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PANORAMA OF NUTLINS AS A PROTOTYPE FOR CANCER
THERAPY

RESUMO

A p53 é uma proteina supressora tumoral que atua na defesa da célula
contra mutacGes deletérias e transformacbes cancerosas. A via de
sinalizagdo da proteina p53 encontra-se inativada em todos os tipos de
cancer e este fato tem chamado a atencdo de muitos pesquisadores no
sentido do desenvolvimento de novas terapias farmacolégicas baseadas
no reestabelecimento dessa via. Os niveis de p53 na célula estdo sob o
rigido controle do regulador negativo MDM2 via ubiquitinacdo. A p53
também controla a transcricdo do MDM2 gerando uma regulacdo por
feedback em que as duas proteinas mutuamente controlam seus niveis
celulares. Dessa forma, foi pensado que o bloqueio da interagdo p53-
MDM?2 poderia levar ao efeito farmacolégico antitumoral e varias
moléculas inibidoras foram testadas para este fim, dentre elas uma
familia de imidazolinas tetrassubstituidas, chamadas nutlins. Estes
compostos podem ativar seletivamente a via de sinalizacdo da p53 in
vitro e in vivo em linhagens de tumores humanos que apresentam alta
expressao de HDM2 (o tipo humano de MDM?2) levando a inibi¢do do
crescimento celular e a apoptose. Os inibidores de MDM?2 representam
uma classe promissora de ativadores da p53 que podem se tornar
farmacos efetivos no tratamento do cancer e também no diagndstico por
imagem.
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ABSTRACT

p53 is a tumor suppressor protein that acts in cell defense against
deleterious mutations and cancer transformations. The signaling
pathway of p53 protein is inactivated in all types of cancer and this fact
has attracted the attention of many researchers in order to develop new
drug therapies based on the reestablishment of this pathway. The levels
of p53 in the cell are under the strict control of the negative regulator
MDM?2 ubiquitination pathway. p53 also controls the transcription of
MDM2 generating a feedback regulation that the two proteins mutually
control their cellular levels. Thus, it was thought that blocking the
MDM2-p53 interaction could lead to different pharmacological effects
and antitumor inhibitory molecules have been tested for this purpose,
among them a family of imidazoline tetrasubstituted called nutlins.
These compounds can selectively activate the p53 signaling pathway in
vitro and in vivo human tumor lines that show high expression of
HDM2 (human type MDM?2) leading to inhibition of cell growth and
apoptosis. MDM2 inhibitors represent a promising class of activators of
p53 that may become drugs effective in the treatment of cancer and also
in diagnostic imaging.
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INTRODUGAO

A proteina p53 é um potente fator de transcricdo nuclear cuja principal funcado é
organizar a defesa da célula contra mutacdes deletérias e transformagoes
cancerosas. Esta proteina pode ser ativada por meio da acdo de agentes
genotoxicos tais como irradiacdo ultravioleta (MALTZMAN; CZYZYK, 1984,
KASTAN et al.,, 1991), agentes carcinogénicos (YAMAIZUMI;, SUGANO, 1994,
RAMET et al., 1995, MEPLAN et al., 1999), estresse oxidativo (TISHLER, 1993,
MESSMER; BRUNE, 1996), drogas citotoxicas (FRITSCHE et al., 1993, NELSON;
KASTAN, 1994, MAGNELLI et al. 1995), inibidores da topoisomerase (TISHLER et
al., 1993) ou mesmo por agentes ndo genotdxicos como hipdxia, hipertermia e
deplecao de ribonucleotideos (PLUQUET; HAINAUT, 2001).

Em células sob condi¢des normais, a p53 se encontra na sua forma latente,
em niveis basais, ndo interferindo na progressdo das fases do ciclo celular. No
entanto, as condigdes citadas acima levam a uma rapida inducdo da sua forma
ativa. Porém, a inducdo da p53 em resposta ao dano ao DNA consiste ndo apenas
na ativacdo da p53, mas também na estabilizacdo desta proteina (OREN, 1999,
HAINAUT; HOLLSTEIN, 2000).

A estabilizacdo da p53 é alcancada pela inibicdo da sua ligacdo com
proteinas que promovem a sua degradacdo. Como exemplos destes inibidores
podem-se citar anticorpos monoclonais ou peptideos competidores que ocorrem
nas células com a finalidade de facilitar a estabilizacdo da p53 (BOTTGER et al.,
1997).

Uma vez ativada, a p53 coordena o sistema de reparo da célula ativando a
expressao de proteinas como a p21, GADD45, Bax, Puma e Noxa, que podem levar
a parada do ciclo celular, senescéncia ou, em casos mais graves, a apoptose
(VOUSDEN; PRIVES, 2009). Dessa forma, a ativagdo da p53, decorrente da
ativacdo de oncogenes, age no sentido de eliminar tumores nascentes, por
senescéncia ou apoptose, formando uma barreira contra o desenvolvimento do
tumor (CHEN et al., 2010, RAO et al., 2013, SAHA et al., 2013, Teoh; Chng, 2014).
Por desempenhar um papel essencial na manutencao da integridade genomica, a

proteina p53 passou a ser conhecida por “guardia do genoma” (LANE, 1992).
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Figura 1 - Acdo da proteina p53 na prevencdo do desenvolvimento de tumores (Adaptagdo de
Lane, 1992).

A senescéncia é um processo de parada do crescimento da célula que se
mantém metabolicamente ativa, mas incapaz de sofrer divisdo. Estas células
sofrem mudancas em sua morfologia como alargamento e achatamento de sua
forma e aumento na granulosidade e liberam fatores que afetam o crescimento das
células vizinhas e sua organizacdo tecidual. Por este motivo, este processo nao
consiste meramente no fim da vida de uma célula, mas sim num estado fisiol6gico
determinado pelo programa homeostdtico de um organismo multicelular
(RONINSON, 2003).

A senescéncia é resultado do encurtamento dos telomeros dos
cromossomos, que acontece naturalmente com o tempo, ou de dano ao DNA. No
altimo caso, o estimulo também pode decorrer da expressdo de proteinas Ras ou
Raf mutadas e por outras formas de sinalizagao (CAMPISI, 2001). Em ambos os
casos, a parada do ciclo celular é iniciada pela expressao da p53 que tem mltiplos

papéis na ativacdo de genes, em especial na ativacdo da p21, um inibidor
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pleiotrépico de diferentes complexos ciclina/CDK (DOTTO, 2000). Altos niveis de
p21 causam a parada do ciclo celular, sendo que depois de estabelecido o estado
senescente, os niveis de p53 e p21 voltam ao normal. Porém, a medida que os
niveis de p21 diminuem, os niveis de p1l6 aumentam, sugerindo que esta proteina
possa ser responsavel pelo impedimento do ciclo celular em células senescentes.

Os dois sinais de senescéncia citados sao processos anticarcinogénicos essenciais
para as células (ALCORTA et al., 1996).

A apoptose é a morte celular programada que pode ser observada no
tratamento classico do cancer com radioterapia e quimioterapia. Neste evento ha
dano irrepardavel ao DNA das células em rapida divisdo e este processo leva a
morte celular programada por uma via p53 dependente (ELMORE, 2007).
Algumas células expressam receptores Fas ou TNF que podem levar a apoptose
via ligante. Outras células apresentam uma via da morte que deve ser bloqueada
por fatores de sobrevivéncia como hormonios ou fatores de crescimento.

Em geral a apoptose é um evento coordenado e com gasto de energia que
envolve a ativagdo de um grupo de cisteina proteases denominadas caspases e
uma complexa cascata de eventos (ELMORE, 2007).

A via de sinalizagdo da proteina p53 encontra-se inativada em todos os
tipos de cancer e este fato tem chamado a atencdo de muitos pesquisadores no
sentido do desenvolvimento de novas abordagens farmacolégicas baseadas no
restabelecimento dessa via. Aproximadamente 50% dos pacientes diagnosticados
com cancer apresentam mutagdes na p53 e os outros 50% possuem defeitos na
modificagdo pés-traducional desta proteina (MOLL et al., 2005, VOUSDEN; LU,
2002).

Estudo de Ventura et al. (2007) demonstrou que o ambiente do tumor
responde rapidamente a reintroducdo da p53 ativa; esta por sua vez dispara os
mecanismos de senescéncia ou apoptose, causando a regressio do tumor em
camundongos.

Uma das vantagens da pesquisa de terapias cujos alvos envolvem a via de
sinalizacdo da p53 reside no fato de que células tumorais frequentemente
expressam em altos niveis a proteina p53 mutada. Dessa forma, qualquer pequena
molécula ou chaperonas que consigam estabilizar a conformacdo dessas proteinas

modificadas poderdo ativar a apoptose seletivamente em células tumorais. Soma-
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se a isto o fato de que a quimioterapia precisa de uma via funcional da p53 para
apresentar efeito terapéutico, portanto pequenos ativadores farmacologicos
poderdo aumentar a sensibilidade da quimioterapia e da radioterapia (EL-DEIRY,

2003).

REVISAO DA LITERATURA

1.1 MDM2

A p53 é uma proteina com potente atividade apoptética e anti-proliferativa e
consequentemente, seus altos niveis em células normais podem causar danos
irreversiveis. Por este motivo os niveis de p53 na célula estdo sob o rigido controle
do regulador negativo MDM2 (murine/human double minute 2 and 4) via
ubiquitinacdo. A p53 também regula a transcricdto do MDM2 gerando uma
regulacao por feedback em que as duas proteinas mutuamente controlam seus
niveis celulares (FICHER; LANE, 2004).

A p53 se liga ao gene promotor do MDM2, um dos seus diversos alvos, e
regula sua expressdao. Conforme o nivel de MDM2 aumenta, ele se liga na p53
bloqueando seu sitio de ligacdo ao gene anteriormente citado e ainda marcando a
p53 para degradacao via ubiquitina-proteassoma (MICHAEL; OREN, 2003). Além
disso, o0 MDM2 também age como ubiquitina ligase e sua ligacdo facilita a
protedlise da p53 (FREEDMAN et al., 1999).

A ubiquitinagdo é mais do que um simples mecanismo de marcagdo das
proteinas deformadas ou obsoletas para degradacao. De fato, a ubiquitinagdo é um
mecanismo altamente regulado, flexivel e reversivel, que pode sinalizar maltiplas
respostas, desde a degradacdo, a mudanca de atividade e a relocalizacdo de
proteinas (PASSMORE; BARFORD, 2004, HOCK; VOUSDEN, 2014).

A chave para a regulacdo da p53 é o controle da sua estabilidade feita por
uma rede de reagdes de ubiquitinagdo. Além disso, ha evidéncias da degradacao
da p53 pelo proteassoma independente da ubiquitinagdo. Aumentos nos niveis da
p53 em células em crescimento podem ser detectados, mas nao levam a uma total
ativacdo da resposta da p53. Este sistema permite o crescimento celular sob
condi¢cdes normais e garante uma rapida reacdo ao estresse que poderia causar

danos a célula e ao organismo como um todo (HOCK; VOUSDEN, 2014).
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Partindo da regulacdo muatua da p53 e do MDM2, tem-se que a inibi¢cdo do
MDM?2 pode levar a restauracdo da atividade da p53. Em resposta ao dano ao
DNA, a habilidade da p53 de se ligar ao MDM2 fica bloqueada. Esta resposta
também pode ser observada em consequéncia a quimioterapia e radioterapia. Por
causa desta regulacdo por feedback negativo, a alta expressio de MDM?2 esta
presente em todas as células tumorais. Assim, a prevengao da ligacao p53-MDM2
oferece um novo método de restaurar seletivamente as fung¢des pré-apoptoéticas da
P53 em células cancerosas com altos niveis de MDM2, como ocorre principalmente
em tumores dos tecidos moles como osteossarcomas e carcinomas esofdgicos

(MOMAND et al., 1998).

1.2 INIBIDORES DE MDM2

Inicialmente, foi pensado que a supressdo da funcdo do MDM2 poderia ser
alcancada ao se bloquear diretamente a atividade de ubiquitina ligase desta
proteina, ou indiretamente, utilizando-se inibidores de proteassoma que poderiam
prevenir a degradacdo da p53. No entanto, nenhuma dessas estratégias
demonstrou ter seletividade (TOLEDO; WAHL, 2007).

A primeira evidéncia de que o bloqueio da interacdo p53-MDM2 poderia
levar ao efeito farmacolégico desejado, envolveu um octapeptideo derivado da
p53 (GARCIA-ECHEVERRI et al., 2000). Contudo, apesar da sua alta afinidade
pelo MDM2, este peptideo demonstrou baixa poténcia no ambiente celular, devido
a sua baixa permeabilidade a membrana (CHENE et al., 2000). Similarmente, um
metabdlito de fungo chamado de clorofusina demonstrou capacidade de inibir a
interacdo p53-MDM2 in vitro, mas ndo apresentou essa capacidade in vivo
(DUNCAN et al., 2001).

Em 2001, um modelo experimental para a pesquisa de moléculas que
mimetizam a p53 se tornou possivel pela descoberta de que a sequéncia helicoidal
anfipatica da extremidade N-terminal da p53 insere sua face hidrofébica em um
sulco profundo do MDM2 (Figura 2). O fato de apenas 3 residuos de aminodacidos
(Phe19, Trp23 e Leu26) interferirem na interacdo p53-MDM2 permitiu o
estabelecimento deste modelo (GALATIN; ABRAHAM, 2001).

Somente a partir do trabalho de Vassilev et al. (2004) foi possivel inibir a

interacdo p53-MDM2 utilizando moléculas farmacologicamente viadveis-
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imidazolinas tetrassubstituidas chamadas nutlins. Estes compostos podem ativar
seletivamente a via de sinalizagdo da p53 in vitro e in vivo em linhagens de
tumores humanos que apresentam alta expressao de HDM2 (o tipo humano de
MDM?2) levando a inibicao do crescimento celular e apoptose. Além disso, os
autores demonstraram que a administragdo oral de 200 mg kg! da mistura
racémica do nutlin 3 (Figura 3), duas vezes ao dia, por trés semanas, levaram a
total parada do crescimento do tumor em camundongos (modelo representativo

de osteossarcoma humano linhagem SJSA-1) (VASSILEV et al., 2004).
(a)

Figura 2 - Interacdo p53-HDM2. (a) A superficie da HDM2 é mostrada em verde; o sulco em que a
ligacdo ocorre é definido pelos residuos F19, W23 e L26 da p53 (cadeias laterais mostradas
coloridas - C: cinza, N: azul, O: vermelho e Br: roxo). O peptideo 17ETFSDLWKLLPEN29 da p53 é
mostrado como uma fita cinza. LigacSes de hidrogénio sdo indicadas por linhas amarelas
pontilhadas. (b) O alinhamento do HDM2 com o nutlin, demonstra que este simula as interacoes
naturais do HDM2 com a p53. Embora a ligagdo de hidrogénio da p53 W3 indol NH ao esqueleto
carbonico do HDM2 L54 néo seja mimetizado pelo nutlin 2, o grupo bromofenil correspondente ao
indol, faz contato com o triptofano do HDM2 (FICHER; LANE, 2004).
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Neste estudo, os nutlins demonstraram ser menos citotéxicos as linhagens
celulares que contém a p53 mutante devido a sua seletividade particular a inibi¢ao
da fungado supressora do MDM2 em contraste a inibigdo total da expressdo desta
proteina, como ocorre com outras substancias testadas. Os efeitos farmacolégicos
dos nutlins sugerem que a inibicdo da interagdo p53-MDM?2 podera levar a

terapias anticancer seletivas (VASSILEV et al., 2004, VASSILEV, 2005).

1.3 NUTLINS
Nos ultimos anos, vem aumentando o nimero de estudos em torno dos nutlins,
pois estes protétipos podem deslocar a p53 do sitio de ligagdo do MDM?2 in vitro
em nanomols (ICso= 90nM para o nutlin 3a, o enantiomero ativo do nutlin 3)
(VASSILEYV et al., 2004, GASPARINI et al., 2014, VAN MAERKEN et al., 2014).

Os nutlins se ajustam no sitio de ligacao da p53 no inibidor MDM?2 e inibe
a interacdo das duas proteinas. Consequentemente, estas pequenas moléculas
alcancaram o objetivo de inibir o crescimento de tumores em ratos. Alguns deles ja
estdo em estudos clinicos fase 1 para tratar pacientes com neoplasias do sistema
hematolégico (VASSILEV et al., 2004, BARONE et al., 2014).

A inibicdo do antagonismo do MDM2 pelo nutlin-3a induz morte de
células de meduloblastoma humano. Além de induzir apoptose nestas células, o
nutlin-3a também potencializa a ativagdo da p53 e impede o crescimento de
células tumorais quando combinado com o agente doxorrubicina, um farmaco
amplamente utilizado na quimioterapia (GHASSEMIFAR; MENDRYSA, 2012).

Porém a inibicdo do MDM2 nao é o tinico mecanismo de acao dos nutlins.
Shin et al. (2012) monitoraram a ligagdo do nutlin-3 com a familia de proteinas
antiapoptoticas Bcl-2 utilizando espectroscopia NMR. Os resultados deste estudo
demonstraram que o nutlin-3 tem a capacidade de inibir diversas proteinas Bcl-2.
A comparacdo estrutural feita fornece conhecimentos sobre o duplo mecanismo de
ligacao do nutlin-3 ao MDM?2 e as proteinas Bcl-2 de modo semelhante.

Um estudo recente discute a relacdo do nutlin-3a com o sistema imune e
demonstra que esta molécula afeta levemente os niveis do complexo principal de
histocompatibilidade e estimula significativamente a producao de linfécitos T.

Esta habilidade do nutlin-3a de estimular a proliferacdo de linfdcitos representa
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um mecanismo de agdo adicional em que o nutlin exerce sua atividade de
supressor tumoral (GASPARINI; TOMMASINI, 2012).

Apesar de varios estudos mostrarem a grande importancia da regulagao
da p53 pelo MDM2, evidéncias sugerem que este inibidor pode nao ser o tnico.
Trés outras proteinas PIRH2, COPle ARF-BP1 tém agdo de p53 ubiquitina-ligase.
PIRH2 foi identificada como uma proteina que contém o dominio RING-H2 e
pode promover a ubiquitinacdo e degradacdo da p53 independente da MDM2
(LENG et al., 2003). Sua regulacdo pela p53 é semelhante ao feedback ja descrito
para a MDM2. A COP1 também demonstra capacidade de ubiquitinar e causar a
degradacdo da p53 (DORNAN et al., 2004).

O papel dessas proteinas na regulacdo da p53 na presenca de MDM?2
ainda ndo esta completamente entendida, porém pode-se afirmar que nenhuma
dessas ubiquitina-ligases podem substituir o MDM2 na regulacdo da p53
(TOLEDO; WAHL, 2007).

As integrinas sdo entendidas hoje como responsaveis pela agressividade
do tumor e resisténcia as terapias. A integrina a5p1, um receptor de fibronectina,
determina a maglinidade do carcinoma de colon, que é uma das causas de morte
relacionadas ao cancer mais importantes no mundo. Janouskova et al. (2013)
evidenciaram que a reativacdo farmacoldgica da p53 pelo nutlin-3a inibe
especificamente a expressdo a subunidade a5 desta integrina. Inversamente, a
repressao da integrina ab modula a atividade da p53. Foi demonstrada uma clara
relacdo entre a ativacdo da p53 pelo nutlin-3a, a repressdo da a5 e a sobrevivéncia
da célula.

Estudo de Hori et al. (2010) demonstrou que o nutlin-3 estimula a
producao do fator de necrose tumoral relacionada com indutor de apoptose pelo
aumento da regulacdo do receptor (DR5) em células HOS de sarcoma humanos e
cancro do célon humano HCT-116.

A radiorresisténcia permanece como uma barreira fundamental que limita
a eficicia da radioterapia no tratamento do cancer. Evidéncias recentes sugerem
que a radiorresisténcia envolve vérias vias de sinalizagao, incluindo a p53/MDM2.
A radiacdo ionizante induz a via p53-MDM2 dependente da transcricao do gene
que, por sua vez, inibe a atividade de transcricio de p53, favorecendo a sua

exportacdo nuclear e estimulando a sua degradacgdo. Resultados promissores
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surgiram recentemente em estudos in vitro realizados em laringe, prostata e as
linhas de células de cancro do pulmao de camundongos tratados com nutlin em
combinagdo com radiacdo ionizante. Com base nestes resultados, acredita-se que a
abordagem combinada nutlin/radiagdo ionizante deve ser investigada quanto a
eficicia em ambos os tumores sélidos e doencas linfoproliferativas, bem como os
efeitos secundarios sobre as células e tecidos normais (LUO et al., 2013).

A radioterapia é utilizada rotineiramente para o tratamento de cancer de
pulmdo. No entanto, os mecanismos pelos quais a radiagdo induz a senescéncia e
seu papel no tratamento do cancer de pulmao sao fracamente entendidos. Luo et
al. (2013) demonstram como a radiacdo ionizante suprime a proliferagdo de células
cancerosas do pulmdo por um mecanismo independente de apoptose e como a
ativacdo farmacoldgica pelo nutlin-3a pode sensibilizar células tumorais
pulmonares.

Sdo varios os estudos que apontam como os nutlins demonstram eficacia
contra linhagens tumorais especificas. Porém, um estudo recente de Ma et al.
(2012) chama a atencdo para uma possivel limitacdo do poder antitumoral deste
protétipo. A desregulacdo da fosforilacdo nas células tumorais pode limitar a
eficacia das terapias baseadas na restauracdo da atividade da p53. Isto acontece
porque a fosforilacao da p53 em Ser46 (p53Ser46) é considerada uma modificacao
importante que regula a apoptose mediada por p53. O nutlin-3 falhou em induzir
apoptose em células com fosforilacdo p53Ser46 deficiente. Este resultado indica
que o nutlin-3 é inapto a induzir apoptose via p53 na auséncia da fosforilacao
p53Ser46.

Os inibidores de MDM2 representam uma classe promissora de ativadores
da p53 que podem se tornar farmacos efetivos no tratamento do cancer e também

no diagnoéstico por imagem (GHOSH et al., 2013).

CONSIDERAGOES FINAIS

Os nutlins previnem a interagdo do MDM2 com a p53, impedindo a regulacdo
negativa da p53 pelo MDM2. Prevenir esta interacdo é um desafio ja que
geralmente as interagdes proteina-proteina envolvem grandes superficies de

contato, dificeis de serem separadas por moléculas de baixa massa molecular.
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Porém, no caso da interagdo do MDM2 com a p53, foi demonstrado que um
pequeno numero de residuos de aminoacidos sdo essenciais para manter esta
ligacdo e, por esta razdo, os nutlins surgem como protétipos de alta eficacia no

combate a células cancerosas.
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