as

que sao essenciais para a proliferacio dos tumores e a sua sobrevivéncia.
evidéncias, é seguro dizer que a fungao de Hsp90 esta intimamente relacionado com a saude
humana.

Um ndmero consideravel de relatérios sugere que desempenha um papel crucial na
progressao da doenca. ® Por exemplo, a sua expressio é de 2 a |0 vezes superior em células
tumorais do que em células normais ™', Portanto, emergiu como um alvo importante em
varias doencas sendo desenvolvidos numerosos inibidores naturais e sintéticos nos ultimos
anos.®

No entanto a actividade dos agentes Unicos para inibidores de Hsp90, tem sido, infelizmente,
modesto em tratamentos de tumores refractarios e recorrentes na maioria dos estudos

publicados até a data. ('?

7. Hsp90 na clinica

7.1 Geldanamicina (GA)

Geldanamicina (GA), uma benzoquinona ansamicina, foi o primeiro da classe natural de

inibidores Hsp90 a ser descoberta e substancialmente estudada. ® Estudos estruturais e
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bioquimicos demostraram que a GA é um inibidor competitivo para o local de ligagio da
Hsp90. ®4! ligando-se ao sitio de ligagdo do ATP no dominio-N evitando assim a alteragao
conformacional da Hsp90.®) Estudos revelam que este demonstra maior actividade citotoxica
em células tumorais do que em células normais e ainda que é sequestrado em concentragoes
mais elevadas para o interior dos tumores como demonstrado em xenoenxertos de
modelos animais. ("

Apesar dos resultados marcantes em culturas de células, tem uma atividade muito baixa em
modelos animais pré-clinicos devido a instabilidade metabdlica e devido ao limite da dose
que causa hepatotoxicidade. ™'% Para melhorar a tolerabilidade e responder a dificuldades de
formulagao, varios derivados semi-sintéticos da geldanamicina tém vindo a ser desenvolvidos,
entre eles 17-AAG e 17-DMAG. (9

Geldanamicina interfere com a fungao de Hsp90 e gera degradagao proteossomal de varias
proteinas reguladoras chave, incluindo tirosina cinases e recetores de esterdides, muitos dos
quais estao envolvidos na promogao da neoplasia. Este ligando natural, também causa
diferenciagao e apoptose e a sua afinidade para os complexos de Hsp90 a partir de células

tumorais é de 100 vezes maior em células tumorais do que em células nio tumorais. ©

7.2. Radicicol

O Radicicol (também conhecido como monorden) é outro produto natural inibidor da
Hsp90, trata-se de um macrélido de 14 membros, originalmente isolada de Monosporium
bonorden. O Radicicol atua como um composto que imita nucleétidos e ocupa a bolsa de
ligagao do ATP, mas com uma afinidade muito mais elevada do que o ATP. Estudos in vitro
tém mostrado que radicicol tem efeitos antiproliferativos potentes. No entanto, estudos in
vivo nao revelam atividades anti-tumorais, o que é provavelmente devido a sua baixa
estabilidade biolégica. ©

O Radicicol, tal como a geldanamicina, é inativo in vivo, devido a sua instabilidade no soro e
nao tém propriedades farmacologicas aceitaveis para aplicagao clinica. Por outro lado, os
derivados de oxima de radicicol possuem atividade antitumoral potente in vivo através da
desestabilizagao da ligacao de Hsp90 com proteinas especificas cliente. Derivados de oxima
sao mais estaveis do que as do radicicol, nao causando toxicidade hepatica grave e funcionam
tanto in vivo e in vitro. ©

Mais compostos com melhor actividade inibitéria e baixa toxicidade estao actualmente a ser

concebidas e sintetizadas.
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Devido aos resultados limitados em tratamento usando somente inibidores Hsp90, ha que
explorar estratégias pelas quais se visa a fungao de Hsp90 como alvo em células cancerigenas
podendo estas aumentar a actividade de outros farmacos anticancerigenos, a0 mesmo tempo
bloqueando a capacidade dos tumores de se adaptar e desenvolver resisténcia aos

medicamentos, o resultado global seria uma maior eficiéncia no controle da doenca. '?

7.3. Tanespimicina (17-AAG)

A Tanespimicina, (/7-allylamino-|7-desmethoxygeldanamycin) foi o primeiro da classe de
inibidores de Hsp90 a entrar em ensaios de fase |, no entanto depararam-se com os
seguintes efeitos toxicos: diarreia, nausea, vomitos, transaminases elevadas e fadiga.
Inicialmente este derivado surte efeito mostrando indicios de toxicidade nos candidatos do
ensaio no entanto nao tem durabilidade e acaba por desaparecer.

Uma limitagao proeminente do 17-AAG tem sido a formulagao; esta requer um diluente que

inclui fosfolipido de ovo e 4% DMSO, que podera contribuir para toxicidade adicionais. ¥

7.4. Ansamicinas soliveis em agua:17-DMAG alvespimicina e IP1-504

Para ultrapassar problemas relacionados com formulagées, o |7-DMAG (I7-
dimethylaminoethylamino- | 7-Demethoxygeldanamycin) e IPI-504 foram desenvolvidos como
analogos aquo-soluveis do |7-AAG. Além de uma maior solubilidade, o I17-DMAG ¢é mais
activo que o 17-AAG em modelos pré-clinicos e tem bioviabilidade oral. O 17-DMAG tem
vindo a ser testado usando varias doses, horarios e métodos de administragao (i.e. oral ou
I.V.). Embora respostas positivas tém sido observadas em cancro da proéstata e melanomas, o
desenvolvimento de |17-DMAG tem sido limitado pela apresentagio de toxicidades como
pneumonite, elevadas transaminases e alteragdes oculares. ('?

IP1-504 (retaspimicina) é uma dihidroquinona derivada do 17-AAG que é soluvel em agua.

Em sistemas biologicos este é rapidamente oxidado para estabelecer um equilibrio entre o
composto mae e o composto |17-AAG. Tem sido testado em ensaios clinicos de fase Il e lll,
no entanto tal como acontece com |7-AAG e o |7-DMAG, a hepatotoxicidade tem sido a

maior limitagio no uso deste composto. ¥
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7.5.Inibidores de Hsp90 de segunda e terceira geracao

Ainda existe uma grande dedicagao, esfor¢o e estudos a nivel industrial e académicos em
prol da descoberta de novos inibidores sintéticos de Hsp90. Varias destas novas classes de
compostos estao presentemente a ser testados na esperanga de evitar maior parte dos
problemas decorrentes dos inibidores da primeira geragao. Estes compostos ligam-se ao
local N-terminal ATPase, mas de modo diferente que a geldanamicina, enquanto ainda
previnem a chaperona de deambular entre as conformagoes ADP-ATP. Destes composto, os
que se encontram em fases mais avangadas de desenvolvimento sao o AUY922 (Novartis) e

o ganestespib (STA-9090, Synta). %

7.5.1. AUY922

Efeitos adversos comuns deste composto incluem diarreia, fadiga, nidusea e vomitos.
Toxicidade ocular tem sido o mais problematico, mas felizmente tém sido relativamente
leves e reversiveis. Estes incluem visao turva, escurecimento da vista e acomodacao
retardada entre escuro e claridade. Apesar de alguns resultados positivos em ensaios de fase
| — doenca estabilizada — a Pfizer levou a descontinuacao de mais estudos relacionados com

este composto. ('?

71.5.2. Ganetespib (STA-9090)

Ganetespib (STA-9090), ja se encontra em ensaios clinicos de fase Ill. Em ensaios de fase |, a
toxicidade apresentada foi semelhante 4 encontrada no AUY922, mas a toxicidade ocular
tem sido menos frequente. Tem sido testada em pacientes com cancro da mama, gastrico,
do colon e melanomas. O efeito adverso mais frequente tem sido diarreia, que tem sido

controlada com agentes redutores da motilidade. (%

8. Novas perspectivas terapéuticas

Muitos outros quimiotipos estao presentemente a serem desenvolvidos, tais como os
compostos bio-disponiveis orais MPC3100 (Myriad Pharmaceuticals) e o NVP HSP990
(Novartis). Isto pode apresentar uma grande vantagem em relagao a limitagdes de horarios e

doses que tem vindo a dificultar o desenvolvimento dos compostos que requerem
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administragao parenteral. Uma caracteristica particularmente atraente da dosagem oral pode
ser o potencial de inibicao de Hsp90 mais sustentada. Isto pode ter particular relevancia nos
casos em que temos que combinar com outros compostos/medicamentos onde doses baixas
mas sustentadas de Hsp90 sao essenciais. Novos agentes tais como BIIB02| e Debio 0932
(anteriormente conhecido como CUDC-305), demostram boa penetragao no Sistema
Nervos Central (SNC) e tal caracteristica pode expandir a sua gama de aplicages para
incluir os tumores cerebrais primarios, bem como metastases no SNC. (10

Derivados do antibiotico cumarinico Novobiocina representam uma estratégia alternativa
Unica pois inibem a Hsp90 tendo como alvo o dominio C-terminal !? e induzem degradagio
das proteinas clientes da Hsp90. '” Embora todos os inibidores de Hsp90 atualmente na
clinica reconhecem a bolsa de ligagado ATP no dominio N da chaperona, o dominio-C da
Hsp90 podem também ser alvo de firmacos, tais como os antibioticos cumarinicos,
novobiocina clorobiocin e coumermicina Al. A inibicao da Hsp90 pelo Novobiocina induziu
respostas celulares semelhantes aos inibidores N-terminal. ® No entanto, a baixa afinidade
destes compostos para Hsp90, juntamente com a sua maior afinidade para as
topoisomerases do tipo Il, excluiu a sua avaliagio posterior como inibidores de Hsp90

clinicamente Gteis. ('?

9. Hsp90 e Quimioterapia

O conceito de combinagao de medicamentos de modo a aumentar a probabilidade de
sucesso de cura ja se encontra bem estabelecida ao longo da histéria de tratamento de
infeccdes microbianas e de cancro. 9

Dada esta longa tradicao, a ideia da combinagao de inibidores de Hsp90 com outros
medicamentos para criar regimes de quimioterapia mais eficazes esta longe de ser radical. A
novidade reside na possibilidade de que a Hsp90 pode proporcionar nao s6 um novo alvo
molecular, mas também e pela primeira vez, proporcionar um meio farmacolégico pelo qual
pode atacar intrinsecamente a evolul¢io dos cancros. (%

Estudos pré-clinicos e clinicos recentes exploraram os efeitos de uma combinagao de
inibidores Hsp90 e outros agentes anti-cancerigenos na terapia do cancro. Com base nos
diferentes mecanismos terapéuticos dos medicamentos anti-cancerigenos convencionais, os
inibidores de Hsp90 exerceram efeitos diferentes nestes estudos combinatorios. Na maioria
dos casos foram observados efeitos aditivos ou sinérgicos na altura de matar células

cancerigenas quando combinados com a maioria dos agentes citotoxicos convencionais.
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A combinagao terapéutica de Hsp90 e outros medicamentos estao de momento em ensaios
clinicos de fase Il. Um estudo recente de fase Il, com 17-AAG e transtuzumab, mostra que
esta combinagao tem actividade anticancerigena significativa em pacientes com cancro da
mama metastico HER2-positivo. @

Os resultados interessantes obtidos com 17-AAG e trastuzumab no tratamento do cancro
da mama resistentes a trastuzumab, combinado com os outros ensaios pré-clinicos de Hsp90

em roedores, sugere que muitos mais ensaios clinicos serao tentados num futuro proximo.
3

10. eHsp90: Novo Alvo na Terapia do Cancro

Apesar de milhares de publicagoes relativos a fungoes de chaperonas Hsp90 citosolica,
descobriu-se recentemente que a Hsp90 também esta localizada nas mitocondrias. Esta nova
localizagao para Hsp90 é predominantemente observado em cancros, onde desempenha um
papel critico na regulacio dos clientes que supervisionam a homeostase mitocondrial e
sobrevivéncia. (¥

A Hsp90 foi reportado por participar em varios processos fisiologicos e fisiopatologicas, tais
como a cicatrizagao de feridas, angiogénese, rearranjo celular no mesénquima craniano
durante neurulagao, activagao de monodcitos, macréfagos e células dendriticas, bem como
invasdo tumoral e metastases. (¥

Ao longo da ultima década, um lado mais sinistro da eHsp90 surgiu, revelando um papel para
a eHsp90 na malignidade. Enquanto estudos anteriores caracterizavam eHsp90 como uma
proteina capaz de alertar o sistema imunitario do hospedeiro para o perigo, uma avalanche
de resultados subsequentes apoiaram o conceito de que eHsp90 promove a progressao do
tumor. ¥

Em tecidos normais, a fungdo de eHsp90 é o de "reparar", caso contrario eHsp90 nio,
existiria se a reparagao dos tecidos nao fosse necessaria. Esta propriedade Unica de eHsp90
difere da chaperona intracelular, que desempenha papéis igualmente importantes em células
normais e cancerigenas. Portanto, essa caracteristica concede a eHsp90 o status de um alvo
ideal para a terapia de alguns tipos de cancro que constitutivamente sobrexpressam Hsp90.
(14)

Mais evidéncias do papel alargado da eHsp90 na tumorigénese sao fornecidas pela sua
frequente deteccao na superficie de diversos tumores, incluindo fibrosarcoma, da mama,
melanoma, do ovério e neuroblastoma. (' Como tal o que se verifica sio niveis mais altos de

eHsp90 em pacientes com cancro. ¥
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A expressao disseminada da eHsp90 nos diversos cancros prediz uma fungao importante. De
acordo com esta previsao, eHsp90 emergiu como um regulador fulcral da motilidade celular
nos tumores, invasio e metastase. (¥

Estudos apoiam por unanimidade a conclusio que o bloqueio da fungao eHsp90 prejudica
profundamente a invasao tumoral e metastase, resultados que refor¢gam o papel fundamental
da eHsp90 em cancros. Tendo em conta que as metastases tumorais causam a maioria das
mortes relacionadas com cancro, uma compreensao de como eHsp90 pode regular esses
processos tem elevada relevancia clinica. (¥

A inibicado da eHsp90 em ratinhos para metastases revelou beneficio na sobrevivéncia e
metastases reduzidas sugerindo o potencial clinico para inibir as fungdes da Hsp90
extracelular, sem afetar as suas fun¢des intracelulares.

Dado que a hipoxia em lesdes é concebido para desencadear a reparagao vascular, nao é
surpreendente que eHsp90, e em particular eHsp90q, afecta uma grande variedade de tipos
de células associadas com o desenvolvimento vascular. Um relatério inicial indicou que
eHsp90 modulava eventos de sinalizagao celular em células de musculo liso vascular (VSMC),
enquanto um relatorio subsequente mostrou que eHsp90 promoveu a motilidade das células
endoteliais microvasculares humanas (HMECs) e aumentou a formagio de tubulos. (¥
Outros estudos demonstraram que a isoforma alfa (mas nao beta) da Hsp90 é encontrada na
superficie de células de fibrossarcoma HT 1080 e que a sua inibigao reduz a capacidade de
invasio de células e migragao.

Este resultado indica que multiplos estimulos que coexistem dentro do microambiente da
ferida estimulam o refor¢o de mecanismos para garantir secregao de Hsp90 e subsequente
reparagio da vasculatura danificada. ¥

A regulagao dependente de eHsp90 da motilidade celular e invasao é de longe o seu papel
mais proeminente, com destaque para a sua fungao fundamental em modelos de migragao
induzida por lesdes e cancro. (¥

Enquanto eHsp90 pode possuir fungoes de supressor tumoral intrinsecas, o microambiente
do tumor, sem duvida, sequestra fungoes proé-inflamatdrias do eHsp90, transformando
eHsp90 num dos principais motores da progressio do tumor. ¥

Embora esses estudos tenham ampliado o reportério de clientes eHsp90, a compreensao
em torno dos seus novos processos relevantes relativamente ao cancro permanece
incompleta. Identificar e validar novos clientes extracelulares para eHsp90 e determinar os

seus papéis na progressao do cancro e metastases trara novas informagoes quanto a um
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design ideal de farmacos eHsp90 para reduzir a metastase e estabelecer um biomarcador de

soro para a eficacia da droga. ¥

I 1.Conclusao
E evidente que a Hsp90 desempenha um papel crucial na manutengio da homeostase da
proteina no cancro.
A inibicdo da Hsp90 revela ser uma grande promessa no tratamento de uma ampla variedade
de tumores solidos e hematologicos.
A vantagem mais atrativa na terapéutica alvo da Hsp90 é o impacto combinado das varias
vias oncogénicas envolvidas em multiplos passos de carcinogénese e progressao do cancro e
como a inibigado Hsp90, leva eventualmente, a degradagao ubiquitina-proteassoma de uma
grande populagao de proteinas cliente oncogénicos.
Até agora, nenhum inibidor Hsp90 passou em testes clinicos e recebeu uma aprovagao
regulamentar para tratamentos em cancro. Os ensaios, tanto foram encerrados em fases
tardias como em fases iniciais.
Uma vez que, é provavel que a toxicidade limite da dose seja um problema importante no
uso dos inibidores de Hsp90 como agentes isolados, uma abordagem alternativa para a
aplicacdo da inibicio Hsp90 é combinar inibidores de Hsp90 com os outros agentes
terapéuticos, para melhorar a eficacia reduzindo assim a dose limite de toxicidade. Esta
perspectiva, € apoiada por um grande numero de avaliagoes clinicas e pré-clinicas de
inibidores Hsp90 que tém demonstrado resultados promissores na combinagao de
medicamentos quimioterapicos ou outros agentes.
Em resumo, o direcionamento de Hsp90 para uma terapéutica anti tumoral tem um futuro
potencialmente brilhante. Os ultimos progressos no desenvolvimento de inibidores Hsp90 e
uma compreensao mais aprofundada das caracteristicas das Hsp90 refor¢gam ainda mais a sua
participacao benéfica na terapia contra o cancro.
No entanto, mais estudos sao necessarios para investigar se chegou uma nova era para as

proteinas Hsp90.
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