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Structural Characteristics of Protein Kinases and Their Inhibitors in Clinical
Use

Abstract: Protein kinases (PKs) are enzymes responsible for transferring the y-phosphate group from
adenosine triphosphate (ATP) to target proteins, mediating a wide range of signal transduction
pathways and regulating different cellular activities. The deregulation and/or overexpression of
these protein kinases result in inappropriate cellular responses, culminating in the establishment and
development of several diseases, e.g. diabetes, inflammatory diseases and cancer. Since PKs account
for around 22 % of the proteins encoded by the human druggable genome, they have been widely
recognized as promising therapeutic targets for treatment of different diseases. This review details
the main structural features of protein kinases, as well as their physiological functions and inhibitors
in clinical use.
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Resumo

Proteinas cinases (PKs) sdo enzimas responsaveis pela transferéncia do grupo y-fosfato do trifosfato
de adenosina (ATP) para proteinas-alvo, mediando uma ampla gama de transdugbes de sinais e
regulando diferentes atividades celulares. A desregulacdo e/ou superexpressdo dessas proteinas
cinases resulta em respostas celulares inadequadas, culminando no estabelecimento e
desenvolvimento de diversas doengas, e.g. diabetes, doencas inflamatdrias e cancer. Uma vez que
as PKs representam cerca de 22 % das proteinas codificadas pelo genoma humano passiveis de
modulacdo farmacoldgica, sdo amplamente reconhecidas como alvos terapéuticos promissores para
o tratamento de diversas doencas. Esta revisdo detalha as principais caracteristicas estruturais das
proteinas cinases, bem como suas funcgdes fisioldgicas e os seus inibidores em uso clinico.

Palavras-chave: Proteina cinase; cancer; inflamacao; inibidores de cinase.

* Universidade Federal do Rio de Janeiro, Departamento de Farmacos e Medicamentos,
Faculdade de Farmacia, Av. Carlos Chagas Filho, 373, Centro de Ciéncias da Saude, Bloco L
subsolo, sala 23, Cidade Universitaria, CEP 21941-902, Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

1 marialeticia@pharma.ufrj.br

DOI: 10.21577/1984-6835.20180088

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |[No.5| |1280-1303|


http://rvq.sbq.org.br/
mailto:marialeticia@pharma.ufrj.br
http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20180088

Volume 10, NUmero 5 Setembro-Outubro 2018

Revista Virtual de Quimica
ISSN 1984-6835

Caracteristicas Estruturais das Proteinas Cinases e Seus
Inibidores em Uso Clinico

Fernanda P. Pauli,>® Eliezer J. Barreiro,” Maria Leticia de C. Barbosa®“*

2Universidade Federal Fluminense, Centro de Estudos Gerais, Instituto de Quimica. Rua
Outeiro de S3o Batista s/n, Campus do Valonguinho, Departamento de Quimica Organica,
laboratdrio 200, Centro, CEP 24020-150, Niterdi-RJ, Brasil;

® Universidade Federal do Rio de Janeiro, Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBio), Instituto de Ciéncias Biomédicas, Av. Carlos Chagas Filho, 373, Centro de
Ciéncias da Saude, Bloco F segundo-andar, sala F2-16, Cidade Universitdria, CEP 21941-902, Rio
de Janeiro-RJ, Brasil;

¢ Universidade Federal do Rio de Janeiro, Laboratério de Sintese Organica e Quimica Medicinal

(LaSOQuiM), Departamento de Farmacos e Medicamentos, Faculdade de Farmacia, Av. Carlos

Chagas Filho, 373, Centro de Ciéncias da Saude, Bloco A subsolo, sala 34, Cidade Universitaria,
CEP 21941-902, Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

* marialeticia@pharma.ufrj.br

Recebido em 6 de margo de 2018. Aceito para publicagdo em 26 de setembro de 2018

Definicao e Classificacdo das Proteinas Cinases
Etimologia e Tradug¢dao do Termo “Kinase”
Classificagdo das Proteinas Cinases

Estrutura e Conformacgdo das Proteinas Cinases
Fungdo Fisioldgica das Proteinas Cinases

Proteinas Cinases como Alvo Terapéutico

N o u kW NPRE

Inibidores das Proteinas Cinases

7.1. Anticorpos monoclonais
7.2. Inibidores da atividade catalitica no dominio cinase

8. Consideragoes Finais

1. Definig¢do e Classificacdo das grupo y-fosfato do trifosfato de adenosina
Proteinas Cinases (ATP) para proteinas-alvo, mediando uma

ampla gama de transducdes de sinais
responsaveis pela regulacdo de diversas
atividades celulares, e.g. proliferacao,

Proteinas cinases (do inglés, protein sobrevivéncia, apoptose, metabolismo,

kinases - PKs) sdo enzimas que transferem o
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Figura 1. Representacao esquematica da fosforilacdo de proteinas-alvo com a catdlise da PK;
(a) o ATP se liga ao seu sitio de ligagdo na PK em sua conformacéo ativa; (b) a PK promove a
transferéncia do grupo y-fosfato do ATP (na figura demonstrado pelo P em amarelo) para uma
proteina-alvo (substrato proteico)

Estudos pioneiros sobre as proteinas
cinases foram realizados por Edmond Fischer
e Edwin Krebs, por volta de 1956, ano em que
eles relatam o primeiro estudo evidenciando
o papel chave das PKs na sinalizacdo celular.®
Ap0s relatada a importancia dessa classe de
proteinas, Krebs e Fischer foram laureados
com o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina,
no ano de 1992, pela descoberta da
fosforilagdo reversivel como um mecanismo
de regulacdo bioldgica.*

A partir de entdo, os estudos sobre essa
classe de proteinas se intensificaram e, até o
presente  momento, s3o descritas 518
proteinas cinases humanas, as quais
correspondem a aproximadamente 1,7 % de
todos os genes humanos?, representando a
maior familia de proteinas dos eucariotos.®

2. Etimologia e Tradug¢ao do Termo
“Kinase”

O termo do inglés protein kinase é
traduzido para o portugués e encontrado em

artigos cientificos como “proteina cinase”® ou
“proteina quinase”>’, n3o havendo uma
traducdo exclusiva definida em um

compéndio nacional oficial. No entanto, a

traducdo do termo kinase pode ser guiada em
analogia a outras palavras em portugués que
possuem etimologia semelhante. O adjetivo
kinetic (inglés) ou cinético (portugués) vem do
termo grego KINETIKOS que significa “o que
move”, que, por sua vez, é originado do verbo
grego KINEIN que significa “deslocar,
movimentar”. Ja o substantivo kinetics (inglés)
ou cinética (portugués) esta relacionado ao
estudo do movimento e das forgas atuantes

em um corpo em movimento®. Como
exemplo, a palavra do inglés
pharmacokinetics (pharmaco- + kinetics) é
traduzida para o  portugués como

farmacocinética e representa o estudo do
movimento do farmaco no organismo.

Da mesma maneira, ao realizar o estudo
etimoldgico para o termo do inglés kinase,
tém-se o verbo grego KINEIN referente a
“deslocar, movimentar” mais o sufixo quimico
ASE que é referente a enzimas®, condizendo
com a propriedade da enzima em transferir ou
movimentar um grupo quimico fosfato a partir
de uma molécula de ATP para um substrato.
Portanto, a tradu¢ao mais adequada para o
termo em inglés protein kinase seria proteina
cinase.
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3. Classificacao das Proteinas
Cinases

As proteinas cinases sdao classificadas
qguanto a especificidade do aminodcido
hidroxilado a ser fosforilado. Quando a
transferéncia do grupo fosfato é realizada
para residuos de treonina ou serina no
substrato, as PKs sdo classificadas como
serina-treonina cinases. Por sua vez, quando a
fosforilagdo ocorre em residuos de tirosina do
substrato, as PKs sdo classificadas como
tirosina cinases.>®

Outra classificacdo das PKs é relacionada a
sua organizacdo e localizacdo celular, sendo
subdividas em proteinas cinases receptoras e
ndo-receptoras. As  proteinas cinases
receptoras sdo enzimas transmembranares
que sdo obrigatoriamente ativadas por um
ligante extracelular; enquanto as nado-
receptoras sdo enzimas localizadas no
citoplasma, as quais s3do reguladas por
mecanismo diversos. Ambas as classes de PKs
apresentam um dominio cinase que é
responsavel pela atividade catalitica.’

Particularmente no caso das tirosinas
cinases (do inglés, Tyrosine Kinases - RTKs),
nos seres humanos existem cerca de 90 TKs,
dentre as quais 58 sdo tirosinas cinases
receptoras (do inglés, Receptor Tyrosine
Kinases - RTKs) e 32 sdo nao-receptoras (do
inglés, Non-Receptor Tyrosine Kinases -
NRTKs).® Como exemplos de RTKs tém-se o
receptor de insulina e os receptores de fatores
de crescimento, e.g. receptor do fator de
crescimento epidérmico (do inglés, Epidermal
Growth Factor Receptor - EGFR), receptor do
fator de crescimento derivado das plaquetas
(do inglés, Platelet-derived Growth Factor
Receptor - PDGFR) e receptor do fator de
crescimento do endotélio vascular (do inglés,
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-
VEGFR).>° Por outro lado, como exemplos de
NRTKs podem ser citadas as enzimas janus
cinases (do inglés, Janus Kinases - JAKs) e a
cinase de adesdo focal (do inglés, Focal
Adhesion Kinase - FAK).>’
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4. Estrutura e Conformacgao das
Proteinas Cinases

As proteinas cinases apresentam regioes
conservadas em suas estruturas, com
destaque para a presenca de um dominio
cinase caracteristico desta familia de
proteinas, o qual é responsavel pela atividade
catalitica de transferéncia do grupamento -
fosfato do ATP para o substrato. Este dominio
cinase é, por sua vez, caracterizado por
apresentar dois Iébulos ou subdominios. O
[6bulo N-terminal é formado por uma série de
cadeias B e uma a-hélice proeminente,
denominada a-hélice C. O outro subdominio é
o lébulo C-terminal, que varia em tamanho,
sequéncia e topologia, mas é maior do que o
dominio N-terminal e predominantemente a-
helicoidal. Os dois I6bulos se ligam por meio
da regido de ligacdo do ATP, também
denominada hinge (Figura 2).1°' O termo
hinge é traduzido para o portugués como
“dobradi¢a”, sendo referente a conotativa de
gue esta regido é altamente flexivel e estd
localizada entre os dois subdominios que
constituem o dominio cinase das PKs, i.e. os
I6bulos N e C-terminais (vide Figura 2).1%!

Além disso, como mostrado na Figura 2, no
subdominio N-terminal ha um residuo de
aminoacido na cadeia lateral ao hinge
denominado gatekeeper. O gatekeeper é
distinto para as diferentes cinases e é
responsavel por definir o volume do sitio de
ligacdo do ATP. No mesmo lébulo N-terminal
ha também uma regido rica em glicina
(GXGXXG), conhecida como P-loop. O P-loop é
uma alca flexivel considerada determinante
na conformacgdo das cavidades adjacentes ao
hinge.X*>13 A alca de ativacdo ou A-loop é o
principal fragmento regulador da atividade
das proteinas cinases. O A-loop pode variar
significativamente no tamanho e na sequéncia
de aminoacidos entre as subfamilias das PKs.
No entanto, ha uma triade de aminoacidos
conservada em todas as proteinas cinases
conhecida como DFG, constituida pela
sequéncia aspartato (D), fenilalanina (F) e
glicina (G) (Figura 3).%°
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Figura 2. Estrutura geral do dominio cinase das PKs. E demonstrado o I6bulo N-terminal (em
lilds), o l6bulo C-terminal (em azul), a alca rica em glicina (P-loop), a regido do hinge (em verde)
e os aminoacidos Asp-Phe-Gly (DFG) da alca de ativacdo (A-loop) destacados em laranja.
Estrutura disponivel no Protein Data Bank - PDB: 5EW3??, figura gerada no PyMol

Outra regido comum e conservada entre as
PKs é a regido de ligagdo do ATP (Figura 3),
composta por trés principais subsitios: (a)
regido de ligacdo do anel purinico, na qual o
nucleo de adenina do ATP forma duas ligagdes
de hidrogénio com a cadeia principal do
aminoacido denominado hinge; (b) regido de
ligacdo ao aglcar, na qual a pentose do ATP é
acomodada em uma regido hidrofilica; e (c)
regido de reconhecimento dos fosfatos, em
que a cadeia lateral do residuo de aspartato
do DFG coordena o ion Mg?* e direciona os
fosfatos no sitio de ligacdo do ATP. As regides
hidrofdbicas adjacentes ndo sdo utilizadas no
reconhecimento molecular do ATP.%>10

Apesar do hinge ser conservado nas
diversas PKs, essa regido pode adotar
diferentes conformacgdes determinadas pela

alca de ativagdo (A-loop), na qual a
flexibilidade do DFG é critica para modular a
atividade das cinases.'! Quando a PK esta na
sua conformagdo ativa, denomina-se DFG-in;
enquanto que a conformagdao denominada

DFG-out refere-se aquela inativa (Figura
4)_10,11,13

Como pode ser observado na Figura 4, a
conformagdo ativa de uma proteina cinase
(conformacdo DFG-in) é caracterizada pelo
residuo conservado de Asp do DFG apontado
para dentro do sitio de ligacdo a ATP,
enquanto o residuo de Phe esta contido num
canal adjacente hidrofébico. O Asp do DGF é
responsdvel por coordenar os ions Mg¥,
capazes de interagir com os grupos fosfato do
ATP.10
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Figura 3. Representacdo do sitio de ligacdo do ATP: Em rosa é representada a regido de ligacao
da adenina; em amarelo a regido de liga¢cdo da ribose; em laranja a regido de liga¢cdo dos
fosfatos; em verde as regides hidrofébicas adjacentes e em azul o DFG e o sitio alostérico

adjacente ao DFG.
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Figura 4. Sitio de ligacdo do ATP (hinge) e a regido DFG (Asp-Phe-Gly). A proteina na
conformacdo DFG-in na cor verde (Protein Data Bank - PDB: 3WZD) e a proteina na
conformac3do DFG-out na cor azul (Protein Data Bank - PDB: 5EW3)*?
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No entanto, na conformacao DFG-out da
proteina cinase (Figura 4) ha um rearranjo da
alca de ativacdo. Nessa conformacao, a cadeia
lateral do Asp é direcionada para o lado
oposto ao hinge e o grupo fenila da Phe é
direcionado para o interior do sitio de ligacao
do ATP, expondo, por sua vez, mais um sitio
hidrofébico de interacao, i.e. sitio alostérico

Ve

adjacente ao DFG (Figura 5). A posicdo do
residuo de Phe na conformacdo DFG-out
impede estericamente, o ATP de se ligar ao
hinge. Dessa forma, a fosforilacdo de
substratos catalisada por cinases ocorre
apenas quando a PK estd na sua conformacao
DFG-in.>t011
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Figura 5. Representac¢do do sitio de ligagdao do ATP na conformag¢do DFG-out. Em rosa é
representada a regido de ligagdo da adenina; em amarelo a regido de ligagdo da ribose; em
laranja a regido de ligagao dos fosfatos; em verde as regides hidrofébicas adjacentes e em azul
o DFG e o sitio alostérico adjacente ao DFG

Cabe ainda mencionar que, apesar da
regido de ligacdo do ATP e o DFG serem
conservados nas proteinas cinases, os bolsGes
hidrofdbicos adjacentes ao hinge e o sitio
alostérico adjacente ao DFG apresentam
diversidade estrutural significatival?®,
permitindo modular e explorar a seletividade
e atividade de ligantes para as diferentes PKs.>

5. Fungao Fisioldgica das Proteinas
Cinases

As proteinas cinases desempenham
fungdes primordiais em praticamente todas as
etapas do ciclo celular, mediando diferentes
vias de transducdo de sinais e regulando os
processos de proliferacdo e diferenciacdo
celular, metabolismo e apoptose. O
mecanismo modulador abrange fenémenos
variados, podendo envolver desde altera¢des
estruturais na proteina-alvo fosforilada até o
controle transcricional.'®’

Sendo responsaveis por modular diversas
respostas celulares, qualquer alteracdo na
atividade das proteinas cinases pode resultar
em respostas celulares inadequadas.®'®
Diante disso, estd bem estabelecido que a
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desregulacdo ou superexpressdao das PKs se
relaciona a progressao de diversas doencas,
e.g. cancer, diabetes, desordens autoimunes
e/ou inflamatoérias, neuroldgicas e
cardiovasculares.>?°

6. Proteinas Cinases como Alvo
Terapéutico

As proteinas cinases destacam-se como
alvos terapéuticos atrativos, muitos dos quais
validados terapeuticamente, representando
22 % do genoma humano passiveis de
modulagdo farmacolégica.??2

Ademais, a prova de conceito para
validacdo de novas proteinas cinases como
alvos terapéuticos no tratamento de doencgas
é vidvel a nivel bioquimico, celular e por meio
do emprego de modelos animais.?®

7. Inibidores das Proteinas Cinases

Inimeros esforgos de pesquisa tém sido
extensivamente dedicados a modulagdo
farmacoldgica da atividade de diferentes PKs
relevantes como alvos terapéuticos no
tratamento de doengas.

As duas principais abordagens utilizadas
sdo o desenvolvimento de anticorpos
monoclonais especificos capazes de se ligarem
ao dominio extracelular das PKs receptoras e
a identificacdo de micromoléculas capazes de
atuarem como inibidoras da atividade
catalitica no dominio cinase intracelular
destas proteinas (Figura 6). Particularmente
no caso das PKs ndo-receptoras, a modulacao
é exclusivamente realizada através de
inibidores do dominio cinase.?

7.1. Anticorpos monoclonais

Pauli, F. P. et al.

Uma forma de controlar a atividade das
PKs receptoras (vide item 3) é por meio do uso
de anticorpos monoclonais (do inglés,
Monoclonal Antibodies - mAbs) capazes de se
ligarem ao dominio extracelular dessas
cinases transmembranares, a exemplo das
tirosinas cinases receptoras de fatores de
crescimento. Em alguns casos, por outro lado,
os mAbs podem ser direcionados para se
ligarem ao ligante extracelular responsavel
pela ativacdo da PK receptora, i.e. ligacdo
direta ao fator de crescimento.” 3

De maneira geral, esses mAbs atuam por
meio do bloqueio da interagcdo ligante-
receptor responsavel pela ativacdo das PKs
receptoras, inibindo, consequentemente, a
sinalizagdo celular induzida pelo ligante na
superficie celular, e.g. um fator de
crescimento. Adicionalmente, os complexos
mAbs-receptor poderdo ser internalizados e
degradados, culminando na modulagdo
negativa (down-regulation) das cinases em
questdo.”?

Podem ser mencionados como exemplos
de anticorpos monoclonais aprovados pela
agéncia regulatoria norte-americana FDA (do
inglés, Food and Drug Administration) o
trastuzumabe (Herceptin® - Genentech Inc.),
desenvolvido como inibidor da tirosina cinase
receptora HER2 e aprovado no ano de 1998
para o tratamento de cancer de mama
metastatico HER2+ %3; e o olaratumab
(Lartruvo - Eli Lilly), um inibidor da tirosina
cinase receptora PDGFR-a (do inglés, platelet-
derived growth factor receptor o) aprovado no
ano de 2016 com indicacdo terapéutica no
tratamento de sarcoma.? Por sua vez, o
bevacizumab (Avastin® - Roche) é um ligante
direto do fator de crescimento VEGF (do
inglés, vascular endothelial growth fator), o
qgual impede a ativagdo do seu receptor alvo
VEGFR (do inglés, vascular endothelial growth
fator receptor). Este mAbs foi aprovado no
ano de 2004, sendo empregado no
tratamento de cancer colorretal metastatico,
cancer de pulmao de células ndo pequenas,
cancer de mama metastdtico e carcinoma
metastatico de células renais.?
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Figura 6. Abordagens mais comumente utilizadas na modulagdo farmacoldgica da atividade
das proteinas cinases. Os anticorpos monoclonais podem modular a atividade das PKs
receptoras por meio da ligacdo com o seu dominio extracelular. Por sua vez, no ambiente
intracelular, micromoléculas ATP-miméticas podem modular a atividade catalitica das PKs ao
se ligarem no sitio de ligacdo do ATP, localizado no dominio cinase intracelular. Em alguns
casos, o dominio cinase pode ainda ser modulado por inibidores alostéricos (ATP nédo-
competitivos)

Entretanto, embora o desenvolvimento de
farmacos biotecnoldgicos, comumente
denominados biofdrmacos, represente um
avango expressivo para o tratamento do
cancer, a exemplo dos anticorpos
monoclonais inibidores de tirosina cinases
receptoras, estas terapias apresentam
algumas limitagGes gerais associadas ao seu
emprego na clinica, e.g. o alto custo de
producdo industrial, o qual reflete em preco
comercial elevado; além da via de

administragdo injetavel, restrita ao ambiente
hospitalar.2®

Além disso, também tem sido
observado aparecimento de resisténcia
durante uso clinico dos biofarmacos em
questdo, com reincidéncia e eventual
progressdo da doencga, principalmente
qguando empregados individualmente.
Deste modo, os anticorpos monoclonais
inibidores de proteinas cinases sao
comumente administrados em
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associacdo, visando a prevencdo do
desenvolvimento de resisténcia.>’

7.2. Inibidores da atividade catalitica no
dominio cinase

A outra abordagem farmacoldgica
empregada na regulacdo da atividade das PKs,
baseia-se em moléculas ATP-miméticas ou
alostéricas capazes de inibir a atividade
catalitica no seu dominio cinase intracelular.”®
Diversos inibidores desse tipo estdo
disponiveis na clinica ou em desenvolvimento
em estagios de ensaios clinicos. Até o
presente momento, 38 substancias que atuam
como inibidoras de proteinas cinases através
desse mecanismo foram aprovadas pela
agéncia regulatéria norte-americana FDA -
Food and Drug Administration, cujas

estruturas estdo demonstradas na Figura 7.%
28-37

Cabe destacar que o mercado
farmacéutico mundial desta classe de
importantes farmacos observou expressivo
crescimento nesta década, passando de ca.
USS 28,1 bilhdes em 2010, para USS 40,3 em
2016, o que representa um crescimento anual
de 6,7 %, em média.*®

O primeiro inibidor de proteina cinase
aprovado pelo FDA foi o imatinibe (1, Figura
7). Este farmaco foi aprovado em 2001, tendo
sido inicialmente descoberto como inibidor da
proteina Bcr-Abl (tirosina cinase resultante
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dos genes Bcr e Abl). No entanto, atualmente
é descrito também como inibidor de PDGFR-a
e B e c-Kit. O imatibine foi aprovado para uso
clinico no tratamento de um raro tipo de

cancer denominado leucemia mieloide
cronica.>®
Assim como o imatinibe, outros 35

inibidores de PK apresentam suas aprovacoes
clinicas relacionadas ao tratamento de
diferentes tipos de cancer (vide Grafico 1). No
entanto, dois inibidores foram aprovados para
aplicacdes clinicas n3o-oncogénicas,!' e.g.
tofacitinibe (18, Figura 7) e o nintedanibe (26,
Figura 7). O tofacitinibe, inibidor de JAK-3, foi
aprovado no ano de 2012 para o tratamento
de artrite reumatoide®® e em dezembro de
2017 foi aprovado em associagdo no
tratamento de artrite psoridtica.®* Ja o
nintedanibe (26, Figura 7), inibidor de VEGFR,
PDGFR e FGFR (do inglés, fibroblast growth
factor receptor), foi aprovado em 2014 para o
tratamento de fibrose pulmonar
idiopatica.*>*3

Estas micromoléculas que atuam como
inibidoras da atividade catalitica de proteinas
cinases sdo classificadas de acordo com o
modo de interagdao com o dominio cinase da
proteina alvo, sendo divididas em inibidores
reversiveis e irreverssiveis.** Por sua vez, os
inibidores reversiveis sdo sub classificados em
tipos I, Il, lll ou IV de acordo com seu sitio de
ligacido e modo de interacdo no dominio
cinase da proteina,*® conforme serd
detalhado a seguir.

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |[No.5| |1280-1303|



Pauli, F. P. et al.

(1) Imatinibe (2001)

\o/\/o N\ﬁ
/O\/\O /N
HN =
(3) Erlotinibe (2004)
H
O N
NH
o0l /
/\N/\/N F
(0]

\ 0 "
/S N
o N
\ HN
(7) Lapatinibe (2007) (o)

(11) Vemurafenibe (2011)

K\N/\/\O _N

(0] HN\O:CI
(2) Gefitinibe (2003) F

NN
N
oJA LY
o cl
_NH CF3

(4) Sorafenibe (2005)

HN—«]\H/IE

(6) Dasatinibe (2006)

o—/—N

CF3

Q*O Sy

NH (8) Nilotinibe (2007)

/

L
(10) Vandetanibe (2011) F Br

cl
Oty 0
= O ¢
»
N NH,

(12) Crizotinibe (2011)

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |[No.5| |1280-1303|



D‘/ q Pauli, F. P. et al.
N\\ \N/\
K/N\/\/O N«
_N
N7 \Om
— AN
\ HN N O
N N\ NH D[
\=N cl ¢]

(13) Ruxolitinibe (2011) (14) Bosutinibe (2012) (15) Axitinibe (2012)

N

o) | /\ -~ o

‘ Z

CFs QN HN CFy ~,
o) cl \ N
&1 : '

” H (17) Ponatinibe (2012)

(16) Regorafenibe (2012)

N

VN |9 Sy
/ O

QN OQ\N
— o) F
N?ﬁH B \©\ o 0 Q/ A
Ny N/ N%N (20) Trametinibe (2013)
H H

(18) Tofacitinibe (2012)

(19) Cabozantinibe (2012)

e O
éfs @A([ %; <,
f @ O

(21) Dabrafenibe (2013)
(23) Ibrutinibe (2013)
(22) Afatinibe (2013)

xﬁ
. O
R N
/>“"(—N:\
N HN—\ N
/
N (25) Ceritinibe (2014) K/N\)k /©/
(24) Idelalisibe (2014)

(26) Nintedanibe (2014)

Cl

NH o
\\

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |[No.5| |1280-1303|



Pauli, F. P. et al. D‘/ q

(0] N
O ; 7
H,N =
OH
°o o . FI;Y”
0O W
N N
H /@[

F

(27) Lenvatinibe (2015) (29) Cobimetinibe (2015)
\”J\%J;&
NH

(28) Palbociclibe (2015)

|
N/\/N\
|

/\H/NH
(0]
(30) Osimertinibe (2015)

(36) Copanlisibe (2017)

F
N X N= \/g
: o E)" </
(37) Abemaciclibe (2017) F

(38) Acalabrutinibe (2017)
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até 2017
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Aplicagao clinica

Grafico 1. Relagao das aplicagdes clinicas dos farmacos inibidores do dominio catalitico de PKs
aprovados pelo FDA até o presente momento. Em cor laranja estdo especificados os diferentes
tipos de cancer para os quais estes inibidores foram aprovados. Em azul e verde, estdo
destacadas as duas aplicacGes clinicas nao relacionadas ao tratamento do cancer. Cabe
destacar que um Unico farmaco pode ter sido aprovado (em associa¢do ou ndo) para mais de
uma aplicagdo clinica.

7.2.1. Inibidores do tipo |

Inibidores do tipo | sd3o também
conhecidos como inibidores “ATP-
competitivos”, pois interagem no sitio de
ligacdo do ATP no dominio cinase da proteina
em sua conformacdo ativa (conformacao DFG-
in). O sitio de reconhecimento molecular dos
inibidores do tipo | é a regido do hinge, mas os
mesmos podem também explorar os canais
hidrofébicos adjacentes (Figura 3, bolsGes
hidrofdbicos | e ), visando um incremento de
poténcia e uma maior seletividade. Ainda no
que se refere ao quesito seletividade, os
inibidores do tipo | comumente exploram a
variacdo do tamanho, forma e polaridade do

residuo gatekeeper entre as diferentes
PKs.1115 Como exemplo de inibidores de
proteinas cinases do tipo | aprovados pelo FDA
(Figura 8), tem-se o gefitinibe® (2), o
sunitinibe*® (5) e o dasatinibe*” (6). O
gefitinibe, inibidor de EGFR, foi aprovado para
o tratamento de pacientes com cancer de
pulmdo de células ndo pequenas (do inglés,
non-small cell lung cancer - NSCLC).*® O
sunitinibe, inibidor de VEGFR e PDGFR, foi
aprovado para o tratamento de tumores
estromais gastrointestinais e cancer de rim,*
e, por sua vez, o dasatinibe, um inibidor de
Bcr-Abl, foi aprovado para o tratamento de
leucemia.>®
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Figura 8. Exemplo de inibidores do tipo | aprovados pelo FDA e seus alvos terapéuticos
principais: gefitinibe (PDB: 4122)%', sunitibine (PDB: 3GOE)*? e desatinibe (PDB: 2GQG)*3. E
representado o modo de ligacdo proposto para cada inibidor baseado nas estruturas
cristalograficas depositadas no Protein Data Bank (PDB). Na cor em rosa sdo representados os
grupos responsaveis pela ligagdo com o hinge e em verde as subunidades estruturais
acomodadas no bolsdo hidrofébico

Uma subclassificacdo dos inibidores do  2-lenvatinibe (PDB code:

3WzD)*

tipo | sdo os inibidores do tipo 1%, que
interagem no hinge das PKs em uma
conformagdo DFG-in, porém se diferenciam
dos inibidores do tipo | propriamente ditos no
que se refere ao modo de interacdo.1%!
Como exemplo de inibidor de PK do tipo 1%
aprovado pelo FDA tem-se o e o lenvatinibe
(27, Figura 9)**. O lenvatinibe, inibidor de
VEGFR, c-Kit, PDGFR e FGFR, foi aprovado
inicialmente em 2015 para o tratamento de
carcinoma papilifero da tireoide e, em 2016,
foi também aprovado em associagdo no
tratamento de carcinoma de células renais. A
estrutura cristalografica do complexo VEGFR-

demonstrou que este inibidor se liga ao
VEGFR-2 na sua conformagdo DFG-in. No
entanto, devido ao reduzido volume
associado ao anel ciclopropila, o mesmo
consegue ser acomodado no sitio alostérico
adjacente ao DFG, realizando uma interagao
hidroféobica (CH-m) com o residuo de
fenilalanina da triade Asp-Phe-Gly. Dessa
forma, o lenvatinibe ndo se enquadra na
defini¢ao cldssica do inibidor do tipo | ou do
tipo I, apresentando um modo de ligagcdo
distinto capaz de interagir com o sitio
alostérico adjacente ao DFG do VEGFR-2 em
uma conformacdo DFG-in.>
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Figura 9. Exemplo de inibidor do tipo 1% aprovado pelo FDA: lenvatinibe. A) Estrutura do
lenvatinibe, sendo representado na cor em rosa o grupo responsavel pela ligagdo com o hinge;
em verde a subunidade estrutural acomodada no bolsdao hidrofébico, e em azul o grupo
acomodado no sitio alostérico adjacente ao DFG; B) é representado o modo de ligagcdo
observado para o inibidor baseado na estrutura cristalografica depositadas no Protein Data
Bank (PDB: 3WZD), figura gerada no PyMol

7.2.2. Inibidores do tipo Il

Os inibidores do tipo I, por sua vez, inibem
a PK na conformacdo DGF-out inativa. O sitio
do reconhecimento  molecular desses
inibidores é o hinge, podendo explorar os
canais hidrofobicos acessiveis, além de
alcancarem o canal hidrofébico adjacente ao
DFG. Na conformacdo DFG-out, o residuo de
fenilalanina é direcionado para o hinge,
possibilitando o acesso a canais hidrofdbicos
inacessiveis na conformacdo DFG-in.1%1055
Dessa forma pode-se obter melhores perfis de
seletividade com os inibidores de tipo Il frente

os inibidores do tipo I, uma vez que os
aminoacidos dos canais  hidrofébicos
adjacentes ao hinge sao menos conservados
do que aqueles presentes no sitio de ligacdo
do ATP.>**%5 Exemplos de inibidores de
proteinas cinases do tipo Il aprovados pela
FDA s3o o sorafenibe®® (4) e o nilotinibe>>®
(8), representados na Figura 10. O sorafenibe,
inibidor de VEGFR, B-Raf, c-Kit, PDGFR e FTL3,
foi aprovado para uso clinico no de 2005 para
o tratamento de carcinoma de células renais e
cancer de figado®® e em 2013 sua aprovacio
foi indicada ao tratamento de cancer de
tireoide.®® O nilotinibe, inibidor de Bcr-Abl
cinase, foi aprovado no ano de 2007 para o
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tratamento de leucemia mieloide crénica em
pacientes resistentes ou intolerantes a terapia
anterior com imatinibe.>®
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hinge
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sitio alostérico
adjacente ao DFG
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(4) Sorafenibe (2005)

VEGFR, B-Raf
c-Kit, PEGFR,
FLT3 sitio alostérico
CF3 adjacente ao DFG
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hinge /Q)L
QL

(8) Nilotinibe (2007)
Bcr-Abl

Figura 10. Exemplo de inibidores do tipo Il aprovados pelo FDA e seus alvos terapéuticos
principais: sorafenibe (PDB: 3WZE)® e nilotinibe (PDB: 3CS9)®™. E representado o modo de
ligacdo proposto para cada inibidor baseado nas estruturas cristalograficas depositadas no

PDB. Na cor em rosa é representado o grupo responsavel pela ligagdo com o hinge; em verde a
subunidade estrutural acomodada no bolsao hidrofdbico, e em azul o grupo acomodado no
sitio alostérico adjacente ao DFG

7.2.3. Inibidores do tipo Il

No caso dos inibidores do tipo Ill, o
reconhecimento molecular ocorre
exclusivamente em um sitio alostérico
adjacente ao hinge, sem nenhuma interacao
com o sitio de ligacdo do ATP. Esses inibidores
apresentam vantagem de garantir maior
seletividade, uma vez que se ligam a sitios
alostéricos, além de serem considerados
inibidores “ATP-ndo competitivos”, pois nao
apresentam nenhuma interagdo com o sitio de
ligacdo do ATP. Apesar da regido do hinge ser
altamente conservada entre as PKs, os sitios
alostéricos adjacentes podem possuir uma

grande diversidade estrutural, sendo este,
portanto, um dos maiores desafios na busca
de novos inibidores tipo Ill. Ademais, a
habilidade destes sitios em modular a
atividade catalitica da PK é, em geral,
desconhecida até o momento em que o
modulador alostérico é descrito. Por este
motivo, moduladores alostéricos de PKs
conhecidos até entdo foram identificados por
estratégias de triagem robotizada.'3>*52

O trametinibe®® (20, Figura 7) e o
cobimetinibe® (29, Figura 7) s3o os Unicos
inibidores de PK do tipo Ill aprovados pela FDA
até o presente momento. Ambos inibidores
tém como alvo terapéutico a cinase MEKi e
foram descobertos pela técnica de triagem
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por HTS (do inglés, High-throughput
screening). O trametinibe tem seu uso clinico
relatado no tratamento de melanoma, sendo
também aprovado em associacdo ao
dabrafenibe (21, Figura 7) para o tratamento
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de melanoma avancado.®® O cobimetinibe foi
aprovado para uso em associacdo com o
vemurafenibe (11, Figura 7) no tratamento de
melanoma avancgado.®®

A)
o) Sitio alostérico
‘—/< adjacente ao DFG

MEKI MEKi

\ O
N
N F
¢
HQ N—{ HN I
HO—/_—/ E
TAK-733

Figura 11. A) Exemplos de inibidores do tipo Il aprovados pelo FDA: trametinibe e
cobimetinibe; B) representado o modo de ligacdo proposto para o trematinibe baseado na
estrutura cristalografica depositada no PDB do seu analogo TAK-733 com a proteina cinase

ativada por mitdgeno - MAPK (PDB: 3PP1)% juntamente com o ATP. Na cor em rosa é
representada a regido da adenina; em amarelo a regidao da ribose; em laranja a regido de
ligacdo dos fosfatos e em azul o sitio alostérico adjacente ao DFG

7.2.4. Inibidores do tipo IV A categoria dos inibidores do tipo IV se
refere aqueles inibidores alostéricos cujo
reconhecimento molecular ocorreria num
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sitio distante do hinge, o qual nao
apresentasse nenhum contato espacial com o
sitio de ligacdo do ATP.%1* N3o h3a inibidores
de PKs do tipo IV aprovados pelo FDA até o
presente momento.n*

7.2.5. Inibidores irreversiveis

Além destes inibidores reversiveis, ha
outra classe de inibidores denominados
irreversiveis, capazes de interagir com a
proteina alvo através da formacgao de ligacdo
covalente. Esses inibidores sdo planejados
com fragmentos eletrofilicos presentes em
suas estruturas, sendo responsdveis por
interagirem com um residuo nucleofilico de

0 3
TN
3 | ¢) HN
N F
N cl

(22) Afatinibe (2013)

EGFRwt, HER2
EGFR L858R/T790M

Ve

cisteina no hinge das PKs''12027 Como
exemplos de inibidores covalentes de PKs
aprovados pelo FDA tém-se o afatinibe®® (22),
o ibrutinibe® (23) e o osimertinibe’®’* (30),
demostrados na Figura 12. O afatinibe, um
inibidor de HER2 e EGFR selvagem ou com as
mutacBes T790M e/ou L858R, foi aprovado
em 2013 para uso clinico no tratamento de
NSCLC.®® Neste mesmo ano, o ibrutinibe,
inibidor de BTK (do inglés, bruton's tyrosine
kinase), foi aprovado para o tratamento de
linfomas, leucemia mieloide e leucemia
linfoblastica aguda.®® Mais recentemente, no
final do ano de 2015, o osimertinibe, um
inibidor seletivo de EGFR mutante T790M, foi
aprovado para o tratamento de NSCLC em
pacientes ndo responsivos ao tratamento com
farmacos de primeira e segunda geracdo.*

HoN AN

(23) Ibrutinibe (2013)
BTK

(30) Osimertinibe (2015)
EGFR L858R/T790M

Figura 12. Exemplo de inibidores covalantes aprovados pelo FDA: afatinibe (PDB: 4G5J)"?,
ibrutinibe (PDB: 5P9J)7? e osimertinibe (PDB: 4ZAU)’*. E representado o modo de ligagdo
proposto para cada inibidor, baseado nas estruturas cristalograficas depositadas no PDB. Na
cor em rosa os grupos responsaveis pela ligacdo com o hinge e em verde as subunidades
estruturais acomodadas no bolsdo hidrofébico. Os grupos eletrofilicos destacados na linha
tracejada vermelha sdo responsaveis pela formacdo de ligacdo covalente com residuos de
cisteina nucleofilicos presentes nas PKs
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8. Consideragodes Finais

As proteinas cinases sdao enzimas que
promovem a fosforilacdo de proteinas-alvo
responsdveis por mediar uma série de
respostas celulares. A desregulacdo ou
superexpressdao dessas proteinas é relatada
no estabelecimento e progressiao de
diferentes doencas, e.g. cancer, doengas
inflamatdrias e diabetes. O controle da
atividade catalitica das PKs ja é considerado
uma estratégia terapéutica validada e
promissora.”

Esforcos cientificos foram extensivamente
dedicados nas ultimas décadas para permitir a
modulagdo farmacoldgica da atividade das
proteinas cinases. Uma das abordagens
farmacolégicas amplamente empregadas para
este fim baseia-se em micromoléculas capazes
de inibir o dominio cinase catalitico
intracelular.

Atualmente, sdo relatados 38 inibidores
aprovados pela FDA, além de diversos
protétipos em fase de estudos clinicos,
apresentando diferentes padrdes estruturais
e perfis farmacolégicos, acompanhados por
um numero crescente de publicacGes sobre as
proteinas cinases como alvos terapéuticos no
tratamento de doencas, principalmente o
cancer.

Nesse contexto, considerando-se a
importancia das PKs para o estabelecimento
de diferentes doencas e levando-se em conta
que 22 % das proteinas codificadas pelo
genoma humano passiveis de modulagdo
farmacoldgica correspondem a PKs, a busca
por novos inibidores dessas proteinas é
considerada um mercado oportuno e
desafiador. Neste ambito, as oportunidades
caminham junto com os riscos e ainda ha
muito a ser explorado na busca pelo ajuste
adequado entre a eficacia e a seletividade,
além de ser necessario minimizar o potencial
desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento durante o uso clinico.

Desde a aprovacao do imatinibe pelo FDA
em 2001, como a primeira micromolécula
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inibidora de PK, o numero de farmacos
atuando por este mecanismo tem aumentado
a cada ano, com um recorde de sete novas
aprovacdes em 2017. Os préximos anos
certamente prometem ainda mais avancos e o
surgimento de novos desafios a serem
respondidos.
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