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RESUMO

Introducdo: A proteina BRAF pertence a familia RAF de quinases da
serina/treonina, e a via RAS/RAF/MEK/ERK atua como transdutora de sinal entre o
meio extracelular e nlcleo. Sinais extracelulares interagem com 0s seus
receptores e ativam membros da familia RAS. BRAF ativa MEK/ERK, que ativam
fatores de transcricdo que Tevam a proliferacdo celular. As mutacdes BRAF podem
levar ao surgimento de diferentes tipos de cancer, e em mais de 90% dos casos,
a mutacdo se encontra no cédon V600 do BRAF (V60OE/V600K). Método: A revisao
foi realizada por base de dados bibliogrdficos obtidos através da pesquisa em
LILACS, MEDLINE e PubMed. Resultados: Um novo sistema de classificacdo para
mutacdes BRAF baseada em mecanismos bioquimicos e de sinalizacdo separa as
mutacoes em classe I que sinalizam como mondmeros ativos independentes de RAS;
mutacdes classe IT que funcionam como dimeros ativados independentes de RAS; e
mutacdes classe II1 que aumentam a sinalizacdo através da MAPK devido ao aumento
da 1igacdo do RAS e subsequente ativacdo do CRAF. Conclusdo: Estdo disponiveis
novas terapias que proporcionam beneficios contra as diferentes classes de
mutacao BRAF.

Palavras-Chave: cancer; cascata de sinalizagdo; mutacdo braf; v660e; terapia.

BRAF MUTATIONS AND THEIR THERAPEUTIC IMPLICATIONS

ABSTRACT

Introduction: The BRAF protein belongs to RAF family of serine/threonine
kinases, and the RAS/RAF/MEK/ERK pathway acts as signal transducer between the
extracelTular environment and nucleus. Extracellular signals interact with their
receptors and activate members of RAS family. BRAF activates MEK/ERK, which
activate transcription factors that cause cell proliferation. BRAF mutations
can Tead to development of different types of cancer, and in more than 90% of
cases, the mutation is found in the V600 codon of BRAF (V600E/V600K). Method:
The review was performed by bibliographic database obtained through the research
in LILACS, MEDLINE and PubMed. Results: A new system classification of BRAF
mutations based on biochemical and signaling mechanisms separates class I
mutations that signal as RAS-independent active monomers; class II mutations
that function as RAS-independent activated dimers; and class III mutations that
increase signaling through MAPK by increased RAS binding and CRAF activation.
Conclusion: New therapies are available that provide benefits against different
classes of BRAF mutations.

Keywords: cancer; signaling cascade; braf mutation; v660e; therapy.



— PAOLO RUGGERO ERRANTE

o 0 gene BRAF, denominado homdélogo Bl do ohéégéné'vira1 de'séféoma de murino
' v-raf, estd localizado no cromossomo /q34 e codifica a proteina RAF tipo B. 0 gene BRAF
¢ composto por 17 introns e 18 exons e possui 190.284 pares de bases (pb) (Figura 1).

Figura 1. Representacdo esquemdtica do gene BRAF.
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Fonte: Atlas of genetics and cytogenetics in oncology and haematology.
http://atlasgeneticsoncology.org/.

0 BRAF é um membro do fibrossarcoma rapidamente acelerado (RAF), familia RAF
de quinases serina/treonina quinases citosdlicas de mamiferos, e atua como enzima que
modula a funcdo de outras proteinas pela transferéncia de grupamentos fosfato, sendo
elas proprias ativadas por fosforilacdo. Ela sinaliza a jusante da proteina RAS através
das vias da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e quinases reguladas por sinal
extracelular (ERK) e pela via de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e
serina/treonina quinase (AKT ou PBK) (DANKNER et al., 2018).

A protefna BRAF possui 766 aminodcidos e 84.436 daltons de peso molecular e
localizacdo citoplasmdtica. As proteinas RAF possuem uma estrutura comum, consistindo
de um dominio regulatério N-terminal e um dominio quinase C-terminal. No dominio
regulatério, encontram-se duas regides homdlogas conservadas, onde estdo os sitios de
ligacdo a proteina RAS e o dominio rico em cisteina (CR1), além do dominio rico em
serina e treonina (CR2). No dominio de quinase encontra-se o segmento de ativacao (CR3),
requerido para a atividade da proteina RAF (Figura 2) (DAVIES et al., 2002).

Figura 2. Estrutura da proteina BRAF. Em azul estdo representados os exons, e em rosa as regioes
conservadas da proteina (CR1, CRZ2, CR3), e as barras verdes correspondem aos dominios RBD
(dominio de Tigacdo RAS), CDR (dominio rico em cisteina, e KD (dominio quinase). A barra

vermelha indica uma glicina conservada (G-loop) no exon 11, e a barra rosa no exon 15 indica o
segmento de ativacdo (AS). As setas negras indicam os sitios de fosforilagdo. C=carboxi-
terminal; N=amino-terminal.
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Fonte: Atlas of genetics and cytogenetics in oncology and haematology.
http://atlasgeneticsoncology.org/.

Nos mamiferos existem trés isoformas de RAF quinases: A-Raf, presente nos
tecidos urogenitais; B-Raf (BRAF), expressa em neurdnios, testiculos e em menores niveis
nas células hematopoiéticas e tiredide, sendo a forma mais predominante nas células 4
foliculares e C-Raf (CRAF), expressa de modo ubfquo (NA et al., 2015). A
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0 BRAF é um dos trés membros da familia RAF de serina/treonina quinases, cujos
produtos proteicos sdo efetores da via MAPK: RAF-MEK-ERK (Figura 3) (DHOMEN, MARAIS,
2009).

Figura 3. Sinalizacdo MAPK apds a Tigacdo de fatores de crescimento a receptores tirosina-
quinase (RTK). A proteina virus do sarcoma de rato (RAS) ativada recruta RAF que por sua vez
torna-se ativada. RAF ativada, fosforila e ativa a quinase ativadora da MAP quinase (MEK), que
por sua vez fosforila e ativa a quinase regulada por sinal extracelular (ERK). ERK ativado
medeia a proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular. MutacBes em BRAF mantém ativo

desencadeando a cascata de sinalizagdo dispensando a ativagdo via RAS.
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Fonte: DHOMEN, MARAIS, 2009.

A protefna RAF é recrutada do citoplasma, sendo ativada em miltiplos passos
que envolvem a defosforilacdo de sitios inibitérios (mantém a proteina no estado inativo)
pela fosfatase 2A (PPZA), e a fosforilacdo de sitios ativadores pela quinase 2 ativada
por p2l, beta-PAK (PAK3) e quinases da familia da proteina oncogénica PP60(V-SRC) do
virus do sarcoma de Rous (Src). A proteina RAF ativada fosforila e ativa a proteina
MAPK/ERK quinase (MEK) em 2 residuos de serina no dominio-quinase, e a MEK quinase
ativada fosforila e ativa a quinase regulada por sinal extracelular (ERK). A proteina
ERK ativada migra para o ndcleo, controlando a ativacdo de fatores de transcricdo
envolvidos na proliferacdo e diferenciacdo celular como c-myc e elkl (DANKNER et al.,
2018).

A proteina BRAF compartilha com ARAF e CRAF trés regides altamente conservadas
denominadas CR1, CRZ e CR3. A regido CRI atua como auto inibidor do dominio BRAF quinase
(CR3), e possui um dominio de ligagcdo RAS-GTP (RBD) garantindo que a sinalizacdo seja
regulada. A regido CR2 é rica em serina e treonina e atua como uma alca flexivel entre
CR1 e CR3. A regido CR3 possui uma extremidade C-terminal envolvida com a ligacdo do
ATP e conformacdo da forma BRAF inativa, através de interacdo entre o segmento de
ativacdo (alfa hélice C que promove a interacdo RAS/RAF e dimerizacdo de RAF) e a
interface de dimerizacdo, que favorece a homodimerizacdo ou heterodimerizacdo com outros
membros da familia RAF e RAS (LIU et al., 2020).

0 BRAF estad entre as quinases mais mutadas no cancer humano, onde 40-50% dos
melanomas abrigam uma mutacdo ativadora em BRAF (DAVIES et al., 2002). Também é
encontrado em 10-70% dos canceres de tiredide (ARAQUE et al., 2020), 10% dos canceres

o
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0 gene BRAF possui dois pontos quentes (hotspot)-de mutacdo, localizados no
dominio de ativacdo quinase (89% das mutacbes) e no laco rico em glicina do dominio
quinase (11% das mutacdes). Estas mutacOes aumentam a atividade quinase da proteina,
acelerando o processo de sinalizacdo da via RAS/MAPK (DANKNER et al., 2018). A mutacdo
mais comum (missense) de BRAF é a substituicdo da adenina para timina no nucleotideo
1799 (T1799A), levando a substituicdo de um aminoacido valina por um acido glutamico na
posicdo 600 (mutacdo BRAFV60OE), que representa 90% das mutacBes observadas no exon 15.
As mutacOes pontuais ativadoras de BRAF no dominio quinase se localizam nos exons 11 e
15, e a transversdao T1799A representa mais de 80% de todas as mutacOes BRAF (Figura 4)
(KNAUF et al., 2005; DANKNER et al., 2018).

Figura 4. Mutacdo BRAF. Esquema diagramatico da mutacdo BRAF, tamanho e sua Tocalizagdo no
cromossomo. Abaixo, a direita, a alteracdo na proteina quinase resultante (substituicdo de uma
valina por um glutamato na posi¢do 600).
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Fonte: KNAUF et al., 2005.

Esta mutacdo é suficiente para conferir ativacdo constitutiva da BRAF, que
simula a fosforilacdo do segmento de ativacdo quanto um aminodcido neutro (valina) é
substituido por um aminodcido carregado negativamente na posicdo adjacente ao sitio de
fosforilacdo da serina. Isto promove a ruptura das interacdes hidrofébicas entre os
residuos de aminoacidos no ponto de ligacdo do ATP que mantinha a conformacdo inativa
(PISAPIA et al., 2020).

A mutacdo BRAF V600E Tleva a ativacdo constitutiva da via MEK inibindo a
apoptose, e estimula a proliferacdo celular (DANKNER et al., 2018).

Inicialmente, o V-RAF foi identificado como um oncogene através da clonagem
de um gene viral de camundongo que tinha a capacidade de transformar células NIH3T3
(RAPP et al., 1983). Seu ortdélogo humano, BRAF, foi caracterizado e associado ao processo
de transformacdo maligna. Mutacdes hotspot em BRAF envolvendo o codon V600 e coédon ndo
V600 foram caracterizados funcionalmente, demonstrando seu potencial oncogénico na
transformacdo de células NIH3T3 (DAVIES et al., 2002), e posteriormente classificando-
as por sua atividade de quinase intrinseca como sendo alta, intermedidria ou prejudicada
(WAN et al., 2004).

Os primeiros trabalhos também revelaram aumento da atividade CRAF em células
que abrigam mutacBes ndao V600, particularmente aquelas com mutacdes prejudicadas pela
quinase, que foi mediada por formacdo de dimeros BRAF/CRAF (GARNETT et al., 2005).
Enquanto mutacdes BRAF V600E sinalizam como mondmeros na auséncia de RAS ativado (WAN
et al., 2004), mutacBes BRAF ndao-V600 podem funcionar como dimeros. Estudos recentes
propuseram uma classificacdo para as mutacOes BRAF segundo a capacidade de sinalizar
como mondmeros ou dimeros e sua dependéncia de sinalizacdo RAS (DANKNER et al., 2018).

o
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MUTAGOES BRAF E SUAS IMPLICAGOES TERAPEUTICAS
BRAF-MUTATIONS AND THEIR THERAPEUTIC IMPLICATIONS
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As mutacdes BRAF ocorrem em aproximadamente 8% dos canceres humanos (MENDIRATA
et al., 2021) e podem ser classificadas em trés classes (I, II e III), baseado em
fatores bioquimicos e de sinalizacdo; atividade de quinase; dependéncia de RAS e status
de dimerizacdo (Figura 5) (DANKNER et al., 2018).

Figura 5. Sinalizagdo da via MAPK nas diferentes classes de mutacdo BRAF.
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A. Na mutacdo BRAF selvagem, os receptores de tirosina quinases (RTK) ativam RAS e envolvem a

cascata de transducdo de sinal RAF/MEK/ERK.

B. Na mutacdo BRAF classe I ocorre desativacdo da sinalizacdo RTK e RAS através da ativacdo da
alca de feedback negativo a jusante do BRAF ativo constitutivamente. Os sinais de BRAF como
mondmero ativam a via MEK/ERK. Esta via pode ser alvo dos inibidores de BRAF (vemurafenibe e

dabrafenibe) ou inibidores de MEK (cobimetinibe e dabrafenibe).

C. Na mutagcdo BRAF classe II a sinalizacdo RTK e RAS é prejudicada por feedback negativo, mas
sinalizam como dimeros com BRAF e/ou CRAF ativando a via MEK/ERK. Esta via pode ser alvo dos
inibidores de MEK (cobimetinibe e trametinibe), inibidores pan-RAF, ou inibidores de quebra de
paradoxo.

D. Na mutacdo BRAF classe III a sinalizacdo RTK e RAS é mantida, e funcionam como dimeros com
BRAF e/ou CRAF. Mutantes de classe III BRAF exibem ligacdo a RAS e ativacdo de CRAF, levando ao
engajamento da via MEK/ERK. Esta via pode ser alvo dos inibidores de RTK, inibidores pan-RAF, ou
inibidores de quebra de paradoxo.

Fonte: DANKNER et al., 2018.

As mutacOes BRAF classe I sdo as mais identificadas em tumores humanos, e
incluem as mutacoes BRAF V600D/E/K/R, que aumentam a atividade quinase do BRAF e ativacdo
constitutiva de MAPK. Ensaios in vitro demonstraram que mutantes BRAF V600D/E tém
atividade quinase aumentada 500 a 700 vezes em comparacdo com BRAF selvagem. A mutacdo
V600OE aumenta a atividade BRAF na porcdao C-terminal de CR3, imitando mudangas
conformacionais que ocorrem durante a dimerizacdo; assim a mutacdo BRAF V600E ndo
depende da dimerizacdo da molécula para aumentar a atividade quinase (DANKNER et al.,
2018).

o
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As mutacBes BRAF ndo-V600 sdo encontradas em 5-16% dos melanomas (SIROY et
al., 2015). Aproximadamente 50-80% das mutacdes BRAF presentes nos carcinomas de pulmdo
de ndo pequenas células (NSCLC) (SETO et al., 2020) e 22-30% dos canceres colorretais
(CRC) codificam para mutacdes BRAF ndo-V600 (OSUMI et al., 2019).

A caracterizacdo in vitro de mutacdes BRAF ndo-V600 demonstraram dois
subgrupos: 1) mutacdo BRAF classe IT com atividade de quinase intermedidria a alta; 2)
e mutacdo BRAF classe III que ndo possuem ou possuem baixa atividade quinase (DANKNER
et al., 2018).

As mutacOes BRAF classe IT ndo-V600 induzem maior ativacdo da via MAPK quando
comparado ao RAS oncogénico, mas exibem menos engajamento em relacdo ao BRAF V600D/E
com maior ativacdo ao BRAF selvagem (WAN et al., 2004). MutacBes BRAF classe II no
segmento de ativacdo levam ao aumento da atividade quinase (LAVOIE, THERRIEN, 2015), e
sinalizam como dimeros independentes de RAS (YAO et al., 2015).

As mutacdes BRAF classe III ndo-V600 tém atividade de quinase basal menor em
comparacao com BRAF selvagem (WAN et al., 2004), mas sinalizam como heterodimero com
CRAF ou BRAF selvagem (YAQ et al., 2015) dependente de RAS. As mutacdes BRAF classe I11
requerem ativacdo a montante de MAPK, e frequentemente coexistem com aberractes
genéticas adicionais que produzem ativacdo a montante de RAS com perda de funcdo de NF1
(YAO et al., 2017).

Fustes, delecBes e outras mutacdes de BRAF

Além das mutacdes BRAF classe I, II e III, outras mutacbes missense foram
identificadas (ZEHIR et al., 2017). MutacbGes que envolvem a delecdo de BRAF foram
relatadas como um mecanismo de resisténcia aos inibidores de BRAFHMEK no melanoma com
mutacdo BRAF classe I, em 0,6-1% dos tumores pancredticos (FOSTER et al., 2016) e
tireoidianos (CHEN et al., 2016). Essas mutacOes consistem em delecfes curtas adjacentes
a aC hélice no dominio quinase do BRAF aumentando a atividade quinase, restringindo a
aC hélice em sua conformacdo ativa. Eles sinalizam como monémeros independentes de RAS,
funcionando de forma semelhante aos mutantes BRAF classe I (FOSTER et al., 2016).

ATém das mutacOes missense e delecBes de BRAF, fusOes também foram relatadas.
Fus®es BRAF envolvendo o dominio quinase foram observados em 0,3% de amostras analisadas
de melanoma, cdancer de prostata e cancer gastrico (ROSS et al., 2016), e fusOes
conservadas foram relatadas em 85% dos astrocitomas pilociticos (JONES et al., 2013).
a formacdo de dimeros ativos de BRAF que sinalizam de forma semelhante as mutacOes BRAF
classe IT (JONES et al., 2008).

Mutacdes BRAF e sua importancia no cancer

A prevaléncia de mutacOes BRAF classe I, II e III varia amplamente conforme
0 tipo de cancer. 0 melanoma, CCR e NSCLC frequentemente expressam mutacdes BRAF. Dentro
desses canceres, uma alta porcentagem de mutacdes BRAF pertence a classe IT (11,3%,
5,6%, 20,8%, respectivamente) e classe III (9,4%, 15,2%, 19,1%, respectivamente)
(DANKNER et al., 2018).

Em modelos de camundongo geneticamente modificados de melanoma (GEM), a
ativacdo constitutiva do BRAF V60OE induz a hiperpigmentacdo da pele e o desenvolvimento
de nevos (neoplasias melanociticas benignas) (DANKORT et al., 2009). Em contraste,
mutacdes BRAF ndo-V600 no modelo BRAF D594A GEM ndo produz hiperpigmentacdo e formacdo
de nevos (HEIDORN et al., 2010) mas os animais desenvolvem pigmentos tumorais quando
cruzados com um alelo KRAS GI2D ativado. As mutacBes BRAF ndao-V600 se agrupam nos
subgrupos_com-futacdo em NRAS—e-NF1 (CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2015).
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;;/*’// Nos modelos GEM com ;;;EgFﬂaE“bU%mao a mutacdo BRAF V60OE classe-T promove
0 surgimento de adenomas pulmonares benignos que raramente-eveluem-para adenocarcinoma.
No entanto, quando cruzados com camundongos portadores de mutacOes INK4A/ARF ou P53,
desenvolvem adenocarcinoma (DANKORT et al., 2007). MutacBes BRAF classe IT (L597V) e
classe III (D594A) promovem tumorigénese pulmonar quando expressas com mutacoes
envolvendo KRAS. Mutantes BRAF classe II e III com tumores pulmonares apresentam
atividade CRAF aumentada, implicando a importdncia dos dimeros BRAF-CRAF no apoio da
funcdo oncogénica de BRAF (NIETO et al., 2017). Pacientes com NSCLC que possuem mutacoes
BRAF V600OE foram associados a uma menor sobrevida em relacdo aos pacientes com BRAF
selvagem (MARCHETTI et al., 2011).

A mutacao BRAF é observada em 10% dos CRC, sendo 22% do tipo V600. Em humanos
a mutacao BRAF V60OE define um subtipo molecular distinto de CRC associada a um mau
prognostico (HARADA, MORLOTE, 2020). Ja tumores contendo mutacdes BRAF ndo-V600 e V60OE
representam subgrupos distintos. Pacientes com mutacOes BRAF ndo-V600 sdo mais jovens,
apresentando tumores com menor grau de indiferenciacdo e sobrevida maior em comparacao
com pacientes com mutacBes V600E. Essas mutacOes tém sido associadas a uma md resposta
aos anticorpos monoclonais anti-EGFR (DARIYA et al., 2020; GROTHEY et al., 2021). Ja
pacientes com mutacdo BRAF classe TIIT (D594G) respondem aos inibidores de
EGFR+quimioterapia (DE ROOCK et al., 2010). Independente de RAS, mutantes BRAF classe
IT sdo refratdrios a inibicdo de EGFR, semelhante aos mutantes BRAF classe I.

Inibidores de MAPK utilizados em mutacdes BRAF classe I

Existem dois inibidores da quinase serina-treonina do BRAF para pacientes com
melanoma metastdtico com mutacBes BRAF classe I, o vemurafenibe e o dabrafenibe. Eles
funcionam como inibidores competitivos de ATP reversiveis do dominio BRAF quinase. Nas
células expressando a mutacdo BRAF V600 onde BRAF sinaliza como um mondmero, a via MAPK
¢ inibida por qualquer um desses agentes (ALQUATHAMA, 2020).

0 vemurafenibe e o dabrafenibe produzem respostas iniciais objetivas em até
90% dos pacientes com melanoma com mutacBes BRAF V600E/K, mas ndo em melanomas com
mutacdo BRAF selvagem. A resisténcia intrinseca aos inibidores de BRAF é observada em
50% dos pacientes com melanoma com mutacdo BRAF classe I. Apesar das altas taxas de
resposta inicial em pacientes com melanoma contendo mutacBes BRAF V600 tratados com
estes inibidores, a duracdo da resposta é baixa. Somente 10% dos pacientes tratados com
vemurafenibe e o dabrafenibe atingem uma resposta completa (DOMINGUES et al., 2018).

Cerca de 20% dos pacientes com melanoma com mutacdo BRAF apresentam
resisténcia intrinseca e ndo respondem ao vemurafenibe. Jd a resisténcia adquirida aos
inibidores de MAPK no melanoma com mutacdo BRAF V600 sdo estabelecidos através de
mudancas que resultam na reativacdo da via MEK/ERK (DANKNER et al., 2018).

A amplificacdo ou regulacdo positiva de fatores de crescimento ou receptores
de tirosina quinase (RTK), que sinalizam através das quinases da familia SRC (SFK),
podem levar a reativacdo e resisténcia da via. Da mesma forma, a aquisicdo de mutacOes
secunddrias em NRAS que sinaliza através de CRAF também podem levar a resisténcia, da
mesma forma que a amplificacdo génica ou splicing alternativo do RNA mensageiro de BRAF
ou mutacdes em MEK (GIROTTI et al., 2015).

Pacientes com CRC BRAF V600E tratados com vemurafenibe sdo intrinsecamente
resistentes em 95% dos casos (BAHRAMI et al., 2018), enquanto 70% dos pacientes com
NSCLC (ALVAREZ et al., 2019) e cancer de tiredide tratados com dabrafenibe sao
intrinsecamente resistentes (ELIA et al., 2022).

ATém dos medicamentos direcionados ao BRAF, existe uma classe de agentes
terapéuticos que atuam especificamente sobre MEK, o substrato a jusante de BRAF na via
MAPK (SOLIT et al., 2006). O trametinibe é um inibidor alostérico seletivo e reversivel

da atividade quinase-e-da-ativacdo de MEK1 e MEKZ pelo BRAF (DANKNER et al., 2018). Osnf,//ﬁ
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_/ﬁfd" inibidores de BRAFHMEK no tratamento do meTarema metastético com mutacde~BRAF classe

" 1 tem apresentado respostas mais durdveis e uma maior reducao-de comorbidades (DUMMER
' et al., 2020).

0 hemifumarato de cobimetinibe é um inibidor alostérico seletivo que bloqueia
a via MEK, possuindo alta afinidade de ligacdo e de 7inibicdo quando MEK se torna
fosforilada. Em combinacdo com o vemurafenibe, inibe a reativacdo da MAPK da via MEK,
resultando em uma inibicdo da sinalizacdo mais potente comparado ao vemurafenibe isolado
(ALAMO et al., 2021).

0 encorafenibe é um inibidor seletivo das quinases RAF por mecanismo ATP-
competitivo, suprimindo as vias RAF/MEK/ERK em células tumorais com mutacdo BRAF (V660E,
D e K). O binimetinibe é um inibidor reversivel da atividade quinase e da ativacdo de
MEK reguladas pelo sinal extracelular ativado por mitdégeno por mecanismo ATP ndo
competitivo. A combinacdo de inibidor de BRAF (encorafenibe) e inibidor de MEK
(binimetinibe) apresenta uma boa resposta em pacientes com melanoma (ASCIERTO et al.,
2020).

Estas combinacBes de inibidores de BRAFHMEK produzem respostas favordveis em
60-70% dos SNCLC ou melanoma metastatico com mutacao BRAF V600, mas apenas 12% de
resposta em pacientes com CCR (DANKNER et al., 2018). A resisténcia intrinseca do CRC
com mutacdo BRAF classe I aos inibidores de MAPK é governada em parte pela sinalizacdo
do EGFR e ativacdo a jusante de CRAF. Isso leva a fosforilacdo de ERK mesmo na presenca
de inibidores de BRAF (CORCORAN et al., 2018).

As combinacOes de inibidores de BRAFHMEK+EGFR sdo mais promissores no CRC,
com 41% dos pacientes respondendo a combinacdo encorafenibe, binimetinibe e cetuximabe.
Contudo, nos CRC ocorrem altos niveis de sinalizacdo a montante de RTK ou RAS, fazendo
com que a inibicdo de BRAF seja menos eficaz (KOPETZ et al., 2019).

Em contraste com as células cancerosas mutantes BRAF V600, o vemurafenibe e
dabrafenibe provocam diferentes respostas em tumores BRAF selvagem, onde o BRAF sinaliza
como um dimero, evidente no contexto da ativacdo do RAS, seja por mutacdo ou Sinais a
montante de RTK (CORCORAN et al., 2018). A Tigacdo desses inibidores de BRAF a uma
molécula RAF dentro do dimero ativa alostericamente a outra, resultando em aumento da
atividade RAF e ativacdo paradoxal de ERK (BHARGAVA et al., 2016).

Embora os inibidores de BRAF inibam a sinalizacdo MEK/ERK, eles ativam a
sinalizacdo MEK/ERK em células com mutacdo RAS. Isso ocorre porque na presenca de RAS
oncogénico, o0s inibidores de BRAF impulsionam a formacdo de heterodimeros BRAF-CRAF
contendo uma molécula que estd ligada ao medicamento e uma molécula que estd livre do
medicamento. A molécula ligada ao medicamento impulsiona a ativacdo da molécula livre
do medicamento por meio de alteracdes conformacionais, ativando o CRAF e estimulando a
hiperativacdo de MEK e ERK. Esta ativacdo paradoxal da via pode estimular o crescimento
e a progressdo tumoral (DANKNER et al., 2018). Uma importante consequéncia clinica da
ativacdo paradoxal da via MAPK é uma incidéncia aumentada de carcinomas cutaneos de
células escamosas (SCC) em pacientes recebendo inibidores de BRAF. Estes SCC
frequentemente expressam mutactes NRAS ativadoras, e os inibidores de BRAF aumentam a
atividade da MAPK e aceleraram o crescimento do tumor (FLAHERTY et al., 2010). Pacientes
tratados com inibidores de BRAF+MEK sdo menos propensos a desenvolver SCC (SU et al.,
2012).

Inibidores de MAPK utilizados em mutacdes BRAF classe II

Normalmente mutacGes BRAF classe I sinalizam como mondmeros, mas a presenca
de resisténcia dos tumores BRAF classe I aos inibidores de BRAF pode ser causada pela
dimerizacdo, com ativacdo MAPK a montante ou por splicing aberrante de BRAF (NAZARIAN
et al., 2010). Ja mutacdes classe Il e III sinalizam como dimeros de RAF, tornando-os

-

resistente aos inibidores de-BRAE-(ELAHERTY et al., 2010; DANKNER et al., 2018). Apesqgﬁ,»”’
M/jm ~ f}f/{/ff
Revista UNILUS Ensino e Pesquisa, v. 19, n. 54, ;;;T;;;;Th§5?2T“TSSN-2318-2083 (eletrdnico) ep. 119




MUTAGOES BRAF E SUAS IMPLICAGOES TERAPEUTICAS
= BRAF-MUTATIONS AND THEIR THERAPEUTIC IMPLICATIONS

Jgesﬁé/ﬁaradigma, existem re1at;g¥agh7ggbbstas%em_c11n1cas em pacientes_portaﬁbres de

" melanomas com mutacdes BRAF ndo-V600 (BRAF L597R, L5975, D594G-e-T5991)-ao vemurafenibe.

Porém, existem relatos de pacientes com mutacdo BRAF tratados com inibidores de MAPK

que ndao apresentaram resposta clinica favordvel (DANKNER et al., 2018). Embora os

inibidores de BRAF ndo sejam eficientes na inibicdo da via MAPK em melanomas BRAF classe

IT em relacdo as mutacdes classe I, podem fornecer beneficio clinico quando usado em
combinacao com inibidores de MEK (dabrafenibe e trametinibe) (DUMMER et al., 2020).

Inibidores BRAF quebradores de paradoxo

Para o tratamento de tumores com ativacdo paradoxal, uma nova classe de
inibidores de BRAF, denominados “quebradores de paradoxo” foi desenvolvido. Esses
inibidores prejudicam a dimerizacdo do BRAF formando um contato mais proximo com a
Leu505 no dominio da quinase BRAF em comparacdo com o vemurafenibe. A Leu505 contribui
com o dominio quinase de BRAF, e a ligacdo dos inibidores de BRAF “quebradores de
paradoxo” (CCT196969, CCT241161) para este residuo levam ao deslocamento para fora da
aC hélice e dimerizacdo prejudicada (GIROTTI et al., 2015). Os inibidores de BRAF
“quebradores de paradoxo” de proxima geracdo (PLX8394) sdo igualmente potentes quando
comparados ao vemurafenibe na inibicdao da via MAPK em células mutantes BRAF V600,
evitando a resisténcia ao vemurafenibe (HARTSOUGH et al., 2018).

Inibidores de pan-RAF

Os inibidores de pan-RAF tém como alvo todas as isoformas de RAF, e foram
criados para superar a ativacdo paradoxal. Estas moléculas sdo capazes de inibir os
mondmeros e dimeros de BRAF e outras moléculas da familia RAF (DANKNER et al., 2018).
A eficdcia dos inibidores pan-RAF para classe II e III mutantes BRAF foram demonstrados
em linhagens celulares de NSCLC expressando mutacdo BRAF classe IT (G469A) e classe III
(G466V) na combinacdo do dabrafenibe e trametinibe com o inibidor pan-RAF, PLX8394
(NOEPARAST et al., 2016; OKIMOTO et al., 2016). Células com mutacdes BRAF classe II
(L597V, K601E) e classe III (G466E) sdo resistentes ao vemurafenibe, mas sensiveis aos
inibidores pan-RAF (KAROULIA et al., 2016). Os inibidores de pan-RAF podem ser indicados
no tratamento de tumores com mutacdo BRAF resistente ao vemurafenibe, como melanomas
BRAF V600, classe II e III; CRC e NSCLC (DANKNER et al., 2018; GAMPA et al., 2019;
SATURNO et al., 2021).

Terapias para mutacGes BRAF classe III

MutacOes BRAF classe III sdo capazes de ativar ERK em niveis mais altos do
que o BRAF selvagem pelo aumento da ligacdo ao RAS e dimerizacdo com CRAF. Células com
mutacdo BRAF classe III tratadas in vitro com inibidores de BRAF resultam em uma reducdo
modesta na fosfo-ERK e auséncia de ativacdo paradoxal (YAO et al., 2017; DANKNER et
al., 2018). Nos tumores com mutacdo BRAF classe III, dimeros mutantes-CRAF seriam
direcionados por inibidores de BRAF, enquanto os dimeros enddgenos de CRAF estariam
sujeitos a ativacdo paradoxal. Portanto, os niveis de proteina mutante BRAF ditariam o
grau de inibicdo da via MAPK (YAOQ et al., 2017), como visto em pacientes com mutacdo
BRAF classe III que ndao respondem aos inibidores de BRAF e/ou MEK (CARRERA et al.,
2015). As mutacOes BRAF classe III dependem da sinalizagdo via RAS, podendo ser tratadas
pela inibicdo da sinalizacdo de RAS e MAPK a jusante (YAQ et al., 2017). Como no CRC a
sinalizacdo RAS é uma consequéncia da ativacdo de RTK a montante, os tumores podem ser
tratados com inibidores de RTKHMEK (DANKNER et al., 2018).
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0 tratamento in vitro de células com mutacdo BRAF classe I1I com inibidores
de MEK foi realizado com sucesso na alteracdo da regulacdo de genes da via PI3K/mTOR
(POSCH et al., 2013), em Tinhagens de melanoma, NSCLC e CCR com inibidores de MEK e de
PI3K/mTOR com ou sem mutacdo da via PI3K/AKT (RITTLER et al., 2020).

A combinacdo trametinibetomipalisibe (inibidor de PI3K) inibe o crescimento
de Tinhagem celular de melanoma com mutacdo BRAF classe III (POSCH et al., 2013).
Entretanto, este regime tem sido Timitado pela sua baixa tolerabilidade (GRILLEY-OLSON
et al., 2016).

A glicoproteina B de melanoma ndo metastdtico (GPNMB) é uma glicoproteina
transmembrana expressa nos tecidos 6sseo, cutaneo e hematopoiético, e em tumores como
melanoma, carcinoma hepatocelular, glioma, carcinoma mamdrio e pulmonar. A utilizacdo
de inibidores de BRAF+MEK aumentam a expressdao de GPNMB em tumores com mutacdo BRAF
selvagem, V600 e ndo-V600, o que permite que as células crescam com caracteristicas
osteomiméticas e sobre tecidos 6sseos (DANKNER et al., 2018; TAYA, HAMMES, 2018).

0 glembatumumabe vedotine (CDX-011 ou CRO11-vcMMAE) é um conjugado anticorpo-
farmaco (IgG2 humano conjugado com monometil auristatina E) contra a GPNMB, utilizado
em pacientes com cancer de mama. Seu uso no melanoma com mutacdo BRAF se mostrou
inicialmente promissor, sugerindo que a combinacdo de inibidores de MAPK+glembatumumabe
vedotine fosse benéfico sobre tumores com mutacGes BRAF classe I, II ou IIT (ROSE et
al., 2016). Porém, em um estudo de fase II utilizando o glembatumumabe vedotine
envolvendo pacientes com melanoma em estdgio IV refratarios aos inibidores de BRAF, MEK
e de pontos de checagem imunolégica, a atividade antitumoral se apresentou modesta (OTT
et al., 2019). Recentemente, a associacdo de quimioterdpicos e/ou inibidores de pontos
imunologicos com inibidores de MAPK/BRAF ou MEK/BRAF demonstrou resposta clinica
favoravel no melanoma (RIBAS et al. 2019), NSCLC (ARBOUR, RIELY, 2019) e CCR (KOPETZ et
al., 2021).

CONSIDERAGOES FINAIS

Compreender as respostas aos inibidores de BRAF e de MEK em tumores portadores
de mutacOes BRAF classe II e III continuam sendo um importante via de investigacdo.
Existe um crescente corpo de evidéncias indicando que pacientes com tumores com mutacdes
BRAF classe II e III podem se beneficiar pelo uso de inibidores de MAPK. As novas
combinacBes de inibidores de MAPK, como RTK, pan-RAF, quebradores de paradoxo, e
inibidores de ERK, sdo necessédrios para determinar qual a melhor terapia contra as
varias classes mutantes de BRAF.
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