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KOBAYASHI P.E. Avaliação da resposta in vitro ao tratamento com 
inibidor de receptor tirosina quinase (palladia ®) e mtorc1 (rapamicina) em 
células de carcinoma prostático canino. Botucatu, 2020, 106 p. Tese 
(Doutorado) _ Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de 
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.   
 
RESUMO 
O carcinoma prostático canino possui prognóstico desfavorável e modalidades 

terapêuticas limitadas, principalmente em casos avançados. Devido à falta de 

tratamento eficaz para os carcinomas prostáticos caninos, esse estudo 

objetivou avaliar o efeito do toceranib (inibidor de receptor tirosina quinase) e 

da rapamicina (inibidor de mTORC1) em células de carcinoma prostático 

canino. As duas células de cultura primária advindas de carcinoma prostático 

canino, denominadas PC1 e PC2, apresentaram expressão proteica de 

VEGFR2 e PDGFR-β e ausência da proteína c-KIT, os quais são alvos do 

fosfato de toceranib. Adicionalmente, após comparação do transcriptoma das 

células não tratadas e tratadas com fosfato de toceranib, observaram-se 

alterações em genes relacionados com a via PDGFR, angiogênese e 

resistência terapêutica. Além disso, realizou-se o tratamento das células PC1 e 

PC2 com rapamicina (inibidor de mTORC1) após a comparação do 

transcriptoma das células tumorais com células de próstata normal e 

identificação de genes envolvidos na via PI3K/AKT/mTOR. O tratamento com 

rapamicina diminuiu a expressão gênica de mTOR e 4E-BP1 e aumentou de 

AKT, podendo representar mecanismos de resistência. Após tratamento com 

fosfato de toceranib, apenas a PC1 reduziu a viabilidade celular, porém após 

tratamento com rapamicina, as células PC1 e PC2 reduziram a viabilidade 

celular de maneira dose dependente, havendo resposta biológica em ambas as 

terapias. Sendo assim, o bloqueio de múltiplos receptores tirosina quinase e 

inibição de mTOR representam alvos terapêuticos no carcinoma prostático 

canino, entretanto a resistência terapêutica ainda é desafiadora e, portanto, a 

medicina de precisão seria uma forma de superar o problema.   

 

 

 

Palavras-chave: VEGFR, PDGFR, c-KIT, mTOR, transcriptoma 
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KOBAYASHI P.E. In vitro evaluation of receptor tyrosine kinase inhibitor 
(Palladia®) and mTORC1 inhibitor (rapamycin) in canine prostatic 
carcinoma cells. Botucatu, 2020, 106 p. Tese (Doutorado) _ Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual 
Paulista.   
 

ABSTRACT 

Canine prostatic carcinoma has a poor prognosis and limited therapeutic 

modalities, mainly in advanced cases. The aim of this study was to evaluate the 

effect of toceranib phosphate (receptor tyrosine kinase inhibitor) and rapamycin 

(mTORC1 inhibitor) in canine prostatic carcinoma cells due to the lack of 

efficient therapies. Two primary canine prostate cancer cell lines, PC1 and PC2, 

had protein expression of VEGFR2 and PDGFR-β and absent c-KIT expression, 

which are target toceranib phosphate targets. Additionally, we compared 

transcriptome before and after toceranib phosphate treatment and we observed 

gene alterations related to PDGFR pathway, angiogenesis and therapeutic 

resistance.  Besides, we treated PC1 and PC2 cells with rapamycin after 

transcriptome analysis comparing canine prostatic cells from normal prostate 

and neoplastic cells and identification of genes involved in PI3K/AKT/mTOR 

pathway. Gene expression of mTOR and 4E-BP1 decreased and AKT 

increased after rapamycin treatment, and could represent a resistency 

mechanism. A decrease only in PC1 cell viability was observed after toceranib 

phosphate treatment, however decreased cell viability in a dose-dependent 

manner was observed in PC1 and PC2 cells after rapamycin treatment. 

Therefore, we could observe biological response of canine prostatic carcinoma 

cells to both therapies. Thus, multiple receptor tyrosine kinase inhibition and 

mTOR inhibition represent target therapies to canine prostatic carcinoma. 

However, therapeutic resistance still remains a challenge and precision 

medicine could be a way to overcome this problem.  

 

 

 

Key- words: VEGFR, PDGFR, c-KIT, m-TOR, transcriptome
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Capítulo 1  

INTRODUÇÃO  

 

Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), o câncer de 

próstata no homem será o mais incidente durante o ano de 2020, com exceção 

do câncer de pele não melanoma, com 65.840 novos casos, correspondendo a 

29,2% de todas as neoplasias (INCA, 2019). Em cães, embora não existam 

dados retrospectivos atuais sobre prevalência, é reportado baixa prevalência 

de carcinoma prostático (CaP) canino em material provindo de necropsia 

(WEAVER, 1981). 

Dentre os grandes mamíferos, o cão é o único que possui 

desenvolvimento espontâneo da neoplasia prostática, além de lesões 

prostáticas e sítios de metástases similares ao humano (osso, linfonodos, 

pulmão), tornando-o um importante modelo de estudo em neoplasias 

prostáticas (CORNELL et al., 2000; GUPTA; MASSAGUÉ, 2006; HENSEL; 

THALMANN, 2016; PINHO et al., 2012; WEAVER, 1981). Outra escolha para 

novos modelos de estudo é o uso do cultivo celular, como por exemplo, a 

utilização de linhagens celulares de neoplasias que tem proporcionado 

descobertas relacionadas à carcinogênese e metástases (ITOU et al., 2015). 

Além disso, o inicio de desenvolvimento da maioria dos agentes 

antineoplásicos dependem de testes in vitro, pois o baixo custo e a rápida 

avaliação permitem uma triagem e desenvolvimento rápido de novos agentes 

terapêuticos (GORDON; KHANNA, 2010), associado a minimização de 

problemas relacionados a questões éticas com o uso dos modelos in vitro 

(KRAMER et al., 2013).   

O câncer de próstata é um complexo multifatorial, e apresenta grande 

importância devido a sua alta morbidade e mortalidade (KELLER et al., 2013; 

LEROY; NORTHRUP, 2009). Dentre os fatores que colaboram para essa 

estatística é a presença de metástase, com debilitação e complicações 

progressivas (ARYA et al., 2006). A metástase no carcinoma prostático é um 

mecanismo em que envolve processos múltiplos das células e do 

microambiente tumoral, incluindo a angiogênese, proliferação e invasão celular 

(ARYA et al., 2006; GUPTA; MASSAGUÉ, 2006).  
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Os eventos do início da carcinogênese até sua metástase são processos 

dinâmicos que envolvem vias de sinalização entre as células neoplásicas e 

imunes, estroma e vasos (LONG et al., 2014). A transição epitelial-

mesenquimal participa em um desses processos, para que as células percam a 

polaridade e adesão celular, ganhem propriedades invasivas e migrem para 

outros locais  (FONSECA-ALVES et al., 2015; KOBAYASHI et al., 2018).  

 Em humanos, apesar da melhoria dos métodos diagnósticos precoce, 

ainda ocorrem mortes devido à neoplasia prostática e sua progressão 

(WOZNEY; ANTONARAKIS, 2014).  Portanto, apesar de o câncer prostático 

apresentar comportamento de crescimento lento, trata-se de uma doença 

potencialmente fatal com o avanço da neoplasia, havendo grande interesse no 

desenvolvimento de tratamentos com menor toxicidade e, consequentemente 

melhor qualidade de vida durante os anos (HACKSHAW-MCGEAGH et al., 

2015).  

Em cães, geralmente o CaP apresenta um prognóstico reservado, pois 

geralmente é diagnosticado em estágio avançado e com alta taxa de 

metástase, dificultando o tratamento (LEROY; NORTHRUP, 2009). Uma das 

causas no diagnóstico tardio é a ausência de sinais clínico ou também sinais 

clínicos não patognomônicos que incluem hematúria, estrangúria e tenesmo 

(CORNELL et al., 2000; SUN; BÁEZ-DÍAZ; SÁNCHEZ-MARGALLO, 2017). 

Portanto, para o diagnóstico definitivo ser estabelecido também são 

necessários: exame físico, diagnóstico por imagem, exames citopatológico e 

histopatológico (BENNETT et al., 2018). Os tratamentos incluem terapias locais 

(prostatectomia, radioterapia, por exemplo) e sistêmicas (inibidor de 

ciclooxigenase, quimioterapia), porém sem uma taxa de sobrevida satisfatória 

(LEROY; NORTHRUP, 2009; SORENMO et al., 2004). Sendo assim, novas 

terapias também são necessárias nessa espécie e dentre elas a terapia alvo, a 

qual o objetivo é destruir as células neoplásicas ou antígenos associados, sem 

afetar as células normais (HOJJAT-FARSANGI, 2014).  

O tratamento do câncer geralmente está correlacionado com 

tratamentos que atuam em alvos moleculares comuns para células normais e 

neoplásicas, dessa forma a pesquisa de novas terapias que interfiram com 

alvos intracelulares envolvidos na carcinogênese estão em progresso e são 
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necessárias para possível uso combinado com terapias convencionais 

(VICENTINI et al., 2003).  

O Fosfato de Toceranib (Palladia®) é um medicamento inibidor de 

receptores de tirosina quinase, os quais possuem papel na proliferação e 

sobrevivência celular, além de ativação de células endoteliais para 

neovascularização (RANIERI et al., 2013).  Os inibidores de tirosina quinase 

podem representar uma estratégia adicional de tratamento, atingindo a 

proliferação celular e metástase, reduzindo a morbidade associada aos 

carcinomas prostáticos e suas metástases (OJEMUYIWA; MADAN; DAHUT, 

2014). Além disso, estudo in vitro com osteossarcoma canino reduziu a 

migração celular e após inoculação dessas células de cultura em 

camundongos, esses animais foram tratados e apresentou redução de 

crescimento celular in vivo (SÁNCHEZ‐CÉSPEDES et al., 2019). 

O uso do Palladia® foi aprovado na Medicina Veterinária e sua eficácia é 

sabidamente comprovada em casos de mastocitoma canino, porém o seu uso 

em outras neoplasias pode ser viável devido às alterações dos receptores 

alvos nos diferentes tumores (CHON et al., 2012; LEBLANC et al., 2012). 

Foram demonstradas respostas clínicas na fase I do medicamento em cães 

com diversos tipos de neoplasias com desenvolvimento espontâneo, incluindo 

melanoma, mieloma múltiplo, diferentes carcinomas e sarcomas, inclusive em 

alguns casos com metástases (LONDON et al., 2003).  Além disso, tem sido 

avaliado o uso conjunto de Palladia® e outra medicação, dentre eles o 

piroxicam, doxorrubicina e vimblastina (CHON et al., 2012; PELLIN et al., 2017; 

ROBAT et al., 2012). A associação do fosfato de toceranib ao piroxicam em 

cães com carcinoma prostático demonstrou resposta parcial ao tratamento 

(PAN et al., 2014) ou estabilização da neoplasia (CHON et al., 2012). 

Outro medicamento utilizado em terapia antineoplásica é a rapamicina, a 

qual inibe o mTORC1 ( complexo 1 da proteína alvo da rapamicina em 

mamíferos), bloqueando assim a via de progressão do ciclo celular, 

proliferação e angiogênese (LARSON et al., 2016).  Em humanos, a via 

PI3K/AKT/mTOR apresenta papel importante no desenvolvimento do CaP 

(RUSSO et al., 2019). Em cães, as proteínas dessa via têm sido avaliada em 

diferentes neoplasias, incluindo hemangiossarcoma (MURAI et al., 2012a), 

osteossarcoma (GORDON; YE; KENT, 2008a), melanoma (KENT; COLLINS; 
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YE, 2009) e, inclusive, em carcinoma prostático (RIVERA-CALDERÓN et al., 

2019a). Diante disso, observa-se a alteração da via PI3K/AKT/ mTOR em 

diferentes neoplasias e podem apresentar possíveis alvo terapêuticos no 

tratamento antineoplásico em cães. 

Portanto, diante da problemática que o câncer prostático representa na 

espécie canina e humana, associado à falta de alternativas no tratamento com 

alta eficácia dependendo do estágio clínico da doença, fazem-se necessários 

maiores estudos com novas terapias a fim de uma melhoria clínica para o 

paciente.  

 

REVISÃO DE LITERATURA 

1. PRÓSTATA CANINA 

Em cães machos, a próstata é a única glândula sexual e localiza-se na 

cavidade pélvica ou abdômen caudal dependendo do tamanho, cranialmente a 

bexiga e envolve a uretra proximal (KUTZELER & YEAGER, 2005; EVANS & 

CHRISTENSEN, 1993). Apresenta formato oval a esférica, com um sulco 

dorsal e ventral, recoberta por cápsula fibromuscular (SMITH, 2008).  

Além disso, a próstata canina é uma glândula serosa e sofre alteração 

histológica durante a maturação sexual do animal, como por exemplo, em 

glândulas imaturas a porção acinar é pouco desenvolvida, lúmen pequeno e 

sem evidência de atividade secretória (DORSO et al., 2008). Com o 

desenvolvimento da próstata, o lúmen das glândulas tubuloalveolares aumenta 

e, consequentemente, o estroma do tecido conjuntivo diminui (DORSO et al., 

2008). Essas alterações são decorrentes da influência de andrógenos durante 

o desenvolvimento e crescimento de cães não castrados. E em casos de 

neoplasias prostáticas caninas, os andrógenos parecem ter efeito protetor 

(TESKE et al., 2002).  

As células basais epiteliais prostáticas são apresentam-se de forma 

descontínua e são pouco visíveis na coloração de hematoxilina e eosina 

(FONSECA-ALVES et al., 2015; LEAV et al., 2001). 

 

2. NEOPLASIA PROSTÁTICA E SUA METÁSTASE 

 O câncer de próstata é um grande problema de saúde mundial e, de 

acordo com a GLOBOCAN, estimou-se 1,3 milhões de novos casos de câncer 
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de próstata no mundo e 359 mil associados a mortes para o ano de 2018 

(BRAY et al., 2018). Nos Estados Unidos, a neoplasia prostática lidera o 

ranking do número de novos casos de câncer no homem  (SIEGEL; MILLER; 

JEMAL, 2018). No Brasil, esta liderança é similar, com previsão de 

aproximadamente 66 mil novos casos para o ano de 2020 (INCA, 2019). 

Apesar da alta morbidade e mortalidade decorrente da neoplasia 

prostática, a etiologia do câncer prostático ainda é desconhecida, porém são 

citados e estudados diversos fatores de risco em humanos: idade, raça, dieta 

(gordura e carne vermelha), obesidade e histórico prévio familiar (BASHIR, 

2015; BOSTWICK et al., 2004; HSING; DEVESA, 2001). 

Assim como em outras neoplasias, o câncer prostático desenvolve-se 

através de alterações genéticas somáticas e epigenéticas (DE MARZO et al., 

2007), além de inflamação e proliferação celular aumentada, os quais são 

alguns dos fatores que podem iniciar uma cascata de eventos que conduzem a 

lesões prostáticas, incluindo neoplasia (JOSHI et al., 2015).   

A sinalização do andrógeno e seu receptor têm papel importante durante 

o desenvolvimento da glândula prostática humana, bem como na 

carcinogênese prostática e progressão, podendo tornar-se letal quando a 

neoplasia é independente de andrógeno (BANERJEE et al., 2018; TINDALL; 

LONERGAN, 2011). Em cães, observou-se perda do receptor de andrógeno 

nos carcinomas prostáticos em relação às próstatas normais, o que torna 

possível a utilização desses animais como modelo experimental de carcinoma 

prostático humano independente de andrógeno (RIVERA-CALDERÓN et al., 

2016).    

Para a iniciação e crescimento de células epiteliais, incluindo do 

carcinoma prostático, a proliferação celular excessiva e a angiogênese são 

etapas cruciais (KALLURI; WEINBERG, 2009). Porém, uma das etapas que 

determina um pior prognóstico em um paciente com carcinoma prostático é a 

aquisição da capacidade celular de invadir e migrar (VAN DE MERBEL et al., 

2018). Em cães e no homem, há tendência para metástase esquelética durante 

o desenvolvimento espontâneo da neoplasia prostática, sendo que o 

tratamento em casos de metástases são apenas paliativos (KELLER et al., 

2013; WIESNER et al., 2008).  
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Durante cada etapa na cascata da metástase, as células tumorais 

interagem com o microambiente e seus componentes (GANAPATHY; MOGHE; 

ROTH, 2015). As propriedades invasivas e migratórias são primordiais durante 

o processo de metástase, portanto são necessárias enzimas que participam na 

degradação da membrana basal, além de reorganização do citoesqueleto 

celular, perda de polaridade e adesão (KALLURI; WEINBERG, 2009; KHAN et 

al., 2015). Algumas dessas alterações estão presentes durante o processo de 

transição epitelial-mesenquimal que é caracterizado pela obtenção das células 

epiteliais de um fenótipo invasivo e mesenquimal que permite a migração 

celular para novos microambientes (WEI et al., 2008). Em cães e humanos, 

essa transição tem sido estudada como um evento importante para que o 

carcinoma prostático metastatize (FONSECA-ALVES et al., 2015; KHAN et al., 

2015). Durante essa etapa as células tumorais apresentam aumento em sua 

motilidade, favorecendo a disseminação para locais distantes, porém há uma 

diminuição da capacidade proliferativa. Entretanto, o processo inverso pode 

ocorrer: as células com fenótipo mesenquimal adquirem novamente as 

características epiteliais, inclusive com maior capacidade de proliferação (LI; LI, 

2015; MARCUCCI; STASSI; DE MARIA, 2016).  

Devido à importância das neoplasias prostáticas nos cães e humanos e 

os diversos mecanismos envolvidos na carcinogênese e sua metástase, 

diferentes técnicas são necessárias para que se obtenha maiores informações 

a respeito dessa doença e suas terapias. Diante disso, a cultura celular é uma 

ferramenta que é utilizada em descobertas e testes de terapias diversas 

doenças, inclusive o carcinoma prostático humano (ELLEM; DE-JUAN-PARDO; 

RISBRIDGER, 2014). Assim como todo modelo experimental, a cultura celular 

em monocamada apresenta vantagens e desvantagens. Dentre as vantagens 

pode-se observar que são sistemas bem controlados, mais fáceis e rápidos 

para realização de testes em período curto, apresentam homogeneidade e 

possibilitam a utilização de drogas de maneira combinada com menor 

quantidade de fatores (como encontrada em amostras clínicas) que confundam 

a análise (NIU; WANG, 2015). Contudo, as principais limitações são: seleção 

fenotípica e genotípica das células durante a adaptação nas novas condições, 

isolamento das células do microambiente tumoral, mutações durante o decorrer 
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do tempo e isolamento das células do microambiente tumoral (CEKANOVA; 

RATHORE, 2014). 

Portanto, a utilização das células in vitro permite que haja a avaliação do 

comportamento dessas células, com o desenvolvimento de ensaios sobre 

migração celular e realização de testes sobre estimuladores e inibidores de 

invasão celular, auxiliando na descoberta de novas drogas e suas respostas 

(BENTON et al., 2009).  

 

3. RECEPTOR TIROSINA QUINASE 

As proteínas quinases catalisam uma série de eventos na fosforilação e 

transferem um grupo fosforila (PO3
-2) para proteínas alvo através de adenosina 

trifosfato (ATP). As proteínas tirosinas quinases são assim denominadas por 

apresentarem uma cadeia lateral fenólica e em humanos contém 90 membros 

dentro desta família de proteínas (ROSKOSKI, 2015). Dessas 90 proteínas, 58 

são receptores tirosina quinase transmembrânicas e 32 são tirosina quinase 

não receptoras citoplasmáticas (GOCEK; MOULAS; STUDZINSKI, 2014; 

GSCHWIND; FISCHER; ULLRICH, 2004; ROSKOSKI, 2015).  

Os receptores de tirosina quinase possuem um domínio extracelular de 

ligação, uma hélice transmembrana e um domínio intracelular catalítico 

(KRAUSE; VAN ETTEN, 2005). A maioria dos receptores tirosina quinase são 

monômeros na membrana celular, e a ligação de um fator de crescimento na 

região extracelular do receptor induz a dimerização desses receptores 

resultando em auto fosforilação (dependente de ATP) do domínio intracelular e 

ativação das cascatas de sinalização das quinases (GLÜCK et al., 2015; 

HUBBARD; MILLER, 2007; KRAUSE; VAN ETTEN, 2005; SUN; BERNARDS, 

2014)(LEMMON; SCHLESSINGER, 2010).  
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Figura 1: Estrutura de um receptor tirosina quinase monodímero (esquerda). 
Dimerização após ligação com fator de crescimento e posterior autofosforilação (P). 
Adaptado de (SCHLESSINGER, 2014). 

 

Os receptores são essenciais para a transdução de sinal extracelular 

para o interior da célula e possuem papel de enzimas com atividade quinase 

(GOTINK; VERHEUL, 2010; PAUL; MUKHOPADHYAY, 2004). Participam em 

processos celulares fundamentais, como proliferação, diferenciação, migração, 

metabolismo, sobrevivência e comunicação celular durante desenvolvimento 

normal das células e tecidos (GSCHWIND; FISCHER; ULLRICH, 2004).  

Porém, mudanças ou anormalidades genéticas que alterem a atividade, 

distribuição celular, quantidade ou regulação dos receptores tirosina quinase, 

além de mutações e ativações aberrantes da sinalização intracelular estão 

ligados ao desenvolvimento do câncer, inflamação, doenças ósseas e 

angiogênese(LEMMON; SCHLESSINGER, 2010).  

Os mecanismos associados à ativação patológica desses receptores são 

diversos, incluem mudanças estruturais (mutações pontuais ou proteína 

truncada, por exemplo), amplificação do gene e consequentemente aumento 

da expressão proteica, ativação excessiva através do ligantes e falta de 

mecanismos reguladores (TEMPLETON et al., 2014).  Em cães, a 

desregulação dos receptores tirosina quinase em neoplasias é menos bem 

caracterizada, contudo as neoplasias com alterações nestes receptores têm 

apresentado mecanismos similares quando comparados ao humano (LONDON 

et al., 2003).  
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Nota-se que a participação dos receptores tirosina quinase tem sido 

relatada em diversas neoplasias em cães e humanos, portanto são alvos de 

drogas em diferentes tumores e podem representar uma opção em pacientes 

com metástase prostática (GALLICK et al., 2012; LONDON et al., 2003; 

OJEMUYIWA; MADAN; DAHUT, 2014). Em humanos com carcinoma 

prostático de maior risco ou que apresentem resistência à radioterapia, as 

drogas inibidoras de receptores de tirosina quinase estão entre os métodos 

alternativos (BROOKS et al., 2012; HOFER et al., 2004). Também é citada sua 

utilização e eficácia em outras neoplasias em humanos, como por exemplo, o 

uso de mesilato de imatinibe (Gleevec; Novartis, East Hanover, NJ, EUA), 

utilizado  em casos de leucemia mieloide crônica e tumor gastrointestinal 

(GIST) (MOCELLIN et al., 2018; NISHIDA; DOI; NAITO, 2014). Além do 

mesilato de imatinibe, existem outras moléculas disponíveis para o tratamento 

do câncer, com diferentes proteínas quinase alvo, como mostra no quadro 1.  

 

 

Na medicina veterinária, os inibidores de tirosina quinase têm sido 

utilizados, dentre eles Palladia (toceranib), Kinavet (masitinib) e Gleevec 

(imatinib) em cães, e o Gleevec em gatos (LONDON, 2009). Foi aprovado o 

uso de fosfato de toceranib (Palladia®) em mastocitomas canino devido sua 

eficácia, porém também têm sido abordadas suas atividades contra outros tipos 

de neoplasias, incluindo alguns carcinomas (BERNABE et al., 2013). Em um 

Nome Proteína quinase alvo 

Herceptin ™ (transtuzumabe) HER2 

Dacomitinib HER1(EGFR), HER2, HER4 

Iressa TM (ZD1839) EGFR 

SU6668 PDGFR/VEGFR 

ZD6474 VEGFR/EGF 

Sunitinibe VEGF 

Imatinibe KIT e VEGFR-A 

Quadro 1: Diferentes inibidores tirosina quinase para tratamento de neoplasias 
em humano e seus respectivos alvos (JE; SCHUTZ; CHOUEIRI, 2009; 
MANLEY et al., 2002; MOCELLIN et al., 2018) 
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estudo com cães, foram observados nos carcinomas uma resposta parcial 

(carcinoma mamário metastático) ou uma evolução estável (carcinoma de 

células transicionais da bexiga, carcinoma pulmonar e carcinoma de células 

escamosas) quando administrados o Palladia® via oral (LONDON, 2009).  

O fosfato de toceranib (Palladia®) possui semelhanças com outros 

inibidores disponíveis para pacientes humanos, como o imatinibe, sorafenibe e 

sunitinibe (KHANNA; GORDON, 2009). Esta molécula age como inibidor 

seletivo de múltiplos receptores tirosina quinase, entre eles VEGFR, PDGFR, c-

KIT, e compete diretamente com a adenosina trifosfato (ATP), prevenindo a 

fosforilação do receptor e transdução do sinal  (YU et al., 2014). De acordo com 

observações em modelos experimentais de laboratório, a ativação de uma 

única proteína quando comparada com ativação de múltiplas proteínas 

quinases apresenta um fenótipo tumoral menos agressivo, portanto sugere-se 

que a inibição de diversos receptores tirosina quinase, como o Palladia®, 

produzirá um efeito antitumoral mais efetivo do que uma inibição única 

(STOMMEL et al., 2007). 

 

3.1 Receptor de Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGFR) 

As células tumorais e metastáticas, assim como as células normais, 

necessitam de nutrientes, oxigênio, fatores de crescimento, enzimas, 

hormônios, entre outras substâncias, além de habilidade de eliminar 

metabólitos e dióxido de carbono (CO2)(HANAHAN; WEINBERG, 2011; 

HICKLIN; ELLIS, 2005). Portanto, para a sobrevivência e proliferação dessas 

células é necessário que haja a angiogênese, o qual é o processo de formação 

de novos vasos sanguíneos através de redes vasculares pré-existentes. 

Durante esse processo as células endoteliais se dividem e são incorporadas 

nos novos capilares (ROSKOSKI, 2007). 

 A angiogênese é regulada por diversos fatores de crescimento e 

citocinas que estão presentes em condições normais, entretanto os níveis 

desses fatores se equilibram após a perfusão sanguínea ter sido estabelecida  

(MOENS et al., 2014). Dentre esses fatores está o fator de crescimento 

vascular endotelial (VEGF) que se liga a seus receptores (VEGFR1, VEGFR2, 

VEGR3), sendo o VEGFR2 um importante fator em situações patológicas que 
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envolvem a neovascularização tumoral (GOTINK; VERHEUL, 2010; YU et al., 

2014).  

Em condições patológicas há geração de vasos sanguíneos com 

anormalidades estruturais e funcionais, pois os sinais pró angiogênicos 

geralmente excedem os sinais anti angiogênicos e fatores de maturação do 

vaso (WANG et al., 2015). Dentre os efeitos, observa-se a falta de conexão das 

células endoteliais e pericitos, o que compromete a função da barreira 

endotelial vascular, permitindo passagem do plasma e células, inclusive 

tumorais (BALUK; HASHIZUME; MCDONALD, 2005; MORIKAWA et al., 2002). 

A passagem do plasma faz com que a pressão intersticial aumente e impede a 

distribuição de droga, também altera o transporte adequado de nutrientes e 

oxigênio, e consequentemente as células neoplásicas estimulam a 

angiogênese em um ciclo compensatório (POTENTE; GERHARDT; 

CARMELIET, 2011).   

 

Figura 2: Papel da angiogênese na carcinogênese. A) Quando o tumor é pequeno, as 
células neoplásicas se mantêm com o oxigênio e nutrientes de vasos pré-existentes. 
B) Conforme as células neoplásicas se multiplicam, há liberação de sinais pró 
angiogênicos, como por exemplo, o VEGF que se liga ao VEGFR2 para que haja 
proliferação de novos vasos. C) Os novos vasos que são mal formados permitem a 
nutrição das células, mas também permitem a passagem do plasma e células para o 
interstício, impedindo transporte adequado de oxigênio e nutrientes. Portanto as 
células estimulam ainda mais a angiogênese, em um ciclo compensatório.  

Imagem: Adaptado Vasudev & Reynolds (2014) 

 

O VEGF representa um dos agentes promotores angiogênicos tumorais 

mais potentes e permite aumento da atividade angiogênica, mitogênica e 
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permeabilidade vascular específica para as células endoteliais, com função 

importante na formação de metástases distantes  (WERGIN; KASER-HOTZ, 

2004). Em câncer prostático humano, os níveis de VEGF no sangue e urina 

parecem estar correlacionados com o resultado dos pacientes e a densidade 

microvascular tem sido utilizada para predizer a progressão tumoral e 

relacionada com grau mais elevado no escore de Gleason (HWANG; HEATH, 

2010). A densidade microvascular nos carcinomas é mais alta quando 

comparada às próstatas normais, e os carcinomas por sua vez apresentam 

maior densidade microvascular quando possuíam metástases, sugerindo uma 

relação entre densidade microvascular e estágio tumoral (ARYA et al., 2006). 

  Diante da importância da angiogênese no crescimento tumoral e 

metástases, a utilização de inibidores incluindo VEGFR e seu ligante (VEGF) 

tem sido uma estratégia eficaz em alguns tipos tumorais associados a 

quimioterapias, porém no carcinoma prostático não está bem definido e ainda 

apresenta uma área promissora de pesquisa (BILUSIC; WONG, 2014; COHEN 

et al., 2007; MUKHERJI et al., 2013; RAJABI; MOUSA, 2017; WANG; JAIN; 

BATCHELOR, 2017) 

 

3.2 Receptor do Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGFR) 

 Existem no total quatro genes de fator de crescimento de plaquetas 

(PDGF A, B, C e D) que produzem cinco tipos de proteínas biologicamente 

ativas: quatro homodímeros (PDGF AA, BB, CC, DD) e uma heterodímera 

(PDGF AB) (NAJY et al., 2012).  Há dois receptores tirosina quinase: PDGFRα 

e PDGFRβ, o primeiro se liga a todas as isoformas da proteína, exceto PDGF 

DD, enquanto que o segundo receptor é ativado pela isoforma PDGF BB e 

PDGF DD (DEMOULIN; ESSAGHIR, 2014). Ambos os receptores podem ser 

ativados diretamente pela ligação da proteína VEGF-A (PENNOCK; 

KAZLAUSKAS, 2012). 

O PDGF é secretado por plaquetas ativadas e diversas outras células: 

endotelial, epitelial, glial e células inflamatórias (DEMOULIN; ESSAGHIR, 

2014). Em condições fisiológicas, as ações biológicas das PDGFs e seus 

receptores (PDGFRs) são controladas de maneira parácrina, reguladas pelo 

microambiente celular, citocinas e estímulos de crescimento, e participam em 

processos de cicatrização, inflamação e angiogênese (CAO, 2013; RANIERI et 
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al., 2013). A sinalização via PDGFRα atua no desenvolvimento de folículo 

piloso, oligodendrócitos, pulmão e vilosidade intestinal, enquanto que a via 

PDGFRβ é importante no desenvolvimento de vasos sanguíneos, rins e 

adipócito unilocular (HELDIN, 2013; KARLSSON et al., 2000; SORIANO, 1997). 

 Entretanto, na tumorigênese, os membros da família PDGF interagem 

com os receptores tirosina quinase localizados na transmembrana e implica em 

sinalização através de diversos mecanismos: sinalização autócrina proliferativa, 

angiogênesis e contribuição na transição epitelial mesenquimal, contribuindo no 

comportamento invasivo e metastático da neoplasia (HWANG; HEATH, 2010). 

Existem ainda estudos que comprovam a ativação do PDGFR através de 

mecanismos que não sejam a ligação direta das proteínas PDGF (RUSSELL et 

al., 2010).   

 PDGFs e PDGFRs também possuem papel importante no estroma 

tumoral através do recrutamento de pericitos e células musculares lisa do vaso, 

que por sua vez estabilizam os vasos neoformados e estimulam as células do 

estroma a produzir VEGF-A e consequente angiogênese (KILVAER et al., 

2014). Em diferentes tipos de neoplasias, o PDGFRβ também é expresso 

vinculado a fibroblastos associados ao câncer, demonstrando que o PDGFRs 

estromais podem regular múltiplas etapas da carcinogênese, metástase e 

interferir na eficácia da droga (ÖSTMAN, 2017). Em um estudo realizado em 

ratos, utilizado com modelo de câncer prostático, mostrou que a terapia alvo de 

PDGFR-β estromal resultou em densidade vascular diminuída, aumento de 

apoptose celular e menor crescimento tumoral quando comparados com 

grupos que realizaram apenas a castração como terapia (NIU; XIA, 2009).    

 Em humanos, nos carcinomas prostáticos e suas metástases ósseas o 

PDGFR-β geralmente está aumentado em 88% e 80% dos casos, 

respectivamente (NAJY et al., 2012), além da expressão proteica de PDGFR 

em lesões pré neoplásicas (neoplasia intraepitelial), sugerindo um papel deste 

receptor na progressão tumoral (HOFER et al., 2004). Em linhagens celulares 

de carcinoma prostático celulares (PC3) foi demonstrado um aumento de 

PDGF-D, com consequente transição epitelial mesenquimal e um fenótipo de 

célula tronco, o que pode explicar o aumento da invasividade (KONG et al., 

2010).  
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 Diferentes estratégias têm sido desenvolvidas na utilização de terapias 

inibidoras em doenças que o PDGFR possui um papel importante, com 

resultados positivos em associação com outros tratamentos, como em casos 

de glioblastoma (REARDON et al., 2005; ROBERTS; COSSIGNY; QUAN, 

2013). Entretanto, os estudos com inibidor de receptor tirosina quinase nos 

carcinomas prostáticos, assim como em diferentes neoplasias, ainda 

apresentam muitos efeitos colaterais e ineficácia, necessitando de maiores 

estudos (HELDIN, 2013).  

 

3.3  c-KIT 

O proto oncogene c-KIT codifica um receptor de tirosina quinase de 

transmembrana, denominado c-Kit (também nomeado CD117), e 

estruturalmente está relacionado com outras receptores transmembrânicos: 

VEGFR e PGDFR (ARBER; TAMAYO; WEISS, 1998; QIU et al., 1988). O 

receptor c-KIT tem como ligante a proteína SCF (fator de célula tronco), fator 

de crescimento que existe como glicoproteína ligada a membrana e também na 

isoforma solúvel (LIANG et al., 2013; ROSKOSKI, 2005).  

O sistema SCF/c-KIT é um sistema expresso em diversas células e 

tecidos: fibroblastos, células endoteliais, células tronco hematopoiéticas, 

germinativas, prostáticas, endometriais, intersticiais de Cajal, mastócitos, 

melanócitos, entre outros (FIGUEIRA et al., 2015; LAMMIE et al., 1994; 

LENNARTSSON; RONNSTRAND, 2012; ROSKOSKI, 2005). A interação de 

ambos possuem papel importante nas vias de ativação da diferenciação, 

proliferação, apoptose e sobrevivência celular (DI LORENZO et al., 2004; 

EDLING; HALLBERG, 2007). A proteína SCF é uma citocina inflamatória e 

considerada a maior ativadora de mastócitos, os quais levam a uma mudança 

no microambiente tumoral devido ao aumento de inflamação e 

imunossupressão (HUANG et al., 2008).  

 Entretanto, uma correlação positiva entre desregulação do c-KIT e a 

transformação maligna de diferentes células tem sido descrita (PARONETTO et 

al., 2004; SHI et al., 2016). Uma das alterações é devido a mutações que 

ativam o receptor tirosina quinase independente de ligantes ou que codificam o 

c-KIT truncado independente de ATP para ativá-lo (ABBASPOUR BABAEI et 

al., 2016; TOYOTA et al., 1994). Em humanos as mutações em éxons 



25 

 

 

específicos são reportadas em diversos tumores, como é o caso de tumores 

gastrointestinais (GISTs), leucemia mielóide e seminomas testiculares 

(BLUME-JENSEN; HUNTER, 2001; HEINRICH et al., 2002). Em mastocitomas 

caninos também é relatada mutações do proto oncogene c-KIT com alta 

graduação histológica (ZEMKE; YAMINI; YUZBASIYAN-GURKAN, 2002).  .  

 Além disso, durante a carcinogênese é relatado o aumento na expressão 

do receptor tirosina quinase, sensibilidade aumentada em relação ao seu 

ligante SCF, e estímulo autócrino (células tumorais) ou parácrino 

(microambiente tumoral) (ABBASPOUR BABAEI et al., 2016; PARONETTO et 

al., 2004). Carcinomas prostáticos humanos apresentam aumento da 

expressão proteica de SCF quando comparados com tecido prostático normal, 

além de correlação positiva com os carcinomas mais agressivos (ALABIAD et 

al., 2018). Em relação ao receptor c-KIT, observou-se maior expressão proteica 

em lesões metastáticas do que em tumores primários de carcinoma prostático 

humano, sugerindo uma interação entre células neoplásicas e microambiente 

tumoral ósseo na progressão da doença (MAINETTI et al., 2015). Em 

carcinomas prostáticos caninos a expressão proteica de c-KIT apresenta 

heterogeneidade de marcação e possivelmente sem relação com a metástase, 

porém todos os CaP classificados com escore de Gleason 10 apresentavam a 

proteína, sugerindo uma possibilidade de tratamento personalizado com 

inibidores de c-KIT nestes casos (FONSECA-ALVES et al., 2017).  

 

4. INIBIDOR DE mTORC (RAPAMICINA) 

A rapamicina é um macrolídeo descoberta como um metabólito produzido 

por Streptomyces hygroscopicus e inicialmente utilizada como antifúngico 

(VÉZINA; KUDELSKI; SEHGAL, 1975). Posteriormente, o fármaco passou a 

ser utilizado como terapia imunossupressora após transplante para minimizar a 

rejeição do órgão, pois inibe a habilidade das células dendríticas sofrerem 

maturação em células apresentadora de antígeno (APC), as quais estimulam 

as células T (BAROJA-MAZO et al., 2016). Além disso, possui funções anti 

proliferativas em células de mamíferos, pois inibe a proteína mTOR (proteína 

alvo da rapamicina em mamíferos), a qual seu nome é derivado devido a ação 

do fármaco (XIE; WANG; PROUD, 2016). 
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A proteína mTOR é uma proteína serina/treonina quinase, e é classificada 

desta forma pois contém uma cadeia lateral alcóolica (ROSKOSKI, 2015). 

Estruturalmente (figura 3) é composta pela porção N-terminal que possui duas 

repetições HEAT (fator de alongamento da huntingtina3, subunidade da 

proteína fosfatase 2A e a quinase Tor 1) em tandem (ZHOU; HUANG, 2010). A 

extremidade C-terminal da proteína possui o domínio FAT e FATC, ambos 

necessários à função catalítica (YANG et al., 2013). Adjacente ao domínio FAT, 

há o domínio ligante FKBP12-rapamicina (FRB), que se liga ao complexo 

mTOR e FKBP, os quais estão ligados a rapamicina (NASR et al., 2015).  O 

domínio quinase catalítico (KIN) possui uma pequena região chamada de 

domínio regulatório negativo (NRD) que possui sítios de fosforilação da 

treonina 2446, serina 2448 e serina 2481, e relacionadas com maior atividade 

de mTOR quando fosforiladas (HOEFFER; KLANN, 2010). 

 

 

Figura 3: Representação estrutural esquemática da proteína mTOR. Porção N-
terminal com duas repetições HEAT em tandem.  Domínio FAT e FATC apresentam 
função catalítica, seguido de domínio FRB, o qual se liga ao complexo FKBP12-
rapamicina, e, portanto, onde atua o fármaco (rapamicina). O domínio quinase 
catalítico (KIN) possui um domínio repressor (NRD). Adaptado (LI et al., 2014).  

 

A proteína mTOR está presente em duas formas distintas de complexo 

multiproteico, denominados complexos 1 e 2 da mTOR,  mTORC1 e mTORC2, 

respectivamente (BALLOU; LIN, 2008; MOCELLIN et al., 2018).  O primeiro 

complexo citado é classificado como sensível e o segundo insensível a 

rapamicina (BALLOU; LIN, 2008; LI et al., 2016). Em ambos os complexos, a 

proteína mTOR é a subunidade catalítica (DAN et al., 2014). Cada um desses 

complexos apresenta proteínas diferentes em sua composição, além de 

fosforilar diferentes substratos (KENNEDY; LAMMING, 2016).  
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O mTORC1 consiste nas proteínas mTOR, mLST8 (proteína 8 Sec13 

mamífero letal), Raptor (proteína regulatória de mTOR), e dois inibidores 

endógenos do complexo: DEPTOR (proteína de interação mTOR contendo 

domínio DEP) e PRAS 40 (substrato de AKT rico em prolina)(DIBBLE; 

CANTLEY, 2015). Após ativação de mTORC1, o complexo fosforila 

diretamente as proteínas PRAS 40 e DEPTOR, reduzindo interação com o 

complexo e ativando a sinalização deste complexo (LAPLANTE; SABATINI, 

2009). O complexo 2 da mTOR contém as proteínas mTOR, mLST8, Rictor 

(proteína associada a mTOR insensível a rapamicina) e mSIN1 (proteína de 

interação da quinase de mamíferos ativada por estresse 1) (DAN et al., 2014).  

mTORC1 é sensível a rapamicina, pois a interação do fármaco com a 

proteína FKBP12 (proteína de ligação FK506), resulta em um complexo que se 

liga ao domínio FRB da proteína mTOR (HAUSCH et al., 2013; MENG; 

ZHENG, 2015). Consequentemente, interrompe a ligação com a proteína 

Raptor , bloqueando assim a sinalização da via PI3K/AKT/mTOR (BOVÉ; 

MARTÍNEZ-VICENTE; VILA, 2011). O mTORC1 é responsivo a fatores 

nutricionais celulares e do organismo, incluindo aminoácidos, glucose e 

oxigênio (DAN et al., 2014; DIBBLE; MANNING, 2013; RAMIREZ-RANGEL et 

al., 2011). Comparado ao mTORC1, as vias que regulam mTORC2 são muito 

menos conhecidas, sendo a via PI3K a única via descrita (OH; JACINTO, 

2011). Além disso, devido à ausência de ligação do complexo FKP12- 

rapamicina ao mTORC2, sugere-se inibição da rapamicina apenas a mTORC1. 

Porém, em algumas células, o uso prolongado de rapamicina (mais de 24 

horas) tem apresentado supressão de mTORC2, contribuindo no efeitos do 

medicamento (SARBASSOV et al., 2006). 

O complexo 1 controla diferentes vias, incluindo a síntese e produção de 

ribossomos, transcrição, apoptose, lipogênese e síntese de nucleotídeo, os 

quais são funções importantes para crescimento celular e tecidual (XIE; 

WANG; PROUD, 2016). Este complexo é mediado por substratos que incluem 

o fator de iniciação eucariótico 4E (4E-BP1), proteína quinase ribossomal 6S 

(S6K1), ULK, entre outros (KENNEDY; LAMMING, 2016). Também participa da 

via fosfatidilinositol-3 -quinase (PI3K) /AKT/mTOR, a qual regula o crescimento 

e sobrevivência celular por meio do controle da taxa de processo anabólico, 

capacidade de síntese proteica e atividade mitocondrial (KIM; GUAN, 2015).  
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A desregulação da via PI3K/AKT/mTOR principalmente devido 

hiperativação de mTOR está descrita em diferentes tipos de câncer, incluindo 

em câncer prostático (HSIEH et al., 2015) (MABUCHI et al., 2015). A perda de 

função de genes supressores, incluindo PTEN (homólogo da fosfatase e 

tensina) e TSC 1 / 2 (complexo esclerose tuberosa ),  ou a mutação em 

oncogenes , por exemplo KRAS, AKT, PIK3CA, também estão relacionadas 

com a hiperativação da via PI3K/AKT mTOR (JHANWAR-UNIYAL et al., 2019). 

A ativação da via PI3K/AKT/mTOR se dá pela fosforilação da classe IA 

PI3Ks na membrana celular (figura 3), através de sinais extracelulares, como 

por exemplo insulina, ativação do receptor de fator de crescimento epidérmico 

(EGFR), oncogenes , dentre outros (KIM; GUAN, 2015; LOPICCOLO et al., 

2008; MABUCHI et al., 2015). A classe I da proteína PI3K possui uma 

subunidade catalítica (p110) e reguladora (p85), e após fosforilação da PI3K a 

subunidade p110 fosforila o componente lipídico da membrana celular: 

fosfatidilinositol-3,4 bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5 bifosfato (PIP3) 

(LI et al., 2016). Posteriormente, a proteína AKT é fosforilada e ativa diferentes 

proteínas, incluindo o complexo 1 da mTOR que por sua vez regula outros 

substratos, como por exemplo, fosforila a proteína 1 ligante (4E-BP1) do fator 

de iniciação eucariótico 4E (elF-4E) e  S6Ks, os quais regulam a síntese 

proteica (KIM; GUAN, 2015; ZHANG et al., 2017). A proteína 4E-BP1 liga-se a 

elF-4E, porém após sua fosforilação esta associação entre ambas é desfeita, 

permitindo a tradução proteica (QIN; JIANG; ZHANG, 2016).  
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Figura 4: Via PI3K/AKT/mTOR simplificada. Ativação da classe IA PI3K com as 
subunidades p85 e p110, subsequente fosforilação (P) de PIP2 em PIP3, posterior 
fosforilação de AKT e ativação do complexo 1 mTOR (mTORC1). Ativação de 
mTORC1 resulta em ativação de S6K1, e fosforilação da proteína 4E-BP1 gera 
diminuição de afinidade com a proteína elF-4E, soltando-a. Ativação de mTORC2 
resulta em fosforilação de AKT.   

Em cães, o aumento de proteínas relacionados com a ativação da via 

PI3K/AKT/mTOR têm sido descritos em diferentes neoplasias, como por 

exemplo hemangiossarcoma (MURAI et al., 2012b), carcinoma prostático 

(RIVERA-CALDERÓN et al., 2019b), células de melanoma (KENT; COLLINS; 

YE, 2009) e células de osteossarcoma (GORDON; YE; KENT, 2008b). Nos 

carcinomas prostáticos caninos com alto escore de Gleason (maior ou igual a 

oito) foi observado aumento de expressão proteica de mTOR fosforilado e 

elF4E quando comparado a próstata normal (RIVERA-CALDERÓN et al., 

2019b). Além disso, uma diminuição na expressão proteica de PTEN nos 

carcinomas prostáticos caninos foi reportada (RIVERA-CALDERÓN et al., 

2016). Esses achados indicam alterações de proteínas envolvidas na ativação 

da via PI3K/AKT/mTOR e, portanto, sendo uma via de possíveis alvos 

terapêuticos no tratamento de carcinoma prostático em cães.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

Diante do exposto, as utilizações do fosfato de toceranib e da rapamicina 

apresentam certa resposta biológica in vitro, porém necessitam maiores 

pesquisas para que se obtenham maiores informações sobre a eficácia dos 

tratamentos em carcinomas prostáticos caninos. Além disso, devido a presença 

de possíveis mecanismos de resistência em ambos os tratamentos, deve-se 

considerar a medicina personalizada ou de precisão para obter-se uma melhor 

resposta antineoplásica.  

As células de carcinoma prostático canino apresentaram perfil de 

expressão gênica e resposta antitumoral distintas, indicando uma 

heterogeneidade intertumoral. A célula PC2 apresentou uma maior resistência 

ao fosfato de toceranib, e pode ser utilizada como modelo de resistência 

quimioterápica intrínseca dos carcinomas prostáticos caninos.  
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