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Resumo

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo, que inicia
com a perda da funcdo dos genes reguladores do ciclo celular por fatores ambientais

e/ou internos.

A proteina supressora de tumores p53, também conhecida como "guardia do
genoma", desempenha um papel fundamental no controlo do ciclo celular e na
integridade do DNA, bem como outras funcdes celulares importantes. Para além disso,
0 especial interesse nesta proteina esta relacionado com a sua inativacdo direta ou
indireta em cerca de 50% das doencas malignas. Esta inativacao € devido a presenca de
mutacdes no gene Tp53 ou pela elevada expressdo dos seus reguladores negativos
(MDM2 e MDMX). Por essa razdo, desde a descoberta da proteina supressora de
tumores p53, em 1979, esta tem sido objeto de intensa pesquisa e € considerada um alvo

importante e desafiador na terapia contra o cancro.

Até ao momento varias classes de pequenas moléculas foram identificadas como
potentes, seletivas e eficientes inibidores p53-MDM2. Para além disso, a inibicdo dual
da interacdo p53-MDM2/MDMX mostrou ser uma abordagem alternativa, uma vez que
resulta em ativacdo total da via dependente p53. O conhecimento dos requisitos
estruturais cruciais para o desenvolvimento de inibidores de pequenas moléculas das
interacdes p53-MDMs possibilitou a identificacdo de novos agentes antitumorais com

maior eficacia in vivo.

Esta revisdo, resume as principais abordagens de otimizacdo que estdo
envolvidas no desenvolvimento e preparacdo de pequenas moléculas com capacidade

de ativacéo e reativagédo da funcéo supressora de tumor p53.

Palavras-chave: Cancro; Agentes Anticancerigenos; Quimica medicinal; p53;

Desenho de farmacos.



Abstract

Cancer is one of the leading causes of death worldwide, which begins with the
loss of the function of cell cycle regulatory genes due to environmental and/or internal

factors.

Tumor suppressor protein p53, also known as "guardian of the genome", plays
a key role in cell cycle control and DNA integrity, as well as other important cellular
functions. Furthermore, the special interest in this protein is related to its direct or
indirect inactivation in about 50% of malignant diseases. This inactivation is due to the
presence of mutations in the Tp53 gene or the high expression of its negative regulators
(MDM2 and MDMX). For this reason, since the discovery of the p53 tumor suppressor
protein in 1979, it has been the subject of intense research and is considered an

important and challenging target in cancer therapy.

To date, several classes of small molecules have been identified as potent,
selective and efficient p53-MDM2 inhibitors. Besides this, dual inhibition of the p53-
MDM2/MDMX interaction was shown to be an alternative approach, as it results in full
activation of the p53-dependent pathway. Knowledge of the crucial structural
requirements for the development of small molecule inhibitors of p53-MDM
interactions enabled the identification of new antitumor agents with greater efficacy in
Vivo.

This review summarizes the main optimization approaches that are involved in
the development and preparation of small molecules capable of activating and
reactivating the p53 tumor suppressor function.

Keywords: Cancer; Anticancer Agents; Medicinal Chemistry; p53; Drug Design.
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Abreviaturas

Cmax: Concentracdo maxima

BDP: 1,4-benzodiazepina-2,5-dionas

BrdU: Bromo-2’-desoxiuridina

DNA: Acido desoxirribonucleico

EdU: 5-etinil-2'-desoxiuridina

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assays (Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica)
Et: Etil

FP: Polarizagdo de fluorescéncia

Glso: Concentracdo para 50% da inibicdo maxima da proliferacdo celular
GlIn: Glutamina

His: Histidina

HTRF: Homogeneous Time-Resolved Fluorescence (Fluorescéncia resolvida no tempo
homogénea)

HTS: High-throughput screening (Rastreio de alto rendimento)

ICso: Concentracdo necesséria para 50% da inibicdo maxima

Ki: Constante de inibigéo

Leu: Leucina

Lys: Lisina

MDM2: Minuto Duplo Murino 2

MDM4: Minuto Duplo Murino 4

Me: Metil

mRNA: Acido ribonucléico mensageiro
MTS:(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio)

MTT: Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio
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Mut: Mutante

NMR: Ressonancia magnética nuclear
Phe: Fenilalanina

PK: propriedades farmacocinéticas
Py: Piridina

RNA: Acido ribonucleico

rRNA: Acido ribonucleico ribossomal
SAR: Relacéo estrutura-atividade

Ser: Serina

SI: indice de seletividade

SPR: Surface Plasm Resonance (Ressonancia de plasmao de superficie)
TDZ: 1,4 tienodiazepina-2,5-dionas
THF: Tetrahidrofurano

TR-FRET: Time-resolved fluorescence resonance energy transfer (Transferéncia de

energia fluorescéncia resolvida no tempo)
Trp: Triptofano

WST-8: Tetrazolio solivel em agua-8: 2- (2-metoxi-4-nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5-
(2,4-dissulfofenil) -2H-tetrazolio

Wit: tipo selvagem
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1. Introducao

O cancro é uma doenca multifatorial caracterizada pelo crescimento desregulado
das células; as células tumorais replicam e espalham-se num processo chamado

metastase, que é a maior causa das mortes relacionadas com o cancro [1].

Ap0s quarenta anos de pesquisa estabeleceu-se que a proteina supressora de
tumor p53 atua como um fator de transcricdo, induzindo a expressao de Vvarios alvos a
jusante que desempenham um papel importante na regulacgéo do ciclo celular, apoptose,
reparo do DNA, senescéncia, entre outros mecanismos celulares. ApoOs sinais
intrinsecos e extrinsecos de stresse celular, a ativacdo da via dependente de p53 pode
comprometer o desenvolvimento e crescimento tumoral, evitando a proliferacdo de
células danificadas com potencial oncogénico. Por essa razéo, a p53 foi considerada

como "guardid do genoma" por contribuir para a integridade do genoma [1-6].

Em condicdes fisiologicas e de stresse, a atividade supressora de tumor da p53
é estritamente regulada pela interacdo fisica com dois moduladores negativos, Minuto
Duplo Murino 2 (MDM2) e 4 (MDMX), que atenuam ou inativam o efeito supressor
tumoral da p53. Essas duas oncoproteinas exercem sua regulacdo negativa na atividade
supressora tumoral p53 por meio de multiplos mecanismos: (i) MDM2 e MDMX
atenuam a funcdo transcricional de p53, por meio de interacao fisica com dominio NH2-
terminal de p53; (ii) MDM2 facilita a translocacdo de p53 do ndcleo para o citoplasma,
via dominio RING MDMZ2, tornando o p53 inacessivel para atividade transcricional no
nacleo; (iii) a atividade da ubiquitina ligase E3 da MDM2 promove a ubiquitinacéo da
p53 e a degradacdo proteossomal subsequente. Embora a MDMX nédo seja uma
ubiquitina ligase E3, ela é capaz de cooperar sinergicamente com o MDM2,
potencializando a degradacdo da p53. O feedback autoregulatorio entre a p53 e as
proteinas MDM desempenha um papel critico na regulacdo negativa da atividade da
p53 sob estimulos fisiologicos e na eliminacdo da p53 acumulada sob estimulos de
stresse. Uma desregulacdo deste feedback autoregulatério, por mutacdo/delecdo do
gene TP53 ou por uma elevada expressdo de proteinas MDMs, podem neutralizar a
funcdo supressora de tumor p53 e promover uma proliferacdo incontrolavel de células

tumorais. A interrupcdo das interagdes de p53-MDM2 e p53-MDMX com pequenas
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moléculas pode reativar a via dependente de p53 em células tumorais que retém p53 do

tipo selvagem e constitui uma estratégia atraente para a terapéutica do cancro [26].

Em 1996, determinou-se a estrutura cristalina da MDM2 complexada com a
p53, fornecendo assim, os detalhes da interacdo p53-MDM2, surgindo, a possibilidade
de desenho de inibidores desta interacao. Especificamente, a estrutura cristalina mostra
que a p53 adota uma configuragao a-helicoidal e interage com a MDMZ2 principalmente
através de trés residuos hidrofobicos, Phel9, Trp23 e Leu26 que se agrupam num
pocket hidrofobico bem definido. Atualmente ja foram descobertos novos aminoécidos
importantes na interacdo p53-MDM2, como a Leu22 e a His96 e a investigacdo de
novos inibidores da interacdo € alvo de grande estudo [27].

Varios artigos de revisdo forneceram uma descri¢do detalhada dos processos de
otimizacdo que levou ao desenvolvimento de diferentes estratégias de quimica
medicinal para ativacdo da funcao supressora de tumores da p53, tal como inibidores
da interacdo p53-MDM2, inibidores da interacdo p53-MDMX e duais p53-MDM2 e
p53-MDMX, moléculas para degradacdo da MDMZ2, e ainda reativacao da p53 mutante.
A presente revisdo pretende dar uma visdo geral e atualizada de diferentes moléculas
capazes de ativar a funcdo supressora de tumores da p53, com destaque nas diferentes
estratégias de quimica medicinal, estudos de relacionamento estrutura-atividade (SAR),

modos de ligacdo, dados biogquimicos, estudos mecanisticos e estudos pré-clinicos.
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2. Inibidores da interacao p53-MDM2

A MDM2 desempenha um papel primordial na inibi¢do da fungédo supressora de
tumor p53 e antagoniza a p53 de forma direta. O bloqueio da interagdo MDM2-p53
liberta a proteina p53, restaurando assim a sua funcao supressora do tumor. Estas duas
proteinas regulam-se mutuamente por feedback autoregulatoério [7]. A ativacdo de p53
estimula a transcri¢do e producdo de MDMZ2, que por sua vez se liga ao dominio de
transativacdo N-terminal da p53, inibindo a sua funcdo transcricional. A MDM2
também induz a exportacdo nuclear e degradacao de p53 mediada por proteassoma pela
atividade de ubiquitina ligase E3, promovendo mono e poliubiquitinacdo em varios
residuos de lisina. Esses eventos resultam em niveis diminuidos de p53 que, portanto,
reduzem a expressao de MDMZ2, permitindo que a proteina p53 seja ativada novamente
[8-10].

Pequenas moléculas que consigam bloquear a interagdo MDM2-p53 podem ter
um potencial terapéutico para o tratamento de tumores humanos. A estrutura da p53
ligada a MDM2 adota uma conformagdo a-hélice e interage com MDM2
principalmente através de trés residuos hidrofébicos, Phel9, Trp23 e Leu26. Os trés
residuos-chave de ligacdo da p53 a MDM2, sdo compactos e bem definidos e sugerem
a viabilidade do desenho de inibidores com alta afinidade para MDMZ2[10-13, 23].

Os inibidores MDM2/p53 mais promissores pertencem a diferentes classes de
compostos, incluindo cis-imidazolinas, spirooxindoles, pirrolidinas, piperidinonas,

derivados de benzodiazepinas, isoindolinonas e dihidroisoquinolinones.
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2.1. Cis-imidazolina (Nutlina)

Apesar da investigacao feita, o desenho de moléculas ndo-peptidicas especificas
para a inibicdo da interacdo p53-MDM2, com um mecanismo de acdo bem definido,
provou ser muito mais dificil do que o previsto inicialmente. O primeiro avango ocorreu
em 2004, com a descoberta das nutlinas, pela empresa farmacéutica Hoffman-La
Roche. Trés compostos surgiram deste primeiro estudo, entre as nutlinas desenvolvidas
inicialmente, foi o enantiopuro Nutlina-3 (composto 2, figura 1) que mostrou uma
atividade mais promissora com um ICsp de 1,5 pM em linha de células SJISA-1 e um

ICs0 de 90 nM num ensaio de ligacdo sem células (SPR) [12].

A estrutura cristalina da Nutlina-2 (composto 1, figura 1) complexada com a
MDM2 mostrou claramente que as nutlinas mimetizam os trés principais locais de
ligacdo da p53 a MDM2 (Phel9, Trp23 e Leu26). A estrutura das nutlinas, consiste
numa unidade de imidazolina tetrasubstituida, onde os dois substitutos para-
bromofenil, nas posi¢des 4 e 5, inserem-se diretamente em dois pockets no sitio de
ligacdo MDM2 (Leu26 e Trp23, respetivamente). O atomo de bromo, posicionado na
parte inferior do pocket Trp23, preenche uma pequena cavidade na superficie molecular
de MDMZ2, que ndo é ocupada pelo anel indole da p53 Trp23. Encher este espa¢o com
um atomo hidrofébico, geralmente um halogénio, parece ser uma caracteristica critica
de um inibidor MDM2 eficiente. O terceiro substituto fenil atinge o terceiro pocket
Phel9 que é ocupado pela cadeia lateral do éter etilico. A cadeia N1 composta por um
heterociclico, com dois atomos de azoto e um grupo OH, ndo contribui para a sua
atividade, mas funciona principalmente como “etiqueta de solubilidade” por aumentar
consideravelmente a solubilidade em agua; além disso, os trés fragmentos de etileno
hidrofébicos melhoram os contatos hidrofobicos, enquanto o grupo hidroxilo forma
contatos polares com a cadeia lateral de GIn72. Todas essas caracteristicas fornecem ao

complexo uma superficie hidrofilica continua [12-14].

Otimizacdes feitas na nutlina-3 para melhorar a sua afinidade de ligacéo a
MDMZ2, citotoxicidade, farmacocinética e estabilidade quimica resultaram na
descoberta de RG7112 (composto 3, figura 1); o primeiro inibidor da interagcdo a
chegar a ensaios clinicos em pacientes com leucemia e neoplasias. A estratégia de
otimizacdo focou-se principalmente no estudo de diferentes grupos na cadeia lateral N1

e na remocgao dos passivos de estabilidade encontrados nos compostos anteriores, e
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preservar as caracteristicas mais importantes para a ligacdo a MDM2, como 0s grupos
de 4 clorofenil e isopropil, enquanto exploravam alteracbes em outros locais da
molécula [14-15;28]. Como representado na figura 1, quatro grandes modificacfes
foram feitas a Nutlina-3 para produzir RG7112: 1. um grupo de propil 3-(metilsulfonil)
foi introduzido no anel piperidina para melhorar a ligagdo MDM2 e melhorar as
propriedades farmacocinéticas (PK); 2. um grupo tert-butil foi usado para substituir o
grupo de metoxi, que é um "ponto fraco" metabdlico; 3. grupos metil no anel
imidazolina foram adicionados para evitar a sua oxidacao; 4. um grupo de éter etilico
substituiu o éter isopropil, de modo a reduzir o peso molecular, mantendo uma boa
afinidade de ligacdo a MDM2. Apo6s as modificacBes substanciais na estrutura de
Nutlina 3 para originar a estrutura final RG7112, verificou-se que ambos interagem
com MDM2 de forma muito semelhante com base na sobreposicdo das estruturas
cristalograficas. Os dois grupos de clorofenil ocupam os pocket Trp23 e Leu26 de
MDM2, e o grupo etoxilico localizados no pocket Phel9. O metilsulfonil

de RG7112 estende-se para fora do pocket de ligacdo e é exposto ao solvente [12-14].

O RG7112 apresentou melhores resultados em relacdo a Nutlina-3, (HTRF
ICs0=18 nM, MTT ICs0 (MDM2) = 0.18 - 2.2 uM em linha de células p53) e demonstra
uma boa seletividade sobre linhas celulares p53 selvagem (ICso = 5.7-20.3 uM). Além
disso, RG7112 numa dose diaria de 100 mg/kg € capaz de reverter parcialmente o
crescimento tumoral em modelos de camundongos de xenoenxertos de linhas celulares
de osteossarcoma SJSAl e MHM, ndo tendo mostrado sinais de toxicidade em
camundongos [7]. Nos resultados dos ensaios clinicos (fase 1) o composto demonstrou
atividade anti-tumoral em pacientes com lipossarcoma, no entanto foram observados
efeitos adversos graves incluindo neutropenia e trombocitopenia e, por isso, 0 Composto

foi retirado dos ensaios clinicos [88].
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Figura 1. Otimizacdo de Nutlinas até chegar ao composto RG7112.

Representacao dos trés pockets de ligacdo (Trp23-verde; Leu26-laranja; Phel9-azul),

modificagdes com o objetivo de melhorar a propriedades farmacocinéticas a vermelho.
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2.2. Spirooxinddis
2.2.1. Spiropirazolina Oxindole

Outro grupo de moléculas com grande promessa de inibir a interacdo p53-MDM2
sdo os spirooxinddis. Shaomeng Wang, da Universidade de Michigan, descreveu uma
classe de compostos conhecidos como spirooxinddis usando uma estratégia
computacional de novo desing baseada na estrutura onde o ponto de partida para estes
estudos foi o pocket Trp23 da p53. Especificamente, o anel oxindole destes compostos
mimetiza na perfeicdo o pocket Trp23, fornecendo ligacBes de hidrogénio (NH) e
interacOes hidrofobicas com a MDM2 (carbonilo), enquanto o anel spiro fornece uma
estrutura rigida na qual os grupos hidrofébicos se podem orientar para mimetizar a
Leu26 e a Phel9. Numa primeira fase, iniciou-se a pesquisa de produtos naturais
derivados de oxindole permitindo identificar alguns, como a spirotriprostatina A ou
a alstonisina (4 e 5, respetivamente, da Figura 2), embora, depois de conhecidas as
suas estruturas, fosse claro que o impedimento estéreo ndo permitiria a ligacéo destes
produtos naturais com a MDMZ2. No entanto, estes serviram como ponto de partida para

0 desenho de uma nova classe de inibidores da interagdo p53-MDM2 [29].

Spirotriprostatina (4) Alstonisina (5)

Figura 2. Exemplos de oxindois presentes na natureza.

A partir desta estrutura de spirooxinddéis foram feitos estudos onde foi descoberto
0 composto 6 representado na figura 3 (FP, Ki (MDM2) = 8.46 uM; WST-8, ICso
(MDM2) = 9.7 uM, em linha de células LNCaP), e ap0s varias otimizagdes e estudos
estrutura-atividade (SAR) foi possivel chegar ao MI-43 (composto 7, figura 3) que

apresentou uma constante de afinidade de ligacdo para a MDM2 de 86 nM e um ICso
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de 0.83 uM em células cancerigenas da prostata humana com p53 wild type (LNCaP),
com boa seletividade tanto para células normais como para células tumorais (FP, Ki;
(MDM2) =86 nM; WST-8, ICso (MDM2) = 0.83 uM, em linha de células LNCaP) [7].
Extensas andlises de estrutura revelaram que o Leu22 da p53 também é fundamental
para a ligacdo p53 a MDM2, pois esta parcialmente exposto ao solvente e, portanto,
mimetizar esse residuo pode resultar ndo apenas num aumento da poténcia, como
também na melhoria da PK, uma vez que poderia permitir a presenca de grupos polares.
Além disso, uma estratégia frequentemente eficaz para aumentar a estabilidade
metabolica € a introducdo de um atomo de flior no grupo fenilo, que aumenta a
poténcia. Estudos de acoplamento revelaram que ndo sé esta cadeia lateral poderia
mimetizar Leu22, mas o oxigénio da morfolina poderia possivelmente interagir por
ligacbes de hidrogénio com Lys90 da MDM2 (mimetizando Glul7 da p53).
Considerando tudo isto, o grupo de Wang atingiu o0 MI1-63 (composto 8, figura 3) que
mostrou ser altamente potente com uma constante de inibicdo de 3 nM, sendo 2000
vezes mais ativo do que o peptideo p53 (FP,Ki (MDM2) = 3 nM; WST-8,
ICs0 (MDM2) = 0.28 uM, em linha de células LNCaP) [30, 88].

Mais tarde, em 2008, 0 mesmo grupo desenvolveu um composto chamado MI-219
(composto 9, figura 3), com o objetivo de melhorar o perfil PK de MI-63, por este ter
uma baixa biodisponibilidade oral, foram realizadas investigacGes adicionais,
especialmente sobre o substituinte de morfolina. MI-219 mostrou resultados
promissores, sendo ativo na reativacao p53 e apresenta uma toxicidade muito baixa (FP,
Ki (MDM2) = 13.1 nM, WST-8, ICsg (MDM2) = 0.7 uM, em linha de células SISA-1).
Outro composto bastante interessante nesta série foi M1-147 (composto 10, figura 3).
MI-147 mostrou valores muito baixos de Ki, sendo um inibidor altamente potente,
capaz de ativar seletivamente p53 em linhas celulares SISA-1 e induzir a morte celular
dependente da dose (FP, Ki (MDM2) = 0.86 nM; WST-8, ICs0 (MDM2) = 0.25 uM, em
linha de céelulas SJSA-1). No entanto, estes novos derivados exigiam altas doses orais
(200-300 mg/kg) para conseguir inibir ou levar a uma regressao no crescimento tumoral
em camundongos. Este Ultimo objetivo foi alcangcado com o desenvolvimento de novos
compostos, como M1-888 e MI-77301 (compostos 11 e 12, respetivamente, figura 3),
sintetizados numa nova série de otimizagdes na cadeia 5’ da cauda pirrolidina, com a
introducdo de restricdes conformacionais, na tentativa de aumentar a estabilidade
metabolica [31-33, 88].
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Figura 3. Otimizacdo de spirooxindois.
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A otimizacdo estrutural do composto MI-219 levou ao desenvolvimento do
composto MI-888 (FP, Ki (MDM2) = 0.4 nM; WST-8, ICso (MDM2) = 0.08 uM em
linha de células SJSA-1), no qual a parte 1,2-diol da molécula foi restrita pela insercéo
de um anel ciclobutil, impedindo o metabolismo oxidativo. Além disso, 0 &tomo de
fldor foi removido do anel oxindole, levando ao aumento da afinidade de ligacédo
MDMZ2 e melhora do perfil farmacocinético. Em 2012, o composto MI-888 demonstrou
mais de 100 vezes seletividade sobre linhas celulares com p53 mutado, ativando uma
via dependente de p53 que leva a interrupcao do ciclo celular e/ou a apoptose em células

tumorais in vitro e em modelos de tumor de xenoenxerto in vivo [12, 16].

Uma vez que MI-888 ndo conseguiu a regressdo completa do tumor, o seu
estudo foi dirigido na otimizagdo da sua estrutura o que permitiu chegar ao composto
MI-77301, também conhecido como SAR405838 onde exibe uma estereoquimica
diferente no a4tomo de carbono quaternario e alterou padrdes de substituicdo de
halogénio em ambos os anéis fenil, bem como um grupo ciclohexanol [33]. O seu modo
de ligagdo é semelhante ao de outros spirooxindoles, mimetiza os trés residuos-chave
de p53 (Phel9, Leu26, Trp23). Ao contrario dos outros compostos, 0 MI-77301 captura
interacBes adicionais. O atomo C1 de seu grupo oxindole estabelecem interacGes
hidrofébicas com MDM2. A cadeia lateral imidazol de His96 em MDMZ2 e o grupo
carboxilo de MI-77301 interagem através de uma ligacéo de hidrogénio. Em contraste
com as estruturas co-cristalinas de p53-MDM2 e nutlina-MDM2, em MI-77301-
MDMZ2, o N-terminal de MDMZ2 forma extensas interacdes com MI-77301. Isso se deve
ao redobrar de residuos de MDM2, que interagem com MI-77301 através de Vall4 e
Thrl6. Através dessas interacdes adicionais, 0 MI-77301 atinge grande afinidade de
ligacdo (FP, Ki (MDMZ2) = 0.88 nM; WST-8, ICso (MDM2) = 0.092 puM em linha de
células SJISA-1). Bill et al. relataram os efeitos pré-clinicos do MI-77301 tanto nos
modelos de lipossarcoma in vitro quanto in vivo. Este composto demonstrou ainda um
perfil farmacocinético oral promissor em camundongos. Mesmo que administrado
como agente Unico, induziu apoptose em baixas concentracdes. MI-77301 promoveu
regressdo tumoral completa apds administracdo oral de 200 mg/kg, enquanto outros
potentes inibidores MDM2 (RG7112 e RG7388) ndo alcangaram esse efeito. Em
concluséo, o MI-77301 mostrou dados pré-clinicos muito promissores e esté atualmente

em testes clinicos para varios tumores sélidos [33-34].

19



Mais tarde uma segunda geracdo de spirooxinddis com a descoberta de que
alguns oxindoles da spiropirrolidina poderiam sofrer abertura reversivel do anel e
ciclizagdo do anel de pirrolidina em solugdo protica, dando origem a diferentes
estereoisomeros com diferentes afinidades de ligacdo ao MDM2 [32]. Esta segunda
geracdo possui substituintes simétricos na posicdo C2 do anel de pirrolidina que
permitem uma conversao rapida e irreversivel para o diastereoisomero mais ativo, como
€ 0 caso do M1-1061 (composto 13, figura 3) (FP, Ki (MDM2) = 4.4 nM; WST-8, ICso
(MDM2) = 0.16 nM em linha de células SJSA-1). Curiosamente, o melhor
diasteredbmero revelou uma melhor ligacio ao MDM2 com o anel pentil e fenil
ocupando agora os pockets Phel9 (p53) e Leu26 (p53), respetivamente. Além disso, o
carbonilo da cadeia lateral € capaz de estabelecer uma ligacdo H com a cadeia lateral
de imidazol de His96 e o grupo hidroxilo terminal com a cadeia lateral de Lys94 [32,
88].

Os estudos de PK mostraram que o composto MI-1061 tinha valores de Cmax e
AUC consideravelmente mais baixos do que o composto MI-77301 ap6s administracdo
oral, indicando que é necessario melhorar ainda mais a PK oral para uma atividade
antitumoral in vivo mais forte. Outas modificagdes estruturais para melhorar a absor¢éao
foram entdo realizadas através da diminuicdo da lipofilia, reducdo da acidez dos acidos
carboxilicos, aumento da basicidade do atomo de azoto no nucleo da pirrolidina,
chegando entdo a descoberta do composto APG-115 (composto 14, figura 3). APG-
115 mostrou afinidade de ligacdo bastante alta para MDM2, com valores de Ki (MDM2)
<1 nM e ICsp (MDM2) = 3.8 nM em linha de células SJSA-1 apds uma Unica
administracdo oral. Para além disso, o composto APG-115 atingiu a inibicdo
significativa do crescimento dos tumores de xenoenxerto SISA-1 em camundongos e

demonstrou forte eficacia antitumoral no modelo de leucemia aguda RS4-11 [63].
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2.2.2. Spirotiazolidina Oxindoles

Uma série de spiro[oxindol-3,3'-tiazolidinas] foram sintetizados, em que o
ISA27 (composto 15, figura 4) destacou-se como o derivado mais potente em linhas
celulares (MTT, ICso (MDM2) = 0.87 uM, em linha de células U937) [64]. Uma vez
que 0 ISA27 apenas mimetiza dois dos trés aminoacidos principais da p53, foram feitos
posteriormente estudos de SAR focados na abertura do anel de imidazol do composto
ISA27 na tentativa de aumentar a diversidade estrutural e introduzir pontos extras de
ligacdo. Em 2013, SM13 (composto 16, figura 4) emergiu deste estudo com um melhor
ajuste ao pocket (MTT, ICso (MDM2) = 0.04 uM, linha de células MCF-7) [65].

Estudos de docking sugeriram que a porcdo 3-ciclohexilcarboxi ocupava o
pocket Trp23 (p53) e a cadeia lateral do éster etilico ocupava o pocket Phel9 (p53). O
pocket Leu26 (p53) € apenas ligeiramente ocupada pelo anel oxindole, no entanto
parece ser de alguma forma compensada por interacfes hidrofobicas extras obtidas
através do grupo N1-metilo. A inibicdo da interacdo p53-MDMZ2 foi avaliada in vitro
através do método de ELISA, onde os compostos ISA27 e SM13 atingiram uma
inibicdo de 25% e 30% da interacdo, respetivamente, atingindo melhores resultados
comparativamente a nutlina-3 que inibiu apenas 19%. SM13 além de inibir a interacdo
p53-MDM2, atua de forma estritamente dependente da p53 [39,40,62].
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Figura 4. Derivados de spirotiazolidinas.
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2.3. Pirrolidina-2-carboxamidas

Além dos inibidores de MDM2 a base de spirooxindole (conhecidos como série
MI), o grupo de Graves identificou outra série de inibidores de MDM2, como RG7388,
RO8994, RO2468 e RO5353 (figura 5). Este programa foi iniciado para identificar
novos inibidores de MDM2 com novos scaffolds, nos quais dois grupos arilo (A e B no
composto 17) sdo ‘trans' entre si, diferente dos compostos RG7112 e MI-219, onde

anéis A e B em ambos 0s compostos sao ‘cis' entre si [48].

Com base nas estruturas de RG7112 e MI-219 desenvolveram o composto 17
representado na figura 5 (HTRF, ICso (MDM2) = 196 nM), que era menos potente do
que RG7112 (ICso (MDM2) = 18 nM), mas significativamente mais potente do que o
seu enantiomero (ICso (MDM2) > 10 000 nM). A introducdo do atomo de fldor em
ambos os anéis fenil originou 0 composto 18 da figura 5, com melhor afinidade de
ligacdo para MDM2 (HTRF, ICso (MDMZ2) = 74 nM). No entanto, os compostos 17 e
18 mostraram ter biodisponibilidade oral baixa e altas taxas de depuracdo em estudos
de PK com camundongos. A resolucéo para este problema passou por substituir a cadeia
lateral do diol, de modo a evitar a sua metabolizagéo por oxidac&o. Posto isto, uma nova
série de analogos com diversas cadeias laterais de amida foram desenvolvidas. Destes
compostos, 0 composto 19 representado na figura 5 com o grupo de acido p-benzéico
mostrou perfis de PK, poténcia e seletividade celular significativamente melhores
(HTRF, ICsp (MDM2) = 22 nM). Hoffman-La Roche desenvolveu posteriormente
RG7388 (composto 20, figura 5), com modificaces subsequentes pela introducéo de
grupos no anel fenil (HTRF, ICso (MDM2) = 6 nM; MTT, I1Cso (MDM2) = 10 nM em
linha de células SJISA-1). Promoveu a regressao do tumor a 25 mg/kg com doses diarias
em xenoenxertos de camundongos SJSA-1. Comparativamente as nutlinas, RG7388
alcangou uma eficacia in vivo significativamente maior contra xenoenxertos de tumores
de osteossarcoma humanos em relacdo ao composto RG7112, mesmo em doses mais
baixas. Com a dose de 50 mg/kg, RG7112 alcancou 74% de inibigdo de crescimento
tumoral, enquanto RG7388 obteve inibicdo de crescimento de 84% em doses muito
menores (12.5 mg/kg) [16,22, 35-38].

A combinacdo de RG7388 com a estrutura de oxindole deu origem ao composto
21 da figura 5, com semelhangas estruturais com MI-77301 mas uma ligeira diferenca
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na cadeia lateral da amida. No entanto, o composto 21 também demonstrou ter uma alta
taxa de depuracdo (34.6 mL/min/kg) e boa biodisponibilidade oral (HTRF, ICso
(MDM2) =5 nM). O RO8994 (composto 22, figura 5), (HTRF, ICso (MDM2) =5 nM,
ICso (MDM2) = 13 nM, em linha de células SISA-1) surgiu do estudo SAR focado
especialmente em modificacdes adicionais na cadeia lateral, por meio de conversao do
acido carboxilico terminal por um grupo carboxamida, que exibiu taxa de depuracéo
significativamente diminuida (5.8 mL/min/kg) e biodisponibilidade oral melhorada.
Para além disso, o grupo aromético C, nos compostos RG7388 e RG8994, pode
melhorar a estabilidade metabdlica, propriedades PK, poténcia e seletividade celular e
eficacia in vivo, em comparacdo com MI-888 com uma cadeia lateral de amida alifatica,
como representado na figura 5. RG7388 e RO8994 induzem a estabilizagdo de p53,
paragem do ciclo celular e apoptose em células tumorais que retém p53 wt de forma
dependente da dose e ndo genotoxica. A interacao entre o grupo 6-clorooxindol e o sub-

pocket Trp23 é considerada a mais crucial.

O grupo de Graves desenvolveu outras derivatizagdes de RO8994 no 6-
clorooxindol por estratégias de substituicdo bioisostérica, criando uma nova série de
analogos de RO8994. Entre esta série, RO2468 (composto 23, figura 5) (HTRF, ICso
(MDM2) =6 nM; MTT, ICso (MDM2) =3 nM, em linha de células SJISA-1) e RO5353
(composto 24, figura 5) (HTRF, ICso (MDM2) = 7 nM; MTT, ICso (MDM2) = 2 nM
em linha de células SISA-1), mostraram-se promissores para o desenvolvimento clinico
com excelentes perfis de PK, com eficacia in vivo em modelos de xenoenxerto SISA1
e grande poténcia/seletividade celular. Além disso, estudos computacionais mostraram
que esta série de compostos tinha modelos de ligacdo semelhantes com MI-77301. O
6-clorooxindol ocupou o pocket Trp23 com NH através de uma ligagdo de hidrogénio
com o carbonil da MDM2, enquanto o grupo fenilo 2-fluoro-3-cloro e o grupo
neopentilo foram preenchidos nos pockets hidrofébicos Leu26 e Phel9, respetivamente
[36-38,63].
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2.4. Piperidinonas e Morfolinonas

Com base nas informacdes estruturais, 0 grupo Sun da Amgen inc. iniciou um
novo projeto de scaffolds de piperidinona, seguido de extensas otimizacGes, com base
no conhecimento de que a maioria dos inibidores tém dois grupos aromaticos vicinais
ligados a um nucleo heterociclico rigido. Dos varios scaffolds representativos obtidos
a morfolinona (composto 25, figura 6), exibiu um potencial de otimizacéo adicional
com um valor de ICsp (MDM2) = 5.4 uM [68-70,63].

A introducdo de um grupo benzil na posigdo C2 da morfolinona produziu o
composto 26 da figura 6 (HTRF, 1Cso (MDM2) = 2.0 uM), com uma poténcia cerca
de 2.5 vezes superior, devido a interacdo entre o anel aromatico do grupo benzil com o
pocket Phe55 na regido hidrofobica. A estrutura cristalografica do composto 26 com
MDM2 mostrou que 0s anéis 6- e 5-p-bromofenil ocupam o pocket Phel9 e Trp23,
respetivamente. No entanto, um dos trés pockets hidrofobicos principais permanecia
desocupado, pois a intera¢do do grupo benzil ndo foi projetada para o pocket Leu26.
Em vez disso, este interagiu com o pocket Phe55. Para resolver este problema, o &tomo
de bromo na posi¢cdo para do grupo fenil C6 foi deslocado para a posicdo meta. O
pocket Phel9 pode ser preenchido pela N-substituicdo do grupo metilo para o grupo
ciclopropilmetilo, correspondente ao composto 27 da figura 6 (HTRF, ICso (MDM2)
= 1.8 uM), com afinidade de ligacdo ligeiramente aumentada. A posterior introducdo
de um grupo acido acético na posicdo C2 no composto 27 levou ao desenvolvimento
do composto 28 representado na figura 6 (HTRF, ICso (MDM2) = 0.3 uM; EdU, ICso
(MDM2) = 15.7 uM, em linha de células SJSA-1), com mais poténcia do que o
composto 27. A estereoquimica desempenhou um papel fundamental no aumento da
poténcia, como mostra os resultados obtidos ap0s a variacdo da estereoquimica dos
substituintes C2 e C6 no composto 28, dando origem ao composto 29 da figura 6
(HTRF, ICso (MDM2) = 0.14 puM). No entanto, a proximidade do acido carboxilico ao
oxigénio da morfolinona poderia desestabilizar a conformacdo de ligagdo ideal por
repulsdo eletrostatica, por essa razdo, foi substituido o oxigénio por um grupo metileno,
dando origem a derivados mais potentes com um nucleo de piperidinona, como € 0 caso
do composto 30 representado abaixo na figura 6 (HTRF, ICso (MDM2) = 34 nM; EdU,
ICs0 (MDM2) = 3.4 uM em linha de células SISA-1) [57-59,63].
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Os proximos estudos de SAR focaram-se principalmente nas alteracdes
conformacionais de modo a garantir que a melhor conformacéo fosse favorecida. Para
alcancar a ligagdo com o pocket Phel9 da MDM2, o grupo ciclopropilmetilo do
composto 26 deve adotar uma orientacdo “syn” (para baixo). No entanto, uma vez que
a anti-conformacéo alternativa é mais estavel, previu-se que a introducdo de um grupo
no carbono alfa do azoto da piperidinona poderia direcionar adequadamente 0 grupo
esperado para o pocket, desenvolvendo o composto 31 da figura 6 com poténcia
significativamente melhorada (HTRF, ICso (MDM2) = 4.2 nM; EdU, I1Cso = 0.48 uM,
em linha de células SISA-1). O grupo éster ajudou a orientar o N-substituinte no pocket

hidrofobico Phel9, conseguindo assim uma interacdo mais estavel [71,72].

Outro aspeto importante observado na conformacéo de ligacdo é a necessidade
dos grupos arilo C5 e C6 adotarem uma orientagéo tipo gauche, por ser a preferida para
a ligacdo 6tima. Para isso, a introdu¢édo de outro substituinte na posicdo C3 poderia criar
uma repulsdo favorecendo a conformacdo desejada. O controle conformacional por
introducdo de um grupo metilo em C3 deu origem ao composto 32 da figura 6 (HTRF,
ICso (MDM2) = 2.2 nM; EdU, ICso (MDM2) = 0.19 pM, em linha de células SISA-1),
cerca de 2-3 vezes mais potente do que o composto 27. A substituicdo do grupo éster,
direcionado para fora da regido do solvente, pelo grupo hidroximetilo resultou no
composto 33 da figura 6, AM-8553 (HTRF, ICso (MDM2) = 1.1 nM; EdU, ICso
(MDM2) = 68 nM, em linha de celulas SJISA-1) mostrou alta poténcia e baixa
depuracdo humana (CL = 0.03 L/h/kg), com capacidade de inibir o crescimento do
tumor e até mesmo promover a regressdo parcial do tumor. Outras otimiza¢6es foram
estudadas com a intencdo de conseguir preencher uma regido hidrofébica pouco
explorada, denominada Gly58 préxima ao pocket Phel9. Com base nisso, mais estudos
de SAR foram realizados na cadeia N-lateral para promover a nova interacdo na
esperanga de melhorar a afinidade de ligagdo a MDM2, mantendo uma seletividade

favoravel e uma baixa depuragéo intrinseca em hepatocitos humanos [69-72].

A substituicdo da fracdo do alcool secundario do composto AM-8553 por um
grupo metilo e ciclopropilsolfonamida deu origem aos compostos 34 e 35,
respetivamente ilustrado abaixo na figura 6. O composto 30 obteve uma baixa poténcia
contra células SJSA-1 possivelmente devido a baixa permeabilidade (HTRF, ICso
(MDM2) = 0.1 nM; EdU, ICso (MDM2) = 0.24 uM, em linha de células SJISA-1). A
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otimizacdo pela introducao de um grupo ciclopropil que se verificou estar em contato
com o pocket Gly58, desencadeou a formacdo de um composto 35 altamente potente
tanto no ensaio de proliferacdo celular (ICso (MDM2) = 5 nM) como no ensaio
bioguimico de HTRF (HTRF, ICso = 0.2 nM). No entanto, ambos 0s compostos 34 e 35
mostraram depuracdo moderada a alta em hepatécitos de rato e humanos. Com o
objetivo de promover a estabilidade metabdlica, a estratégia adotada foi substituir a
sulfonamida por uma porcéo de sulfona, dando origem ao composto 36 representado
na figura 6, com aumento da estabilidade metabolica e depuragdo intrinseca diminuida,
com poténcia demostrada em ensaios bioquimicos e proliferacdo celular (HTRF, ICso
(MDM2) = 0.1 nM; EdU, ICso (MDM2) = 3 nM, em linha de células SJISA-1) [16, 73].

Otimizacdes adicionais por n-substituicdo levaram ao AMG-232 (composto 37,
figura 6), e em 2012 o composto entra em ensaios clinicos. Embora o composto 36
fosse mais ativo do que AMG232, oferecia propriedades de PK mais pobres em estudos
in vivo. AMG-232 mostrou cerca de 2500 vezes maior seletividade in vivo no modelo
de osteossarcoma SJSA-1 amplificado por MDM2 (HTRF, ICso = 0.6 nM; EdU, ICsg
(MDM2) = 9.1 nM, em linha de células SJISA-1). A combinagdo de AMG232 com
outros agentes citotoxicos, como cisplatina, carboplatina, doxorrubicina e irinotecano,
resultou na eficacia anti-tumoral sinérgica. Relativamente a estrutura de ligacdo entre
AMG232 e MDM2, como esperado, os trés aminoécidos principais de p53, Phel9,
Trp23 e Leu26, estdo espelhados por isopropil, grupo aril C6 e grupo aril C5,
respetivamente [68, 73].
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1. Introdugdo de um grupo benzilo

na posigio C2

3 (aumento da poténcia)
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Figura 6. Otimizagdo de piperidinona até chegar ao composto AMG23
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Importa ainda salientar que uma simples variacdo de substituinte no grupo N
pode dar origem a outros derivados potentes como por exemplo o composto 38
representado na figura 7, (HTRF, ICso (MDM2) = 9 nM; EdU, ICso (MDM2) = 0.38
KM, em linha de células SISA-1) [63].

.
]

1.0timizagdes adicionais na cadeia lateral N

cl

AM-8553 (33) (38)
. (HTRF, ICso (MDM2) = 1.11aM; (HTREF. ICs0 (MDM?2) = 9 nM:
* EdU.ICso (MDM2) = 68 nM. em linha de células SISA-1) EdU. ICso (MDM2) = 0.38 uM. em linha de céhulas STSA-1)

Figura 7. OtimizacGes adicionais baseadas em AM-8553 para pesquisa de
novos inibidores de MDM2

Sabendo que as sulfonas geralmente tém inibicdo minima em relacéo as enzimas
CYP, outras otimizacdes foram realizadas pelo grupo Gonzalez, o que levou a
descoberta de novos inibidores da MDM2, conhecidos como morfolinonas, onde as
modificagdes focaram-se principalmente nas variacdes de substituintes N-alquil e na
estrutura do nucleo, enquanto a porcdo de acido acético permaneceu intacta. Entre 0s
novos compostos, como AM-8735 (composto 39, figura 8) mostrou uma poténcia
notavel em ensaios bioquimicos e de proliferagéo celular (ICso (MDM2) = 0.4 e 25 nM,
respetivamente), propriedades PK e excelente atividade antitumoral in vivo no modelo
de xenoenxerto SJISA-1 (EDso=41 mg/kg). O grupo Gonzalez explorou esta regido
substituindo o grupo do acido acético por diversos isosteros de acido. Apds otimizagdes,
identificaram um potente inibidor da MDM2 contendo tiazolil, AM-6761 (composto
40, figura 8), que exibiu poténcia comparavel (HTRF, 1Cso (MDM2) = 0,1 nM; EdU
ICso (MDM2) = 16 nM, em linha de células SJSA-1), estabilidade metabolica
melhorada em hepatdcitos e excelente atividade antitumoral em modelo de xenoenxerto
SJSA- 1 (EDso = 11 mg / kg), em comparagdo com AMG-232 [43, 44]. Relativamente

as diferencas metabolicas, o0 composto AM-6761 é metabolizado principalmente por
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vias oxidativas, enquanto o composto a AMG232 e seus analogos sdo metabolizados

principalmente por glucuronidacao da por¢édo carboxilato [43,46].

O grupo Rew levantou a hipétese de que a substituicdo de acidos carboxilicos
por amidas pode reduzir a glucuronidacdo e melhorar ainda mais a estabilidade
metabdlica sem reduzir a poténcia. O grupo amida mostrou posteriormente ser capaz
de interagir com His96 através de uma ligacdo de hidrogénio. Com base nisso, AM-
7209 (composto 41, figura 8) foi desenvolvido substituindo os acidos carboxilicos por
amidas contendo grupo de &cido carboxilico terminal. Este ultimo composto AM-7209
mostrou maior poténcia de ligagio a MDM2, perfis de PK notaveis, bem como
atividade antitumoral potente contra osteossarcomas SJSA-1 (EDso= 2,6 mg/kg)
(HTRF, 1Cs0 (MDM2) < 0.1 nM; EdU, 1Cso (MDM2) = 1.6 nM, em linha de celulas
SJSA-1) [45].

AMG232 (37)
(HTRF, ICs0 = 0.6 nM;
0 L a COOH EdU. ICs0 (MDM2) = 9.1 oM. em linha de células STSA-1)

7L

AM-8735 (39) (HTRF, ICs0 MDM2) < 0.1 aM:

= EdU, IC50 (MDM2) = 1.6 M. em linha de células SJSA-1)
cl
(HTRF. ICs0 (MDM2) = 0.4 nM;
EdU, ICs0 (MDM2) = 25 nM, em lirha de céhilas SISA-1) F
cl

AM-6761 (40)

AM-7209 (41)

(HTRF. ICs0 (MDM2) = 0.1 nM;
EdU, ICs0 (MDM2) = 16 M, em linha de céhulas SISA-1)

Figura 8. OtimizacOes adicionais baseadas em AGM-232 para pesquisa de
novos inibidores de MDM2.
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2.5. Derivados de Benzodiazepinas

O grupo Johnson & Johnson desenvolveu uma biblioteca de 1,4-
benzodiazepina-2,5-dionas (BDP) para inibir a interacdo p53-MDM2. Em 2005, o
composto mais ativo (composto 42, figura 9) apresentou uma constante de afinidade
de ligacdo a MDM2 de 42 nM e um ICsp de 30 uM quando testado numa linha de células
tumorais da placenta com p53 wild type (FP, 1Csp (MDM2) = 0.42 uM; BrdU, ICso
(MDM2) =30 uM, em linha de células JAR). Como na maioria dos inibidores MDM2-
p53, a ligacdo das BDPs ¢ feita por pontes de hidrogénio nos locais Phel9, Trp23 e
Leu26. O ndcleo 1,4-diazepina da a rigidez necessaria a partir da qual os dois grupos
clorofenil mimetizam perfeitamente Leu26 e Trp23 da p53, enquanto o grupo 7-
iodofenil se insere no pocket Phel9. Embora este ultimo grupo ndo se insira tdo
profundamente como no pocket Phel9 da p53, esta interacdo é aumentada porque o
atomo de iodo faz contato com o grupo carbonil de GIn72 com uma forga comparavel
a uma ligacdo de hidrogénio fraca [16,49-50].

Na tentativa de melhorar a solubilidade e a permeabilidade do composto 42, foi
selecionado um grupo de solubilizacdo, o &cido pentandico em N1 para otimizacao
adicional da PK. Verificou-se ainda que o grupo acido era importante para a atividade,
possivelmente por estabelecer uma ligacdo de hidrogénio com a Serl7 e, ainda, por
colocar o grupo clorofenil na orientacdo correta por meio de repulsdo estérica. Esta
orientacdo de repulsdo foi mantida quando o carboxilato foi substituido por um grupo
metil com aumento da permeabilidade, dando origem ao composto 43 da figura 9 (FP,
ICs0 (MDM2) =0.70 uM; BrdU, ICso (MDM2) = 7 uM, em linha de células MCF7) [186,
52-53].

Foram feitas modificagdes nos anéis de fenil-diazepina fundidos com o objetivo
de aumentar a flexibilidade numa tentativa de melhorar o efeito mimético de Phel9,
mantendo a orientacdo dos dois grupos clorofenil. No entanto, embora esta abordagem
tenha produzido novos compostos ativos, os valores FP 1Csg obtidos infelizmente foram
maiores em compara¢do com a serie original (composto 44, figura 9) (FP, ICso
(MDM2) = 3.6 uM). O objetivo de desenvolver uma BDP mais potente levou ao
desenvolvimento do composto 45, representado na figura 9, com um grupo orto-amino
no anel N-benzilico (FP, 1Cso (MDM2) = 0.55 uM; BrdU, ICso = 0.8 uM, em linha de

células MCF7) responsavel pela ligagcdo de hidrogenio adicional com o carbonilo da
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Val93 (MDM2). Mais tarde, o efeito sinérgico do composto 45 em associa¢do com a
doxorrubicina foi observado, permitindo a visualizacdo da atividade in vivo mediada

pela doxorrubicina num modelo de xenoenxerto em doses que sdo inativas num

tratamento de monoterapia [16, 51-53].
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Figura 9. Estrutura de derivados de BDP.

Dois novos scaffolds foram relatados, 1,4 tienodiazepina-2,5-dionas (TDZ) e
tio-benzodiazepinicos. Nos TDZ, o composto 46 (figura 10), foi o que se destacou
como composto principal (FP, Ki (MDM2) = 40 uM). A sintese e avaliacdo bioldgica
dos tio-benzodiazepinicos mostraram que a simples substituicdo do oxigénio por um
atomo de enxofre aumentou a poténcia. Neste estudo de SAR, o composto 47 (FP, K;
(MDM2) = 5.34 uM; MTT, ICso (MDM2) =1.06 uM, em linha de células U-20S)

emergiu como um potencial composto para otimizagbes futuras. Em 2016, novos
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analogos de benzodiazepina foram relatados, mas sem mostrar melhor poténcia de
inibicdo da MDM2. O composto 48 representado abaixo na figura 10 foi considerando
o melhor derivado (FP Ki (MDM2) = 0.2 uM; MTT, ICso (MDM2) =3.12 uM, em linha
de células U-20S). Além disso, esses novos derivados ndo mostraram seletividade para
células com p53 wt, como observado nos derivados 1,4-benzodiazepina-2,5-diona [16,
52-53].

cl cl

S Q.
o Colts- oho-

(FP. K (MDM2) = 40 pM) (FP, Ki (MDM2) = 5.34 uM; (FP Ki (MDM2) = 0.2 puM;
MIT. ICsp (MDM2) =1.06 pM. em linha de células U-205) MTT, ICso (MDM2) =3.12 uM., em linha de céhlas U-208)

Figura 10. Exemplos de derivados de benzodiazepinedionas.

2.6. Isoindolinonas

As isoindolinonas revelaram-se como uma nova classe de inibidores, sendo que
foram identificadas pela primeira vez como inibidores modestos da interacdo p53-
MDM2 num estudo de ensaio de triagem de ligacdo p53-MDMZ2 in vitro (49 da figura
11, ICso (MDM2)~200 uM) [16]. O composto 50, representado na figura 11, surgiu
como um composto lider, com um ICso (MDM2) de 5.3 uM num ensaio de ligacdo
ELISA sem células. Como composto principal de otimizacdo posteriores a0 composto
50, destacou-se 0 composto 51 representado na figura 11 (ELISA, ICso (MDM2) = 15.9
MM). Vérias outras modificagdes de modo a favorecer a interagdo com MDM2 foram
feitas com a introducdo de uma cadeia lateral rigida de alcoxi e a adi¢do de substituintes
em N-benzil, dando origem ao composto 52 representado na figura 11 (ELISA 1Cso
(MDM2) = 0.17 uM; SRB, ICsop (MDM2) = 5.2 uM, em linha de células SJISA-1). A
introdugdo de um 4-cloro no anel da isoindolinona aumentou ainda mais a poténcia de
ligacdo e corresponde ao composto 53, figura 11 (ELISA, ICso (MDM2) = 0.044 uM;
SRB, ICs0 = 3.7 pM, em linha de células SJSA-1). Além disso, em oposi¢do ao
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composto 52, 0 composto 53 mostrou seletividade 3 a 4 vezes superior, em relacédo as
células com p53 wt [16, 54-56], J.Med. Chem 2011, 54,1233.
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Figura 11. Estratégias de otimizacGes do composto 49 ao 53.

2.7. Cromano-triazolopirimidinas

O grupo Amgen descobriu um novo grupo designado por cromeno-

triazolopirimidinas, inibidores de p53-MDM?2 com alto rendimento baseada em HTRF

com cerca de 1.4 milhdes de compostos, e sua ligagdo ao MDM2 foi confirmada por

ressonancia de plasmao de superficie (SPR). Deste estudo emergiu 0 composto 54

representado na figura 12, em que apenas o isdbmero syn- (6R, 7S) foi considerado ativo

(HTRF, ICs0 (MDM2) = 1.23 uM). Este composto tem uma estrutura bastante rigida,

onde a ligacdo com MDM2 é feito a partir de dois grupos para-bromofenil em que C-6

interagem no pocket Trp23 (p53) e 0 grupo aromatico C-7 interage no pocket Leu26

(p53), C-7 ainda estabelece uma interagao de emparelhamento © fraca com a cadeia
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lateral His96 de MDM2. O terceiro pocket chave Phel9 é mimetizado pelo anel D de
cromeno [16, 57-59].

Verificou-se que os compostos acima referidos eram quimicamente instaveis e
os diastereoisomeros individuais tendiam a se equilibrar, formando misturas mais
estaveis, principalmente de anti-diastereoisdmeros. Para se conseguir evitar a
racemizacdo sem afetar a poténcia, a solucdo passou pela metilacdo do N11. A
otimizacgao do composto principal passou pela introducédo de variabilidade nos trés anéis
fenil envolvidos na ligagéo, sendo que a introducdo de um grupo metoxi na posi¢do 1D
mostrou uma melhor atividade (composto 55, figura 12) (HTRF, ICso (MDM2) = 0.20
uM). No entanto, acredita-Se que esta atividade melhorada é produto da tor¢do do
ndcleo da molécula devido a proximidade do N-metil e C1-metoxi que permite um
melhor encaixe. Verificou-se que ocorria uma rapida N-desmetilacdo e consequente
isomerizacdo tautomérica, para ultrapassar este problema estudos de SAR foram
realizados no N-substituinte, para aumentar a estabilidade metabodlica, onde surgiu o
composto 56 representado na figura 12 (HTRF, ICso (MDM2) = 0.35 uM). Em
conclusdo, ao bloguear o ponto fraco metabolico, foi possivel melhorar

substancialmente as propriedades PK, mantendo a sua poténcia [16, 57-59].
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(HTRF, ICs0 (MDM2) = 1.23 uM) (HTRF, ICs0 (MDM2) = 0.20 M) (HTRF, ICs0 (MDM2) = 0.35 uM)

Figura 12. Estratégias de otimizagdes do composto 54 ao 56.
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2.8. Dihidroisoquinolinonas

O desenvolvimento desta familia de compostos foi iniciada pelo grupo Holzer com
0 objetivo de identificar novos inibidores das interagbes MDM2—p53. Apds triagem de
uma biblioteca contendo cerca de 50.000 compostos identificaram o composto 57
(figura 13). Este composto inibiu as interacbes MDM2—p53 (TR-FRET, 1Csg (MDM2)
=0.54 uM), embora com uma fraca atividade ndo proliferativa contra células SISA-1

(ICso (MDM2) = 16.5 uM) [52].

Otimizacdes adicionais focadas em diferentes substituintes nos anéis de fenil A e
B, levaram ao desenvolvimento do composto 58, representado na figura 13, com
afinidade de ligacdo ligeiramente aumentada (ICso (MDM2) =0.12 uM). Os estudos de
SAR indicaram que pequenos grupos de éter alifatico no anel A e um para substituinte
no anel B, particularmente o grupo de dimetila amino presente no composto 58, eram a
melhor escolha em relagdo a outros possiveis grupos. A estrutura cristalografica do
composto 58 com MDM2 sugeriu que a substituicdo de um grupo metilo, no grupo
amino dimetilo do composto 58, por um grupo maior poderia oferecer interacdes extras
com MDM2 no subpocket Phel19. O composto 59 da figura 13 mostrou afinidade de
ligacdo ao MDM2 significativamente melhorada (ICso (MDM2) =8 nM), 0 grupo
piridina formou uma interacdo z-r com o grupo fenol de Tyr67. A modelagem
molecular mostrou que intera¢des adicionais com Met62 e GIn72 no subpocket Phel9
através interacGes do tipo van der Waals e ligacdo de hidrogénio, respetivamente, que
podem ser Uteis para melhorar a capacidade de ligacdo. O composto 60 da figura 13
com uma trans ciclohexil-amina apresentou 2.7 vezes mais de afinidade de ligagéo e
poténcia celular contra celulas SISA-1 (ICso (MDM2) =3 nM, Glso = 2.85 uM) [52,
78].

A dimetilagéo do grupo NH> do composto 60 deu origem ao composto 61 da figura
13, que mostrou ligeira inibigdo contra células SISA-1 (ICso (MDM2) = 3 nM).
Verificou-se ainda que as estruturas desta série indicaram que a configuracdo S do
centro quiral com o grupo para-clorofenil foi preferida. Através da separagdo quiral do
composto 61 conseguiu-se isolar o composto (R,S)-62, que mostrou maior poténcia de
ligacdo (ICso (MDM2) = 1,9 nM) e boas propriedades in vivo ADME (logP =—4.,4, clint
= 5,6 uL/min/mg, ty» = 246 min), no entanto, tinha uma biodisponibilidade oral
relativamente baixa. A substitui¢do do grupo isobutilo quiral para o grupo isopropilico
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resultou na identificacdo do composto 63 da figura 13, com poténcia idéntica ao
composto 62 (ICso = 1,1 nM, Glsg = 0,71 uM em linha de células SISA-1).

De modo a aumentar a interacdo com o pocket Phel9, o grupo dimetil amina foi
substituido por outros grupos ciclicos, dando origem ao composto 64, ilustrado na
figura 13, com o grupo piperazin-2-ona, que mostrou a basicidade significativamente
reduzida (ICso (MDM2) = 16 nM) e poténcia celular contra células SISA-1 (Glso = 0,35
uM). Além disso, o composto 64 também apresentou boa absor¢do oral, mas com
permeabilidade significativamente menor em comparagdo com o0 composto 62. Outra
N-metilacdo no composto 64 levou a descoberta de NVP-CGMO097 (composto 65,
figura 13), que possuia permeabilidade significativamente aumentada no ensaio
PUMPA e aumento da biodisponibilidade e exposicdo oral em compara¢do com o
composto 64. O NVP-CGMO097 foi bem tolerado na inibig¢&o do crescimento de células
SJSA-1 em ratos e nenhuma mudanca histopatologia foi observada apds o tratamento
diario a 30 mg/kg (ICso (MDM2) = 1.7 nM). Curiosamente, 0 NVP-CGM097 exibiu
espécies especificas de ligacdo ao MDM2. Outra substituicdo bioisotérica do anel fenil
(anel B no composto 65) com N-heterociclo rendeu uma série de derivados com
aumento da lipofilia e poténcia de ligacdo comparavel a MDM2. Infelizmente, esta série
de compostos reduziu a estabilidade hepatica em humanos e macacos. [52, 77-79].
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3. Inibidores da interacao p53-MDMX e Dualis
p53-MDM2 e p53-MDMX

Embora MDM2 seja o principal regulador negativo da p53, MDMX foi reconhecido
mais recentemente como um modulador discreto da p53 e a sua elevada excregdo é
observada em varios tumores. O regulador MDMX esta estruturalmente relacionado
com a MDM2, sendo capaz de controlar a atividade da p53 principalmente pela inibicéo
da funcdo de transcri¢do. Além disso, os niveis de proteina MDMX sdo regulados pela
degradacdo mediada pela ubiquitina MDM2. Uma vez que a inibi¢do da interacao p53-
MDM2 aumenta os niveis de MDM2 por feedback auto-regulatorio e, portanto, pode
facilitar a degradacdo de MDMX, o problema da presenca de MDMX pode ser
diminuido ao direcionar essa interacdo. No entanto, embora sejam observados niveis
reduzidos de MDMX em muitos tumores ap06s o tratamento com nutlina-3, a eficécia
do inibidor ainda pode estar comprometida, especialmente em tumores com elevada
excrecdo da MDMX [8,52].

O primeiro inibidor da molécula MDMX, SJ-172550 (composto 66, figura 14) foi
publicado apenas em 2010 por Reed et al. Este composto liga-se a MDMX no pocket
de ligacdo da p53. Ensaios mais detalhados revelaram que a ligacdo de SJ-172550 com
MDMX é estavel e reversivel, com um baixo micromolar (ICso (MDMX) = 5 uM),

embora este composto também interaja com MDM2 é menos eficaz na inibigéo [52].

Em 2011, Wang et al. relatou duas moléculas que mostraram ativar p53 pela
inibicdo de MDMX, os compostos 67 e 68, XI-006 (NSC207895) e XI-011
(NSC146109) respetivamente, ambos representados na figura 14.0 composto XI-006,
um 4-derivado de nitrobenzofuroxano, capaz de bloquear a transcricio MDMX
(ICso (MDMX) = 0.09 - 1.61 uM). O composto XI-01, um derivado de pseudo-uréia,
foi capaz de bloquear a transcricdo MDMX e apresentou um efeito aditivo com nutlin-

3a, em varias células de cancer de mama linhas [16,52, 69,88].
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Figura 14. Exemplo de inibidores da interagcdo p53-MDMX.

Embora inicialmente alguns relatérios tenham demonstrado os beneficios de inibir
MDMX sozinho, especialmente devido a sua menor toxicidade em tecidos normais,
agora é reconhecido que um resultado de ativacdo completa da p53 é favorecido e mais
provavel de ser alcangado com a inibi¢do dupla de MDM2 e MDMX. Como esperado,
0s principais aspetos que precisam ser abordados para uma inibicdo adequada de ambas
as proteinas encontram-se nos trés sub-pocket Phel9, Trp23 e Leu26. A dificuldade da
inibicdo dupla parece ser atribuida principalmente ao pocket Leu26, que é bastante
diferente nas duas proteinas, o tamanho da cavidade Leu26 na MDMX e na MDM2 é
diferente e pode ser a razdo para uma ligacdo muito mais fraca comparada com a
maioria dos inibidores de MDM2 conhecidos. Esta diferenca representa um grande
desafio no desenvolvimento de potentes inibidores duais MDMX e MDM2 [52, 88].

3.1. Indoles

Os compostos que possuem uma estrutura de imidazole-indole revelaram ser
inibidores duais de MDMX e MDM2, com base nisso, foram desenvolvidos compostos

imidazol-indois, pela Novartis e pela Universidade de Pittsburgh [80].

WK?298 também conhecido por Novartis-101 (composto 69), foi o primeiro
inibidor imidazol-indol, que se ligava a MDMX com um valor Ki MDMX) = 11 uM,
enquanto WK23 (composto 70), sem a cadeia lateral amina, exibiu uma constante de
inibicdo 3 vezes superior para MDMX, Ki (MDMX) = 36 uM, representados na figura
15. Estes resultados obtidos mostraram a importancia da cadeia lateral N-
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dimetilpropilamina ligado na posicdo 2 do indole para aumentar a afinidade de
ligacdo. Ambos os compostos ligam-se a MDM2 em quantidades nanomolar com
excelente seletividade para MDM2 sobre MDMX (WK298 com K; (MDM2) = 109 nM
e WK23 com K; (MDM2) =916 nM). As duas moléculas diferem apenas no substituinte
ligado a posicéo 2 da porcdo 6-cloroindol e, consequentemente, o ndcleo central que
mimetiza p53 € 0 mesmo. A estrutura cristalografica revela que o anel 6-cloroindol
mimetiza o Trp23 (p53) com o substituinte 6-cloro a aumentar a interacdo de ligagéo
ao pocket, os restantes grupos 4-fenil e 1-benzil ocupam os pockets Phel9 e LeuZ26,
respetivamente. Para além disso, o atomo de azoto do indole forma ligacdes de
hidrogénio com Leu54, fornecendo protecdo hidrofébica extra na interface de MDMX
e p53. A ramificacdo da cauda no composto WK298 aumentou ndo apenas as
propriedades PK, mas também protege o pocket Phel9 do solvente. Holak et al.
relataram uma série de compostos imidazole trisubstituidos como antagonistas p53-
MDM2/X. Entre esses compostos, TAH-19 (composto 71) inibiu MDM2 potentemente
com um valor Kij (MDM2) de 58 nM, mas mostrou inibicdo moderada contra MDMX
(Ki (MDMX) = 26 300 nM), estrutura ilustrada na figura 15 [61,52,88].
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Ki (MDMX) =11 uM K; (MDMX) = 36 uM K; (MDMX) = 26 300 oM
K (MDM2) = 109 nM Ki (MDM2) =916 nM Ki (MDM2) de 58 nM

Figura 15. Exemplo de inibidores imidazol-indol WK298, WK23 e TAH-19.

Em 2012, Graves et al. relataram que as hidantoinas indolicos como RO-2443 e
RO-5963, (72 e 73, respetivamente da figura 16), inibem duplamente MDMX e

MDM2 em baixos niveis de nanomolar. Desta triagem, 0 composto RO-2443 mostrou
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similar atividade inibitdria in vitro contra ambos MDM2 e MDMX (ICso (MDM2) = 33
nM; 1Cso (MDMX) = 41 nM). No entanto, este composto tinha baixa solubilidade em
agua. Otimizacdo do RO-2443 para aumentar a solubilidade desenvolveu o derivado
RO-5963, que foi ligeiramente mais potente como inibidor de MDM2 e MDMX
(ICso (MDM2) = 17.3 nM; I1Cs0 (MDMX) = 24.7 nM). Curiosamente, o grupo coplanar
indole da hidantoina e o grupo di-fluorofenil em ambos os compostos foram
direcionados para os pockets Phel9 e Trp23, respetivamente, enquanto o pocket Leu26
néo estava ocupado. Os modelos de ligacdo podem fornecer uma base estrutural para

desenvolver novos inibidores duais [52, 88].
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RO-2443 (72) RO-5963 (73)
ICs0 (MDM?2) = 33 M ICs0 (MDM2) = 17.3 nM
ICs0 (MDMX) =41 oM ICs50 (MDMX) = 24.7 nM

Figura 16. Estrutura dos inibidores RO-2443 e RO-5963.

YH239 (74, figura 17), um composto altamente seletivo para MDM2 sobre MDMX
(FP, Ki (MDM2) =400 nM). YH239 interagiu com os pockets Trp23 e Phel9. Acredita-
se que padrdes de substituicdo do atomo de fluor no anel fenil podem modular as
interacdes aromaticas de pequenas moléculas com alvos de interesse, com base nisso,
desenvolveu-se o composto 75 (figura 17) que mostrou melhor afinidade de ligacéo
com MDM2 no ensaio FP (FP, K; (MDM2) = 250 nM). Outros compostos surgiram
com valores promissores como por exemplo, YH184 (76, figura 17) (FP, Ki (MDMX)=
5.5 uM) com cerca de 10 vezes de seletividade para MDMX sobre MDM2 (FP,
Ki (MDM2) = 54 uM) e OXAZ-1 (77, figura 17), com valores de ECsp = 2.4 uM para
MDMX e 1.0 uM para MDM?2 [79,88].
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4. Moléculas para degradacao da MDM?2

Apesar do progresso significativo no desenvolvimento de inibidores de MDM2, as
estratégias acima referidas tém limitacGes significativas, como resisténcia ao farmaco,
pouco tempo de acdo e ainda problemas de toxicidade, associado & inibicdo da p53 e

consequente expressdo elevada e acimulo de MDM2 em tecidos normais [75].

Como alternativa, foi desenvolvida uma nova abordagem terapéutica, denominada
quimeras de direcionamento de protedlise (PROTACS), introduzido formalmente em
2001. PROTACSs sdo moléculas heterobifuncionais com dois ligantes conectados por
um ligante apropriado (Figura 18). Um ligante liga-se a uma proteina de interesse /
proteina alvo, e o outro ligando liga-se a uma ubiquitina ligase E3. Esta molécula
bifuncional em seguida, posiciona a ligase E3 em estreita proximidade com a proteina
alvo para formar um complexo ternario. Este complexo subsequentemente promove
poliubiquitinacéo da proteina alvo, marcando assim a proteina alvo e a sua consequente
degradacdo no proteassoma. As PROTACs que tém como alvo a MDM2 contém trés
componentes principais: um inibidor da MDMZ2, que se ligaa MDM2; um ligando para
recrutar a ligase E3; e um vinculador que conecta estas duas partes. A talidomida e seus
analogos, pomalidomida e lenalidomida, sdo ligantes prontamente disponiveis para
ubiquitina ligase E3, que tem sido utilizada para construir varias PROTAC [75,52,81].
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Figura 18. Esquema explicativo do mecanismo de acdo da PROTAC. (POI:
proteina de interesse MDMZ2; E3: Ciap, VHL, CRBN)
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Recentemente, o grupo Wang desenvolveu as primeiras PROTAC para degradacao
da MDMZ2 a partir de um inibidor de spirooxindole, MI-1061, a MD-222 e a MD-224
(78 e 79 da figura 19, respetivamente). A estrutura de MDM2 em complexo com o MI-
1061 revelou que o grupo de acido carboxilico no anel fenil do MI-1061 seria exposto
a regido do solvente, permitindo assim estar ligado aos ligantes CRBN. Destes
compostos, MD-224 induziu a degradacédo rapida da MDM2 em células de leucemia
humana <1 nM e inibe o crescimento de células RS4-11 (ICso = 1.5 nM). Observou-se
uma eficécia significativamente melhorada da MD-224 em relacdo ao composto M-
1061, com regressao tumoral no modelo de xenoenxerto RS4-11 até 50% apds a
dosagem de 25 mg/kg de MD-224 sem qualquer sinal de toxicidade. MD-222, tal como
MD-224, induz a répida degradacdo da proteina MDMZ2 e ativacdo da p53 wt (MTT,
ICs0 (MDM2) = 2.8 nM, em linha de células RS4-11).

A descoberta de um novo ligante MG-277 (composto 80, figura 19) foi
desenvolvido pela simplificacdo estrutural da MD-222. MG-277 inibiu a interacdo p53-
MDM2 com um valor 1ICso (MDM2) = 67.5 nM no ensaio FP. A MG-277 induz apenas
a degradacdo moderada da MDM2 e ndo ativa a p53 wt, mas é altamente potente na
inibicdo do crescimento das células tumorais de forma independente da p53. MG-277
ndo atua por degradacdo da MDM2 mas induz a degradacéo de um fator de terminacgéo

da traducdo, GSPT1 para alcancar a sua potente atividade anticancerigena. [75,52,82].
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Figura 19. Estrutura da PROTAC MD-222, MD-224 a partir do composto

spirooxindole MI-1061 e descoberta de um novo ligante molecular MG-277.
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Tang et al. também desenvolveram uma série de novos PROTAC MDM2 pela
conjugagcdo do inibidor RG7112 da MDM2 (I1Cso (MDM2) = 18 nM) com lenalidomida
através de um linker adequado. O anel de piperazinaem RG7112 € exposto a regido do
solvente e, portanto, permite que este se ligue a lenalidomida. Desta associagdo, TW-
32 (81, figura 20) foi o composto mais promissor. TW-32 inibiu o crescimento de
ceélulas RS4-11 com ICso (PROTAC MDM2)= 3.2 nM e alcangou 90% da degradagao
MDM2 (Dwmax = 90%). Notavelmente, o0 TW-32 possui uma unidade C3 (um acetileno
e um metileno) entre o inibidor da MDMZ2 e a lenalidomida, representando um dos elos

mais curtos entre todos as moléculas PROTAC relatadas até agora [75,52,82].
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Figura 20. Estrutura da PROTAC TW-32.
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5. Reativacao da p53 mutante

A p53 mutante representa um importante alvo farmacoldgico. Estruturalmente
a p53 contém 393 aminoacidos distribuidos por trés dominios funcionais, ou seja, um
dominio de ativacdo N-terminal (TAD), dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e dominio
de tetramerizagcdo C-terminal. O dominio do N-terminal inclui o subdominio de
transativacdo e uma regido rica em prolina. O dominio central de ligagdo ao DNA ¢é
necessario para a ligacdo especifica ao DNA e os aminoacidos dentro deste dominio
séo frequentemente mutados. Os Argl75, Gly245, Arg248, Arg249, Arg273 e Arg282
sdo relatados como pontos quentes de mutacdo em varios cancros humanos. Mutagdes
na p53 levam a perda da sua funcéo transcricional, pela interrupcdo de sua capacidade
de reconhecer e ligar-se ao DNA. A regido do C-terminal tem uma funcao regulatoria.
Os residuos neste dominio C-terminal passam por modifica¢des, incluindo fosforilagao

e acetilacdo [89].

Além do modelo classico de inativacao da proteina supressora de tumores p53,
a p53 mutante (mut) exerce um efeito negativo dominante sobre a p53 selvagem (wt)
disponivel, inativando-a. Além disso, a p53mut pode adquirir novo ganho oncogénico
de fungdes funcionais (GOF). Em particular, a p53mut pode interagir com proteinas
supressoras de tumor, por exemplo, p63 e p73, inativando-as, contribuindo assim a
progressdo do tumor. A reativacdo da p53mut € aplicavel a uma ampla gama de
pacientes, devido a alta prevaléncia da p53mut em tumores. Além disso, uma vez que
a expressao da p53mut é geralmente restrita a células tumorais, espera-se que as terapias

direcionadas a p53mut sejam altamente seletivas [89, 95-96].

Nos ultimos vinte anos, o rastreio da biblioteca quimica permitiu a identificacdo
de varias pequenas moléculas que tém como alvo a p53mut. Na figura 21 estdo
reunidos exemplos de moléculas mais relevantes que reativam a p53mut relatados até
ao momento (CP-31398, STIMA-1, MIRA-1, PRIMA-1 e APR-246).

Rastinejad et al. desenvolveu a primeira molécula capaz de reativar a funcao
selvagem da p53 mutante, CP-31398 (82, figura 21). CP-31398 restaurou a
conformacdo da p53 em células com p53mut, e consequente ativacdo da atividade
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transcricional. No entanto, CP-31398 ndo avancou para ensaios clinicos devido a

relatorios de atividades independentes da p53 e mdltiplos efeitos secundarios [89].

Um composto estruturalmente relacionado ao CP-31398 é o STIMA-1 (83,
figura 21). STIMA-1 foi identificado como um aceitador de Michael para modificar
cisteinas do pocket da p53 localizado no dominio de ligacdo ao DNA. STIMA-1 tem
como alvo células tumorais humanas que expressam mutacdes conformacionais
(His175) e de contato (His273) no DNA. O composto demonstrou estimular a ligacao
ao DNA da p53mut em células H1299-His175. Devido a problemas de solubilidade,
nenhum efeito foi observado no crescimento de xenoenxertos de tumor humano H1299-
His175.Estudos bioldgicos revelaram que STIMA-1 foi mais potente em relacdo as
linhas de células cancerigenas p53 mutantes do que CP-31398 e foi tdo potente e
seletivo para células que expressam p53mut quanto PRIMA-1 e MIRA-1[85, 89].

O composto MIRA-1 (84, figura 21) foi escolhido por derivatizacdo adicional
devido a sua atividade seletiva para p53 mutante sobre as células cancerigenas p53 wt.
MIRA-1 funciona por meio de uma reacdo de adicdo de Michael por ligacdo covalente
a cisteinas e promove o redobramento de proteinas. Estudos computacional
identificaram que este composto visa principalmente um pocket de p53 entre os loops
L1eL3, quecontém Cys124, Cys135e Cysl141. Apesar de sua promessa inicial, MIRA-
1 exibiu alta citotoxicidade em linhas de células normais, demonstrando um mecanismo
independente de p53 mutante [85,88].

Selivanova et al. desenvolveu PRIMA-1 (85, figura 21) e seu analogo metilado
mais potente PRIMA-1Met, comumente referido como APR-246 (86, figura 21), com
capacidade de inibir o crescimento do tumor em camundongos xenoenxertados. A sua
acao ocorre ap6s serem convertidos em metileno quinuclidinona (MQ), um aceitador
de Micheal que reage covalentemente com as cisteinas de p53 mutante, em particular
Cys124 e Cys277, conduzindo assim a um ambiente oxidativo nas células tumorais, o
que resulta no restabelecimento das espécies reativas de oxigénio (ROS). APR-246 foi
0 primeiro pequeno reativador da molécula p53 a entrar no desenvolvimento clinico
[85].
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Figura 21. Pequenas moléculas direcionadas a p53 mutante
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6. Conclusoes

Jé& passaram mais de trés décadas desde a descoberta da p53 e uma longa jornada
para compreender estratégias de reativar a funcdo de supressao de tumores p53 que esta
inativa nos cancros de modo a promover a oncogenese. A literatura cientifica agora
evidencia a aplicacdo de varios compostos para restaurar a p53 mutante e poucos deles
chegaram a ensaios clinicos. A heterogeneidade de tumores e p53 mutante representa

um grande desafio no desenvolvimento de compostos seguros.

Além disso, as estratégias para reativar a p53 envolve a inibicdo dual das
interagOes p53-MDM2 e p53-MMDX para ativar efetivamente a p53 selvagem. Com o
avancar da investigacdo nesta area percebeu-se que a base para o desenvolvimento de
um inibidor eficiente estava em moléculas em que a sua estrutura continha um anel
central que oferecia rigidez ao composto de onde os seus substituintes hidrofobicos
interagiam com os diferentes pockets. A variagdo dos substituintes vazia aumentar ou
diminuir a afinidade de ligagédo para MDM2 ou MDMX. O vantajoso para a interagao
com MDM2 nem sempre se verificava com MDMX, e vise versa, devido a diferentes
tamanhos e estruturas de MDM2 e MDMX. Embora ainda ndo haja inibidores de
MDM2 e MDMX com os ensaios clinicos concluidos, nos ultimos anos a inibicdo de
ambas as proteinas (MDM2 e MDMX) representam uma grande esperanga para o
tratamento do cancro. Um dos compostos com resultados promissores, mas que ainda
se encontra em ensaios clinicos ¢ ALRN-6924, que esta atualmente em fase clinica I/

la.

No caso dos cancros mais agressivos em que a p53 sofre mutacdo, a estratégia
envolve o desenvolvimento de pequenas moléculas que tém como alvo a p53 mutante.
No entanto, a maioria dessas pequenas moléculas podem ndo ser adequadas no uso
clinico devido a efeitos colaterais toxicos e/ou propriedades farmacodinamicas
indesejaveis. Outras direcOes nesta area dependerdo dos resultados dos ensaios clinicos

que se encontram a decorrer.

Dada a frequéncia e a natureza agressiva dos tumores e resisténcia aos
medicamentos existentes, nas ultimas décadas, tem existido uma grande necessidade e
esforco no desenvolvimento de novos estudos e aprimoramento das propriedades

biomédicas de classes de compostos ja conhecidos. Apesar de todo 0 avango que se tem
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dado nesta area ainda é extremamente importante que a ciéncia continue a investir na

descoberta de novos compostos com maior seletividade e menores efeitos toxicos.
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