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RESUMO

O céncer € uma doenca que apresenta grandes dificuldades em seu
tratamento farmacoldgico, isso pois nem todas as células possuem sensibilidade aos
quimioterapicos utilizados e cria-se uma rapida resisténcia aos farmacos atuais,
tornando a terapia ineficiente no controle da progressdao do céancer. Assim, a
tecnologia das PROTACs tem se demonstrado uma alternativa para terapias
oncoldgicas, isso pois, essas moléculas possuem a capacidade de ligar uma proteina
alvo a uma E3 ligase e ubiquitinar essa proteina por meio do sistema ubiquitina
proteossoma, o que induz a degradacédo dessa proteina alvo. O seguinte trabalho tem
como objetivo o levantamento bibliografico do uso de PROTACs para terapias
oncolégicas, demonstrando seu modo de acdo, historico, vantagens quando
comparado a moléculas tradicionais e principais desafios enfrentados por essa
estratégia. Foi realizada pesquisa em bases de dados como Pubmed, Google Scholar
e Web of Science, sendo considerados artigos dos ultimos vinte anos. A estratégia
das PROTACs tem demonstrado grande potencial para a aplicacdo em terapias
oncoldgicas, isso pois possibilitam a degradagcdo completa de proteinas que podem
promover o crescimento tumoral, além de apresentarem alta seletividade para a
proteina alvo, baixa suscetibilidade a mecanismos de resisténcia e doses terapéuticas
baixas, proporcionando menores efeitos adversos a terapia. Até o momento duas
moléculas estdo em estudos clinicos para tratamento de cancer de mama e prostata,
contudo alguns obstaculos podem ser enfrentados na utilizacdo de PROTACs como
a limitacao de enzimas E3 ligase que podem ser utilizadas por moléculas PROTACS,
compreensao da relacao estrutura atividade dessas moléculas e possiveis efeitos que
a degradacdo completa de proteinas pode acarretar ao organismo.

PALAVRAS-CHAVE: PROTACs, terapias oncologicas, sistema ubiquitina

proteossoma, cancer, protedlise e terapias alvo direcionadas.
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1. INTRODUCAO:

O céancer se tornou ao longo dos anos uma das principais causas de morte ao
redor do mundo e, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, encontra-se entre as
trés principais causas de morte antes dos 70 anos em cerca de 63% dos paises do
mundo, o0 que tem se tornado uma barreira para 0 aumento da expectativa de vida
desses paises (SUNG et al., 2021) .

Estima-se que cerca de 19,3 milhdes de novos casos de canceres foram
diagnosticados no ano de 2020 em todo o mundo e, além disso, foram relatados
aproximadamente 10 milhdes de 6bitos. A relacédo de incidéncia e mortes por cancer
sao diferentes em cada regido do planeta, pois ha diferencas genéticas, de densidade
demografica e de acesso ao tratamento (SUNG et al., 2021). Quando se trata do
cancer, a busca por uma terapia medicamentosa que seja eficiente e contenha a
progressao da doenca € a maior dificuldade encontrada.

O céancer é uma patologia que possui diversas etapas, as quais possuem
alteracdes gendmicas e epigendmicas, que levam a proliferacdo desordenada de
células anormais. Logo, um desequilibrio na producdo de proteinas torna-se uma
vulnerabilidade de alguns canceres, sendo alvo de terapias oncoldgicas (SUN; RAO,
2020).

Em geral, grande parte das estratégias de terapia contra 0 cancer possui como
modo de a¢cdo um mecanismo denominado occupancy-driven, o qual realiza a inibicao
reversivel de proteinas de interesse. Essa estratégia possui boa eficiéncia em sitios
ativos bem definidos, como receptores acoplados a proteina G, canais ibnicos e
qguinases. Contudo, por se tratar de uma inibicdo geralmente reversivel, é necessaria
uma manutencdo constante da dose do medicamento, o que contribui para a
ocorréncia de efeitos adversos do farmaco. Além disso, € comum o desenvolvimento
de mecanismos de resisténcia no organismo durante terapias oncologicas, 0 que
ocasiona a inatividade do farmaco no alvo desejado (CROMM; CREWS, 2017).

Ademais, atualmente, apenas cerca de 20% dos alvos proteicos do organismo
humano conhecidos podem ser alcancados por farmacos convencionais, como
quinases, receptores acoplados a proteina G, hormonios, entre outros. As proteinas
nao enzimaticas ou que possuem fungdes cataliticas independentes sédo consideradas
undruggable targetings (GAO; SUN; RAO, 2020).



A pesquisa por novas estratégias farmacologicas para oncologia tem recebido
a atencdo da academia, industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas. Assim, nos
ultimos 20 anos tem se estudado o desenvolvimento de farmacos com maior espectro
de acdo, ndo se limitando apenas a inibicdo reversivel de alvos enzimaticos, mas
alcancando também alvos ndo enzimaticas que, até entdo, eram considerados
undruggable targetings. Dentre essas metodologias tém se desenvolvido pequenas
moléculas voltadas para degradacdo de proteinas, denominadas Proteolysis
Targeting Chimeras (PROTACSs) (ARORA et al., 2021).

As PROTACs sdo pequenas moléculas heterobifuncionais que possuem
como modo de acéo a ativacado do sistema ubiquitina proteossoma e, assim, realizam
a degradacao de proteinas alvo. Esse fenbmeno acontece em fungéo da a estrutura
dessas moléculas, que é constituida por alguns elementos, a saber: i) dois elementos
gue compdem os pontos de ligacdo, sendo que um deles promove a interacdo com a
proteina a ser clivada de interesse e outro, que se liga a enzima E3 do sistema
ubiquitina ligase; ii) um elemento denominado linker, que serve como ponte entre
aqueles dois pontos de ligacdo (ligantes) (Figura 1). Assim, essas moléculas
guiméricas sao capazes de induzir a ativacao desse sistema ubiquitina proteossoma
e direciona-lo para proteinas alvo, o que induz a ubiquitinacdo da proteina e,
conseguentemente, sua protedlise por meio do proteossoma (GAO; SUN; RAO,
2020).

Figura 1: Estrutura PROTAC
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Fonte: Elaboragéo propria

O uso de PROTACs como estratégia antitumoral torna a degradacdo de
proteinas alvo mais eficiente quando comparada a estratégias tradicionais de
pequenas moléculas inibidoras. Esse resultado se da em razdo dessas moléculas
terem um efeito direto na inibicdo do tumor e, além disso, os PROTACs séo

continuamente reciclados durante o processo, bem como proporcionam uma inibicao



constante das vias de sinalizacdo, sendo mais eficiente que a regulacdo positiva
compensatoria de moléculas inibidoras (ZOU; MA; WANG, 2019).

Logo, a ideia das PROTACs € a de um tratamento anticancerigeno, contra
diversos tipos de cancer, buscando terapias com efeitos adversos mais toleraveis, ja
gue uma das caracteristicas que tornam as atuais quimioterapias oncogénicas
reconhecidas sdo seus graves efeitos adversos, debilitando o paciente e tornando o
processo patolégico ainda mais dificil (ARORA et al., 2021).

Dessa forma, este trabalho abordara a tecnologia das PROTACs e suas
tendéncias como uma nova terapia oncoldgica, levando em consideracdo seu modo

de acdo, historico, vantagens e desafios dessa estratégia.



2. OBJETIVOS:

Esse trabalho possui como obijetivo a realizacdo de uma reviséo bibliografica
sobre a utilizacdo de PROTACs (Proteolysis Targeting Chimeras) como uma nova
estratégia farmacoldgica para terapias oncologicas. Ademais, busca-se analisar a
possibilidade do uso dessas moléculas em diferentes tipos de canceres, visando a

uma terapia com maior eficiéncia e menos efeitos adversos aos pacientes.

3. MATERIAIS E METODOS:

Por se tratar de uma revisao bibliografica, foram utilizadas bases eletrdnicas
de dados, como: Pubmed, Google Scholar e Web of Science. A pesquisa foi realizada,
utilizando palavras-chave como PROTACS, terapias oncoldgicas, sistema ubiquitina
proteossoma, cancer, proteodlise e terapias alvo direcionadas, nas linguas inglesa e
portuguesa.

Serdo considerados para este levantamento, o estudo de artigos dos ultimos
20 anos que contenham material sobre PROTACs e seu desenvolvimento. Por fim,

serdo excluidos artigos duplicados e que ndo possuam relacdo com o tema proposto.



4. SISTEMA UBIQUITINA PROTEOSSOMA:

O sistema ubiquitina proteossoma (UPS) € um mecanismo do organismo para
degradacdo de proteinas potencialmente patolégicas, por meio do reconhecimento
pelo proteossoma 26s. O UPS possui um mecanismo de acado intracelular que
promove a protedlise através de cadeias de ubiquitina, um sinalizador celular que
marca as proteinas-substrato para a degradacdo pelo proteossoma (JEVTIC;
HAAKONSEN; RAPE, 2021).

A fixacdo da ubiquitina na proteina alvo € realizada por meio da acdo em
cascata de trés classes enziméticas, as enzimas ativadoras de ubiquitina (E1),
enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2) e enzimas ubiquitina-proteina ligases (E3).
A primeira etapa do mecanismo ocorre por meio de uma reacdo ATP-dependente,
onde a ubiquitina forma um tio éster em sua estrutura que interage com um residuo
de cisteina presente na enzima E1 (Figura 2A). Na segunda etapa, a ubiquitina, ja
ativada, é transferida da enzima E1 para a enzima E2, por meio da formacao de uma
ligacdo tiol entre um residuo de cisteina da enzima E2 e a ubiquitina (Figura 2B),
formando um intermediario denominado E2-Ub. Na terceira etapa, a enzima E3 ligase
ird se ligar, simultaneamente, ao complexo E2-Ub e a proteina alvo (POI) (Figura 2C),
mediando a transferéncia de ubiquitina para a proteina alvo (Figura 2D). ApGs a
transferéncia da ubiquitina a proteina alvo se desprende do complexo com a enzima
E3 e entra no protessoma (Figura 2E), onde ocorrerd o desenrolamento da proteina
expondo-a a acdo das proteases, 0 que levara a sua degradacao, por fim sao liberados
do proteossoma os fragmentos proteicos (Figura 2F). Dessa forma, a enzima E3 ligase
tem um papel crucial dentro desse mecanismo, pois possui a funcao de aproximar os
dois protagonistas da reacéo, guiando a forma como a transferéncia de ubiquitina ira
ocorrer para a proteina-alvo (CROMM; CREWS, 2017).



Figura 2: Mecanismo de acao do sistema ubiquitina proteossoma
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Fonte: Elaboracgao Propria

As enzimas E3 ligases podem ser divididas em trés tipos distintos,
considerando diferencas em seus dominios que desempenham fung&o E3 ubiquitina
ligase, os quais sdo HECT E3 ligase (homologous to E6-AP C terminus), RBR E3
ligase (RING in between RING) e RING E3 ligase (really interesting new gene). A
transferéncia de ubiquitina (Ub) mediada por E3 ligases que possuem o dominio
HECT ou RBR é realizada em duas etapas, onde ha, primeiramente, a formacao de
um intermediario entre Ub e o sitio ativo da E3 ligase, por meio de uma ligagdo com a
cisteina de HECT. Posteriormente, a ubiquitina é transferida para a proteina alvo
(SUB) (Figura 3A-B), marcando-a para proteélise por meio dos proteossomas

presentes no citoplasma da célula (WANG et al., 2017).



Figura 3: Transferéncia de ubiquitina para E3 ligases do tipo HECT e RBR
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Fonte: JEVTIC; HAAKONSEN; RAPE, 2021,

Por outro lado, o dominio RING E3 ligase € considerado a principal forma de
transferéncia de Ub para a proteina alvo, pois utiliza um modelo de transferéncia direto

da enzima E2 para o substrato (Figura 4).

Figura 4: Transferéncia de ubiquitina para E3 ligases do tipo RING

RING E3 ligase
Fonte: JEVTIC; HAAKONSEN; RAPE, 2021.

Dessa forma, a enzima E3 ligase possui um papel fundamental nesse
mecanismo. Atualmente, sabe-se que o genoma humano abriga cerca de seiscentas
E3 ligases, as quais se diferenciam quanto a quantidade de proteinas que séo
capazes de modificar e os produtos da atividade enzimética, podendo marcar a
proteina alvo de diferentes formas e gerando resultados de degradacéo distintos na
célula (JEVTIC; HAAKONSEN; RAPE, 2021).

5. PROTACSs:
Em 2001, Crews e colaboradores descreveu, pela primeira vez, o conceito de

PROTACS, definindo-as como pequenas moléculas heterobifuncionais, degradadores
de proteinas que possuem trés componentes chave, a saber: dois ligantes, um

responsavel por interagir com a proteina alvo e outro que faz uma ligagdo com a



enzima E3 ligase e, entre esses dois ligantes, um linker responsavel pela unido de
ambos (Figura 5). Com base nessa estrutura, 0 PROTAC possui a capacidade de
formar um complexo ternério estavel entre ele, a proteina alvo e a E3 ligase. Uma vez
formado o complexo, a E3 ligase € direcionada a proteina alvo e faz com que a enzima
E2 (ubiquitina conjugadora) transfira suas cadeias de Ub para o substrato, marcando

esse alvo para a acao do proteossoma (GRIMSTER, 2021).
Figura 5: Degrada¢édo mediada por PROTACs
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Fonte: adaptado de WANG et al., 2022.

O advento das PROTACSs criou grande expectativa quanto ao uso em terapias
oncoldgicas, pois foram descritas cerca de trinta proteinas ligadas a sinalizacao,
proliferacéo e sobrevivéncia celular, as quais eram suscetiveis ao mecanismo de a¢ao
das PROTACs. Dentre elas, destacam-se 0s receptores nucleares, proteinas
quinases, proteinas de regulagdo transcricional, enzimas metabdlicas, proteinas
reguladoras e proteinas de fusédo (ZOU; MA; WANG, 2019).

Acredita-se que as PROTACs possuam grandes vantagens quando
comparadas a quimioterapicos inibidores tradicionais, como uma menor
suscetibilidade ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, pois
diferentemente dos inibidores tradicionais, as PROTACs degradam completamente
seu alvo e ndo somente o inibem por um determinado periodo. Estudos recentes

demonstraram que a resisténcia aos inibidores pode ser contornada por meio da



degradacdo completa da oncoproteina através de uma PROTAC (NIETO-JIMENEZ et
al., 2022).

Além disso, as PROTACs tém uma capacidade de degradar ndo somente as
proteinas alvo enziméticas como também proteinas que n&do possuem essas
propriedades e sao consideradas ndo drogaveis (undruggable). Logo, as PROTACs
atuam em alvos que terapias tradicionais ainda ndo sdo capazes de alcancar,
ampliando significantemente os possiveis alvos de acédo de uma terapia (ARORA et
al., 2021).

Uma propriedade vantajosa das PROTACs é que a degradacédo mediada por
essas moléculas é sub-estequiométrica, ou seja, uma molécula PROTAC tem a
capacidade de induzir a degradacdo de diversas proteinas alvo. Essa propriedade
proporciona para a acdo das PROTACs a necessidade de concentracdes
relativamente baixas para alcancar seu objetivo terapéutico, possibilitando doses
baixas e intervalos de administracdo maiores, além de ocasionarem uma diminui¢ao
dos efeitos toxicos da terapia (DING; FEI; LU, 2020).

Tendo isso em vista, nos ultimos 20 anos diversos estudos académicos se
voltaram para essa tecnologia, voltando-se para a elucidacdo de seu modo de acéo,
estrutura de seus ligantes, interagbes realizadas, dentre outras propriedades.
Atualmente, as PROTACs tém ampliado seus estudos além da academia para
industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas, com estudos pré-clinicos e clinicos em
andamento (GAO; SUN; RAO, 2020).

5.1. Classificagdo das PROTACSs:

Conforme mencionado anteriormente, a E3 ligase é uma parte essencial do
processo de degradacédo proteica mediado por PROTACSs. Atualmente sabe-se que o
genoma humano codifica mais de seiscentas E3 ligases as quais podem conter o
dominio RING E3 ligase, HECT E3 ligase ou RBR E3 ligase. Dentre esses tipos,
apenas as E3 ligases do tipo RING tém sido utilizadas por PROTACS, pois é o dominio
predominante na maioria das E3 ligases (PEIl et al., 2019).

Com o passar dos anos, outras quatro enzimas E3 ubiquitina ligase foram
descobertas para a agédo de PROTACS, séo essas von Hippel-Lindau (VHL), murino
duplo minuto 2 (MDM2), Cereblon (CRBN) e inibidor de apoptose (IAP), as quais serao
detalhadas a seguir. As peptideo-PROTACs sao apenas descritas por questbes

historicas.
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5.1.1. Peptideo-PROTACSs:

Em 2001, Sakamoto e colaboradores criou a primeira PROTAC, denominada
PROTAC-1. O alvo dessa primeira PROTAC foi a metionina aminopeptidase-2
(MetAP-2), uma enzima importante no processo de proliferacdo celular, além
participar ativamente na regulacdo da angiogénese (crescimento vascular). Neste
sentido, a degradacdo é de grande interesse, pois pode impedir a progressao de
tumores e canceres (SAKAMOTO et al., 2001).

A estrutura dessa PROTAC consistiu em um fosfolipidio de dez aminoé&cidos
como ligante E3 ligase, e uma estrutura ovalicina como ligante de MetAP-2 (Figura 6).
Essa PROTAC gera uma ligacdo covalente entre a proteina MetAP-2 e a E3 ligase,
sofrendo ubiquitinacdo e, posteriormente, a degradacdo da proteina MetAP-2.
Ademais, é importante destacar que MetAP-2 ndo é um substrato enddégeno dessa E3
ligase, e essa degradacao ndo ocorre sem a introdu¢édo da PROTAC ao meio celular.
Esse experimento ocorreu em extratos de ovos de Xenopus laevis néo fertilizados

(SAKAMOTO et al., 2001).
Figura 6: Estrutura PROTAC-1

R
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Fonte: Adaptado de SAKAMOTO et al., 2001.

Apesar de degradar a proteina MetAP-2, uma barreira encontrada na
PROTAC- 1 foi sua permeabilidade celular, pois seu grande tamanho molecular,
devido a presenca de um peptideo em sua estrutura, limitava sua penetracdo na
célula. Assim, essa primeira molécula de PROTAC é considerada uma “bioPROTAC”,
pois ndo é uma pequena molécula, mas sim composta por peptideo, utilizado como
ligante para E3 ligase (BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022).
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5.1.2. VHL-PROTACSs:

A proteina supressora tumoral Von Hippel-Lindau possui acdo como E3
ligase, agindo na degradacao de fatores de transcricdo, em especial na regulagéo
negativa de fatores induzidos por hipéxia (HIFs). Esses fatores estdo diretamente
ligados ao crescimento tumoral, pois aumentam a angiogénese, o que permite maior
vascularizacao do tumor, captando mais recursos para seu crescimento e tornando-o
mais suscetivel a metastase (GOSSAGE; EISEN; MAHER, 2015).

Em 2004, foi introduzido o sistema VHL-PROTACS, onde o peptideo HIF1-a
(Fator indutor de hipéxia-1 subunidade a) foi descoberto como importante ligante da
VHL E3 ligase (BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022). Entretanto, devido a
caracteristica peptidica, sua atividade celular era baixa, tendo como principais
obstaculos a baixa permeabilidade celular e o seu reconhecimento pelo sistema
imunologico, o qual induzia a producdo de anticorpos neutralizantes (ZOU; MA,;
WANG, 2019). Mesmo assim, a descoberta das VHL-PROTACs teve grande
importancia no desenvolvimento de novos sistemas nao-peptidicos, pois, por meio do
peptideo HIF1- a, foram desenhadas pequenas moléculas miméticas, evoluindo a
estrutura das PROTACSs pela diminuicdo do tamanho, pela melhoria da seletividade e
afinidade pelas proteinas alvo, bem como sua penetracédo celular (DING; FEI; LU,
2020). Neste sentido, em 2015, foi desenhada uma PROTAC em que o peptideo
HIF1- a foi substituido como ligante de VHL E3 ligase por uma pequena porcao
tiazolidinodiona, a qual possui uma estrutura mimética ao de HIF1-a. Essa mudanca
diminuiu o tamanho da molécula PROTAC, mantendo a afinidade pela VHL E3 ligase
e aumentando a permeabilidade celular da molécula. Sua estrutura, além de possuir
um ligante E3 ligase baseado numa tiazolidinodiona, continha uma porcao
hidroxiprolina, como ligante do receptor alfa relacionado ao estrogénio (ERR-a)
(Figura 7) (ZOU; MA; WANG, 2019). O receptor ERR-a esta associado a homeostase
da energia celular, fosforilagdo oxidativa, regulacdo da biogénese e metabolismo de
acidos graxos e, assim, sua degradacao parece ser importante para a retirada de
recursos que proporcionem o crescimento tumoral. Essa VHL-PROTAC demonstrou
degradacdo in vivo de 40% desses receptores em tumores cardiacos e renais murinos
(PEIl et al., 2019).
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Figura 7: VHL-PROTAC
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Fonte: Adaptado de PEI et al., 2019.

As VHL E3 ligases tém sido o principal alvo ligase das PROTACS, isso se
deve principalmente, pois possui sitios de ligacdo bem definidos estruturalmente. Até
0 momento, ja foram descobertas cerca de quarenta proteinas alvo que sédo substratos
de VHL E3 ligases, sendo que aproximadamente trinta possui acdo em diferentes tipos

de canceres e tumores (WANG et al., 2022).

5.1.3. MDM2-PROTACSs:

A Minuto Duplo Murino 2 (MDM2) proteina € uma E3 ligase e tém sua
expressdo associada a diversos canceres humanos (YANG et al., 2021). Em 2008,
Scheneekloth et al. criou uma MDM2-PROTAC permeavel as células, que teve como
como objetivo induzir a degradacéo de receptores androgénicos (AR) em cancer de
prostata. A estimulacdo do AR por agonistas, como testosterona e a di-
idrotestosterona, promove o crescimento celular e, assim, a degradacdo desses
receptores poderia evitar a progressdo de tumores prostaticos (SCHNEEKLOTH et
al.,, 2008). A MDM2-PROTAC ¢é composta por um ligante de AR, denominado
modulador seletivo de receptor androgénico (SARM), seguido de um linker de
polietilenoglicol (PEG) e um ligante da MDM2 E3 ligase, chamado nutlina (Figura 8)

(PEl et al., 2019).
Figura 8: PROTAC SARM-nutlina

S

Ligante AR

Ligante MDM2
E3 ligase

Fonte: Adaptado de PEI et al., 2019.
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Sua composicdo possibilitou a ubiquitinacdo de receptores andrégenos e,
conseqguentemente, a protedlise. Além disso, como o ligante nutlina se liga a MDM2
E3 ligase por meio de um bolso de ligacdo compartilhado com a proteina supressora
de tumor p53, a degradacgéo desta foi desviada por inibicdo competitiva. Contudo, a
reducdo dos receptores andrégenos foi inferior quando comparada a degradacao
induzida por VHL E3 ligases, o0 que tornou as MDM2 E3 ligases menos promissoras
como alvos para PROTACs (CROMM; CREWS, 2017).

5.1.4. IAP-PROTACS:

As proteinas inibidoras de apoptose (IAP) possuem sua funcdo associada a
inibicdo das caspases, enzimas responsaveis pela cascata de apoptose celular. As
IAPs podem agir como enzimas E3 ligase, realizando a poliubiquitinacdo das
caspases, 0 que leva a degradacdo dessas enzimas por meio da protedlise
(GRIVICICH; REGNER; BRONDANI, 2007).

Hashimoto e colaboradores, em 2010, desenvolveram o sistema denominado
IAP-PROTAC, o qual utiliza IAP E3 ligases para poliubiquitinacdo de proteinas como
a CRABP-II (do inglés, Cellular Retinoic Acid-Binding Protein II), cuja funcédo esta
relacionada ao crescimento, diferenciacdo e desenvolvimento da pele humana.

Destaca-se a alta expressdo da CRABP-II em diversos tipos de cancer como de

mama, ovario, estdbmago, utero, melanomas, entre outros (ITOH et al., 2010).
Figura 9: IAP PROTAC com alvo em CRABP-II

Ligante IAP L —— 1
E3 ligase Ligante CRABP-II

Fonte: Adaptado de PEI et al., 2019.

O IAP-PROTAC foi construido pela ligacdo da metil-bestatina (ligante da
enzima IAP-1 E3 ligase) e o ligante de CRABP-II, por meio de uma cadeia de
polietilenoglicol (PEG). Como resultado, a molécula induziu a degradagéo seletiva de
CRABP-II em concentragdes satisfatorias (DING; FEI; LU, 2020).
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5.1.5. CRBN-PROTAC:S:

Simultaneamente a descoberta de pequenas moléculas como PROTACS, foi
identificado o sistema proteico Cereblon (CRBN) que se localiza no citoplasma, nucleo
e membrana periférica do cérebro humano, além de outros tecidos. CRBN apresenta
multiplas func¢des, como acdo no metabolismo, proliferacéo e apoptose celular, além
de possuir um complexo E3 ligase agindo na ubiquitinacdo de proteinas substrato
(SHEN et al., 2021). A proteina CRBN esta diretamente ligada ao mecanismo de
teratogenicidade das “drogas” imunomoduladoras (IMiDs), como talidomida,
lenalidomida e pomalidomida. Retirados do mercado em 1962, associado a ma-
formacdo congénita, identificou-se que a classe IMID possui como alvo a proteina
CRBN, inibindo a acéo dessa proteina no crescimento de fibroblastos, o que ocasiona
a ma formacgédo congénita e deformacdo dos membros (SHI; CHEN, 2017).

A partir desse estudo, descobriu-se, ainda, outras atividades dos IMiD, como
antiangiogénese e efeitos anti-inflamatorios. Além dessas propriedades dos IMiDs, foi
reportada a atividade antimieloma, pois sdo moléculas capazes de se ligar & CRBN
E3 ligase e induzir a degradacdo de lkaros (IKZF1) e Aiolos (IKF3), fatores de
transcricdo de células B importantes para a proliferacéo celular. Assim, a degradacéo
desses dois fatores de transcricdo induz a citotoxicidade em células de mieloma (SHI,;
CHEN, 2017).

Os IMiDs foram reconhecidos, posteriormente, como uma classe de “colas
moleculares degradadoras” (do inglés, Molecular glue degraders) (Figura 10), ou seja,
proteinas que orguestram interacdes diretas entre a ligase E3 ligase e uma proteina
alvo proteina alvo (KOZICKA; THOMA, 2021).

Figura 10: llustracéo da fun¢éo das colas moleculares

Fonte: JEVTIC; HAAKONSEN: RAPE, 2021.
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Essa tecnologia de “colas moleculares” tem resultado na degradacédo de
diversas proteinas associadas a canceres como mieloma multiplo, linfomas e
leucemias e, neste sentido, tem favorecido o estudo de terapias oncolégicas
inovadoras. Até 0 momento, cerca de seis moléculas estdo em estudo clinico, sendo
que trés estdo em fase Il e as demais em fase I|(BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022).

A classe de CRBN-PROTACs também foi estudada em proteinas
bromodominio (BET, do inglés Bromodomain and ExtraTerminal), que sao
responsaveis pelo reconhecimento da acetilagdo de histonas e, ademais, constituidas
pelas proteinas BRD2, BRD3 e BRD4. A expressao de proteinas da familia BET tem
um papel fundamental no desenvolvimento de diversas doencas e, principalmente, no
cancer, pois, como tém sua funcao na transcricdo de genes e regulagéo da cromatina,
participam frequentemente da mutacao e superexpressao de genes relacionados ao
cancer (BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022).

A molécula ARV-825 foi desenhada com o objetivo de induzir a degradacéo de
proteinas BET por meio da ubiquitinacdo dessas proteinas por CRBN E3 ligase. Essa
molécula foi composta por um IMID (pomalidomida), ligante da CRBN E3 ligase, uma
porcao triazolo-tienodiazepina acetamida (OTX015) ligante de BET, e um linker de
polietilenoglicol (PEG) (Figura 11) (ARORA et al., 2021).

Figura 11: Estrutura BET-PROTAC
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Fonte: Adaptado de PEI et al., 2019.

Estudos in vitro demonstraram redugdo dos niveis de BRD2 e BRD4 em
células epiteliais de cancer de mama, diminuicdo dos niveis do gene regulador da
mitose CDC25C, além de um aumento da morte celular programada (ARORA et al.,
2021).
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5.2. Estrutura Cristalina das PROTACSs:

Ainda possuindo como alvo na familia BET desenvolveu-se a primeira molécula
a qual pode-se compreender sua estrutura cristalina complexada ao alvo molecular.
Denominada MZ1 (Figura 12), essa PROTAC possui uma porcao triazolo-
tienodiazepina (JQ1, ligante BET), ligado a um composto ligante de VHL E3 ligase

(denominado VHO032) por meio linker PEG (ZOU; MA; WANG, 2019).
Figura 12: Molécula MZ1
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Fonte: Adaptado de PEI et al., 2019.

Nos resultados celulares foi demonstrada intensa downregulation de BRD2 e
BRD4 em células epiteliais de cancer de mama MDA-MB-231, o que levou,
posteriormente, ao aumento da apoptose celular (ARORA et al., 2021).

A figura 13 ilustra o complexo ternario BRD4-MZ1-VHL E3 ligase. MZ1 se
encaixa nesse complexo entre as duas proteinas, de uma maneira que seus ligantes
facam interac6es com suas respectivas proteinas. JQ1 se encaixa no bolso de ligacao
de acetilisina de BRD4, enquanto o ligante VH032 se liga ma porg¢éo hidroxiprolina da
VHL E3 Ligase. Além dessas interacdes, o linker PEG interage com o loop da BDR4
por meio de interacfes de Van der Waals (GADD et al., 2017). Cabe destacar que
MZ1 dobra-se sobre si mesmo, fazendo com que seu linker PEG figue empacotado

entre um grupo terc-butil do VH032 e o anel cloro-fenil de JQ1.
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Figura 13: Estrutura conformacional do MZ1

Fonte: (CROMM; CREWS, 2017).

6. PROTACS EM DESENVOLVIMENTO CLINICO:

Atualmente, grandes empresas farmacéuticas tém investido em moléculas
PROTACS, dentre eles AstraZeneca, GlaxoSmithKline, Boehringer Ingelheim, Pfizer,
Sanofi e Bayer. Moléculas do tipo degradadoras de proteinas alvo tém sido motivo de
contratos de milhdes a bilhdes de délares. A capitalizacdo total desse mercado no fim
de novembro de 2021 chegou a cerca de US$11 bilhdes (GARBER, 2022).

Em 2019, as moléculas ARV-110 e ARV-471 deram inicio a era dos
degradadores de proteina alvo em terapias humanas. Elas foram as moléculas
pioneiras nos estudos pré-clinicos dessa modalidade e abriram portas para diversas
outras moléculas que, atualmente, estdo em estudos clinicos de fase II. Além dessas
duas moléculas, em 2022, foram rastreadas cerca de nove moléculas em estudos
clinicos de fase | (BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022)

Grande parte dessas moléculas tém sua atividade voltada para degradacéo de
proteinas oncogénicas, em especial para o cancer de mama, em mulheres, e o cancer
de préstata em homens, com alcance em receptores estrogénicos e proteinas do gene
BCR e receptores androgénicos. Entretanto, algumas moléculas tém sido voltadas
para outros tipos de cancer como linfomas, leucemias e tumores sélidos (BEKES;
LANGLEY; CREWS, 2022).

A tabela | apresenta as principais PROTACs desenvolvidas e outras

informacdes relevantes sobre aspectos quimicos, bioldgicos e fases clinicas.
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Tabela 1: PROTACs em desenvolvimento clinico.

ARV-110 AR SETECrGE CRBN Oral Erpl) | MOULEEES

Prostata 612
ARV-471 ER i e CRBN Oral Easel I e

mama 952
Cancer de NCT05080

- AC682 ER e CRBN Oral Fase | 842
Cancer de NCT05067

- ARV-766 AR Prostata - Oral Fase | 140
CC-94676 AR CETEEI 06 CRBN Oral Ermp) | MO

Prostata 78
Tumores sélidos NCT04886

- DT2216 BCL-X e hematolégicos VHL Intravenoso Fase | 62
FHD-609 BRD9 S?'COT""" - Intravenoso Fase | e

sinovial 753

- KT-413 IRAK4 Linfoma CRBN Intravenoso Fase | -
KT-333  STAT3 lumoressolidos : Fase | :
e hematoldgicos

Células B NCT04830

- NX-2127 BTK malignas CRBN Oral Fase | 137
NX-5948 BTL Celulas B CRBN Oral ey | MEUEHR

malignas 022

Fonte: Adaptado de BEKES; LANGLEY; CREWS, (2022).
6.1. ARV-110:

A empresa Arvinas desenvolveu a molécula ARV-110 (Figura 14), uma
PROTAC degradadora de receptores androgénicos no cancer de prostata em estado
metastatico resistente a enzalutamida, um antagonista andrégeno nao esteroide. O
ARV-110 regula de forma negativa genes responsivos ao androgénio, inibindo a
proliferacdo celular e induzindo a apoptose em células dependentes de AR (L.
SNYDER; ET AL., 2021).

Essa molécula possui uma boa biodisponibilidade, possibilitando a
administracéo via oral e demonstrando, em estudos de pré-clinicos, uma degradacéo
maior que 95% de AR em diferentes linhagens celulares com uma resposta dose-
dependente. Seus resultados tém demonstrado alta seletividade para AR, além de

diminuir a sintese de antigeno prostatico especifico (PSA) , sendo considerada
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eficiente para céancer de prostata castracdo-resistente metastatico (MCRPC)
amplificado por AR. Quanto a degradacao de AR em linhagens selvagens, resultados
similares foram demonstrados, porém em doses menores quando comparada a
enzalutamida. Em tumores com resisténcia adquirida, houve inibigcdo do crescimento
tumoral de 70%, e para 0s tumores com resisténcia inerente o crescimento foi inibido

em 100% (SUN; RAO, 2020).
Figura 14: Estrutura ARV-110
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Legenda: A molécula é composta por um ligante de AR (verde), um linker (laranja) e um ligante E3
ligase (azul). Fonte: BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022.

Atualmente, a molécula encontra-se em estudos clinicos de fase Il, os quais
serdo apresentados em 2023. Seu estudo tem seguido com pacientes com cancer
prostético castracado resistente metastético, que ja receberam ao menos duas terapias
anteriores. Esses receberam ARV-110 por via oral uma ou duas vezes ao dia. Seus
objetivos principais sdo avaliar a dose recomendada para ser utilizada, além de
observar a seguranca do ARV-110. Resultados prévios tém demonstrado maior
diminuicdo de PSA em pacientes com mutacdes em genes AR T7878A/S e H875Y,
gquando comparados a pacientes sem mutacbes. Os principais efeitos adversos
relacionados foram nausea (42%), fadiga (27%), vémito (23%), diminuicdo do apetite
(19%), diarreia (15%) e alopecia (19%) (GAO, et al. 2022).

6.2. ARV-471.:

ARV-471 (Figura 15) € uma molécula PROTAC também desenvolvida pela
empresa Arvinas, que recruta CRBN E3 ligases para a destruicdo de receptores de
estrogénio em cancer de mama (ER+/HER-) em estado metastatico avancado, sendo
este receptor considerado o principal regulador na sinalizacdo de estrogénio.
Atualmente, o tratamento padrdo se da com fulvestranto, degradador seletivo do
receptor de estrogénio. No entanto, ARV-471 tem demonstrado, também, potencial

para terapia unica ou em combinacdo com inibidores de CDK4/6 (SNYDER, 2021).
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Figura 15: Estrutura ARV-471
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Fonte: A molécula é composta por um ligante de ER (verde), um linker (laranja) e um ligante E3 ligase
(azul). BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022.

Seus resultados in vivo pré-clinicos demonstraram uma destruicdo de 79% e
88% de ER nas respectivas doses via oral de 10 mg/kg e 30 mg/kg em um periodo de
28 dias, resultando em uma inibicdo de 99% e 106% do crescimento do tumor em
modelos mutantes de genes do receptor de estrogénio mutado, respectivamente
(Figura 16) (SUN; RAO, 2020).

Figura 16: Crescimento do tumor mamario pelo tempo de tratamento
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Fonte: Adaptado de SNYDER, 2021.

O ARV-471 demonstrou maior eficiéncia na degradacao de receptores ER em
estagio clinico em comparagdo ao fuvestranto, que apresenta cerca de 63% de
reducdo desses receptores. Atualmente, o ARV-471 estd em fase Il como monoterapia
e em um estudo de fase 1b, avaliando-o em combinacdo com palbociclibe, inibidor
CDK4/CDK®6, sendo desenvolvido pela Arvinas em conjunto com Pfizer. (BEKES;
LANGLEY; CREWS, 2022).
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Seu ensaio clinico de fase | teve como participantes pacientes com cancer de
mama que receberam terapia endocrina anteriormente, visando avaliar seguranca,
tolerabilidade, dose terapéutica e farmacocinética do ARV-471. Assim, foi realizado
um escalonamento de dose do ARV-471, o qual possuia como dose minima 30mg e
maxima de 700mg, ndo foi atingida uma dose maxima tolerada, além de n&o ser
observada uma toxicidade limitante de dose. Os eventos adversos reportados foram
nausea (24%), fadiga (12%) e vémito (10%). A analise de bidpsia de 12 pacientes
tratados com 30 a 360mg por dia de ARV-471 demonstrou até 90% de degradacéo de

receptores estrogénicos em tumores ER mutantes. (HAMILTON, E, et al. 2022).

7. DESAFIOS DAS PROTACS:

As PROTACSs tém apresentado grande potencial como nova estratégia para
terapias no geral, contudo tem se encontrado alguns obstaculos em seu
desenvolvimento. Como mencionado anteriormente, o ponto chave da degradacéo
mediada pela PROTAC encontra-se no recrutamento da E3 ligase e sabe-se que o
genoma humano abriga mais de seiscentas enzimas ligases. Porém, até o momento,
apenas quatro dessas demonstraram viabilidade para o recrutamento das PROTACs,
tornando essencial a busca por novas enzimas E3 ligase para abranger a utilizacédo
dessa estratégia (BEKES; LANGLEY; CREWS, 2022).

Além disso, até o momento, ndo é claro o desenho racional de PROTACS,
pois € necessaria uma certa especificidade da molécula PROTAC para que essa
realize interacfes suficientes proteina-proteina com seus ligantes e, assim, forme o
complexo ternario. Como sua relacdo estrutura-atividade nao esta totalmente
elucidada torna-se complexo a criagcdo de novas moléculas PROTACs eficientes
(GARBER, 2022)

Um ponto que tem chamado a ateng&o no desenvolvimento das PROTACs é
0s possiveis efeitos toxicos que a degradacgédo de proteinas pode trazer para a terapia,
pois diferentes consequéncias sdo observadas quando comparadas a apenas a sua
inibicdo. Neste sentido, é importante selecionar um alvo seguro que a clivagem nao

levara a produgéo de metabolitos toxicos ao individuo (GARBER, 2022).
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8. MOLECULAS DEGRADADORAS ALVO DIRECIONADAS ALTERNATIVAS:
PERSPECTIVAS

Apesar de possuir um mecanismo promissor para a degradacao de proteinas,
algumas limitacdes podem ser observadas na tecnologia utilizada pelas PROTACs,
dentre elas esta a dependéncia de enzimas E3 ligases e do funcionamento do sistema
UPS, o que impede seu funcionamento em células resistentes ao proteossoma e/ou
gue ndo possuam esses componentes. Assim, surgiram novas tecnologias de
moléculas degradadoras, porém com diferentes alvos e mecanismo de acédo (DING;
FEI; LU, 2020).

Dentre essas novas tecnologias encontra-se a Autophagy Targeting
Chimeras, (AUTACS), que possui abordagem similar a das PROTACs. Neste caso, 0
linker usual € um derivado de guanina, simulando uma S-guanilagdo, o que marca
esse alvo para autofagia, por meio da inducdo da poliubiquitinacdo de K63. Esse
mecanismo ainda ndo esta totalmente elucidado e, desse modo, os efeitos e eficacia
dessa estratégia necessitam de mais estudos (RAMADAS; KUMAR PAIN; MANNA,
2021).

Outra tecnologia alternativa de degradacé&o proteica alvo-direcionada sao as
ATTECs, do inglés Autophagosome-Tethering Compounds. Essas moléculas s&o
independentes do sistema ubquitina proteossoma, pois possuem um ligante que
aprisiona a proteina alvo aos autofagossomos, que ocorre por meio de uma ligacéo
direta entre a proteina alvo e a proteina do fagossomo LC3. Assim, as ATTECs tém
capacidade de degradar moléculas proteicas e nao proteicas reconhecidas pela
autofagia, como moléculas de DNA e RNA, organelas danificadas. Ademais, algumas
das moléculas ATTECs sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefélica
(BHE), despertando um potencial de seu uso para descoberta de farmacos com alvo
no sistema nervoso central (DING; FEI; LU, 2020).

A estratégia Lysossomal Targeting Chimeras (LYTACS), a semelhanca das
anteriores, também sdo funcionais na degradacdo de proteinas intracelulares. Os
lisossomos sdo organelas capazes de degradar acidos nucléicos, polissacarideos e
outros materiais, logo, diferentemente das PROTACs que degradam apenas
determinadas proteinas intracelulares, as LYTACs tém a capacidade de degradar
proteinas agregadas, organelas danificadas e proteinas extracelulares, possuindo

potencial para acdo em canceres e doencas autoimunes (PEI et al., 2021).
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As LYTACs sao compostas por dois anticorpos de ligacdo, uma a proteina de
interesse e um 20 ou 90-mer de manose-6-fosfato, ligando-se covalentemente a este
anticorpo. Assim, a LYTAC se liga a proteina alvo e ocorre um transporte intracelular
por meio de receptores de lisossomos e, dentro da célula, essa proteina seri
degradada via endossomo ou lisossoma (DING; FEI; LU, 2020).

Cada uma dessas tecnologias possui seu proprio mecanismo de acao, além
de apresentarem propriedades diferentes quanto a sua penetracdo celular e
biodisponibilidade oral. Além disso, essas tecnologias sdo mais recentes que a
tecnologia das PROTACSs, o que demonstra menos conhecimento sobre seu modo de
acdo e eficiéncia, ndo possuindo validacéo clinica (Tabela 2) (BEKES; LANGLEY;
CREWS, 2022).

Tabela 2: Caracteristicas de moléculas degradadoras
Modalidade

A PROTACs AUTACs ATTECs LYTACs
terapéutica
Alcance de
undruggable v v v v
proteinas
M_ecanl.smo v v v v
iterativo
Ampla
penetracdo nos v v v v
tecidos
Facmdad? de v v v v
producéo
Biodisponibilidad v v
e oral
Validagéo pré-
clinica, prgva de v v v v
conceito
estabelecida
Validagao clinica v v

Fonte: Adaptado de BEKES; LANGLEY; CREWS (2022).
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9. CONCLUSAO

A partir deste trabalho pode-se concluir que a estratégia das PROTACs tem
se demonstrado uma alternativa bastante promissora, principalmente para terapias
oncologicas. As PROTACs mostraram eficacia em diversos tipos de canceres, em
particular nos canceres de mama e prostata, para os quais ja existem moléculas em
niveis avancados dos ensaios clinicos.

Além disso, a terapia por PROTACS tém apresentado vantagens quando
comparado a terapia tradicional, cuja degradacgao proteica pode ser mais eficiente do
gue a inibicdo da atividade de proteinas. Ademais, a concentracao que € necessaria
para atingir a janela terapéutica das PROTACs tem se demonstrado baixa, o que
mostra um provavel regime terapéutico adequado para pequenas doses.

Contudo, se torna importante mais estudos voltados para essa tecnologia,
para melhor elucidacdo de seu modo de acéo, relacdo estrutura-atividade, quais
interacOes proteina-proteina sdo essenciais para a eficiéncia da PROTAC, bem como
a importancia da formagdo do complexo ternario. Além disso, € necessario ultrapassar
obstaculos como o repertério limitado de E3 ligases, j& que o genoma humano é
composto por seiscentas E3 ligases, porém apenas quatro dessas foram estudadas
para aplicacdo de PROTACSs. Ainda, estudos adicionais sobre os efeitos toxicoldgicos
gue a degradacdo completa de proteinas pode levar ao organismo humano séo
necessarios.

Assim, entende-se que ha um grande potencial no uso PROTACS, sendo uma
estratégia muito eficiente para a terapia de doencas oncologicas, além da
possibilidade de ampliacdo para outras condicbes, como doencas autoimunes,

hematoldgicas e neurodegenerativas.
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