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Abstract: This paper describes recent information on protein tyrosine kinases and their importance as
molecular targets in cancer therapy, as well as the challenges involved in selective binding of drugs while
overcoming resistance. Special attention is given to X-ray diffraction studies of enzyme-inhibitor co-crystals,
which have demonstrated new binding modes of the second generation of anticancer drugs, tyrosine kinase
inhibitors.

Keywords: Protein tyrosine kinases; cancer; anticancer

Resumo

Este trabalho descreve informagdes recentes sobre as proteinas tirosinas quinases e sua importancia como
alvos moleculares na terapia do cancer. Atencdo especial é dada aos estudos de difracdo de raios-X de
complexos inibidores-enzimas que elucidaram novos modos de ligagdo da segunda geragdo de farmacos
anticancer, inibidores de tirosinas quinases.
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1. Introdugao

As proteinas tirosinas quinases (PTKs, do inglés
Protein Tyrosine Kinases) sdo responsaveis pela
transferéncia do grupo 7y-fosfato do trifosfato de
adenosina (ATP) a grupos hidroxila de residuos de
tirosina a grupos e substratos protéicos. Dessa forma,
as PTKs sdo responsaveis pela fosforilagdo e,
conseqiente, modulacdo da atividade enzimatica.
Essa acdo cria sitios de ligagdo para o recrutamento
de proteinas sinalizadoras e deflagracdo de uma série
de eventos fisioldgicos importantes.! Essas proteinas
possuem um papel central na transducao do sinal,
agindo como um ponto de apoio em uma rede
complexa de moléculas sinalizadoras
interdependentes que afetam a transcri¢do génica no
nucleo, estando relacionadas a processos
fundamentais, como o ciclo celular, a proliferagao,
diferenciagao, mobilidade e a sobrevivéncia ou morte
celular.!
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A ligacdo das proteinas tirosinas quinases com o
cancer estd bem estabelecida, tendo sido
demonstrado que PTKs-chave se encontram
desreguladas em tumores, mantendo a fosforilagdo,
que leva os sinais de transducdo a um estado
permanentemente ativado.”> Uma pesquisa na base
de dados Scopus (http://www.scopus.com), no
periodo 1990-2009, mostra o numero de citagées com
as palavras-chave Tyrosine Kinase e Tyrosine Kinase
and Cancer, comprovando a crescente importancia do
estudo dessas proteinas (Figura 1).

Devido a organizagdo celular diferenciada, as PTKs
sdao geralmente divididas em proteinas quinases
receptores (RTKs, do inglés Receptor Tyrosine Kinases)
e proteinas quinases ndo-receptores (NRTKs, do inglés
Non-Receptor Tyrosine Kinases). Exemplos das RTKs,
sdo o receptor de insulina e receptores do fator de
crescimento (GFRs), como o receptor do fator de
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crescimento epidérmico (EGFR), receptor do fator de
crescimento de fibroblastos (FGFR), receptor do fator
de crescimento derivado das plaquetas (PDGFR) e
receptor do fator de crescimento do endotélio

Vq

vascular (VEGFR).* Exemplos das PTKs n3o-receptores,
gue sdo componentes intracelulares, sdo as proteinas
Src, Jak, Abl, Fak, Fps, Csk, Syk e Btk.’
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Figura 1. Namero de citacGes no periodo de 1990 a 2009 relacionadas as proteinas tirosinas quinases (PTKs) e
cancer

2. Estrutura e fungao das tirosinas
guinases receptores (RTKs)

As RTKs tém um papel importante ndo apenas
como reguladores-chave de processos celulares
normais, mas também no desenvolvimento e na
progressdo de varios tipos de cancer. A amplificacdo
genética, a super-expressio de RTKs ou ainda
alteragbées funcionais causadas por mutacdes nos
genes correspondentes, entre outros fatores,
contribuem para a sinalizag¢do constitutiva, resultando
no crescimento celular desregulado e cancer.®®
Estruturalmente, as RTKs possuem um dominio
extracelular, um dominio intramembranar e um
dominio quinase intracelular, entre outros. Portanto,
essas proteinas ndao sdao apenas receptores de
superficie celular, mas também funcionam como
enzimas tirosinas quinases, sendo ativadas pela
ligacdo do ligante ao dominio extracelular, seguido de
dimerizagdo dos receptores, facilitando a fosforilagdo
no dominio citoplasmatico.” A Figura 2 mostra um
esquema simplificado do mecanismo de ativacdo do
EGFR, seguido de ativacdo da proteina RAS e da via
das MAPKs (do inglés mitogen activated protein
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kinase), levando, em Uultima instancia, a ativacdo de
proteinas (como as ciclinas) no nucleo e a divisdo
celular (Figura 2).

Devido a importancia bioldgica das RTKs nos
processos de sinalizagdo celular, a sua atividade
catalitica deve ser controlada rigorosamente. Alguns
dos processos de regulacdo dessas proteinas sdo
realizados pelo dominio quinase, pois o estado de
fosforilagdo  controla a  atividade  quinase
diretamente.™ Além disso, o estado de fosforilagio
das tirosinas do receptor influencia a ligagdo de
substratos e outras moléculas adaptadoras, estando
também ligado a agdo reguladora de proteinas
fosfatases.’”** Finalmente, outra forma de regulagdo
da atividade das RTKs nas células é a diminui¢Go do
numero de receptores, que acontece apds ligacao do
ligante ao RTKs, acelerando a endocitose dos
complexos formados.'* A Figura 3 ilustra o receptor de
insulina, em complexo com seu substrato peptidico
(Y(PO)) e um andlogo do ATP (AM1-PMP)," estando
fosforilado no residuo de tirosina 1163."

61


http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase

LYa

Dimero
Inativo

EGFR,,-'.
111
4

Fosforilagdo de
proteinas @

Membrana
Nuclear ,

Avila, C. M.; Romeiro, N. C.

Membrana
Celular

waw =Lligante

= Dominio Extracelular

= Dominio Intramembranar

I = Dominio Quinase

Figura 2. Mecanismo simplificado de ativacdo do EGFR [adaptado da Ref. 10, Copyright © 2009, com permissao
da International Journal of Medical Sciences]
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Figura 3. Receptor de insulina fosforilado em complexo com seu substrato peptidico (Y(PO)) e analogo do ATP
(AM1-PMP)."* Em destaque, os residuos do dominio catalitico e o residuo de tirosina fosforilado (PY1163).'® Os
atomos de hidrogénio foram eliminados para facilitar a visualizagdo da figura

3. Estrutura e fungao das tirosinas
quinases nao-receptores (NRTKs)

As tirosinas quinases ndo-receptores (NRTKs)
tém localizagdo citoplasmdatica e apresentam
variabilidade estrutural considerdvel. Possuem um
dominio quinase e freqlientemente possuem varios
dominios sinalizadores adicionais ou dominios de
interagdo proteina-proteina, tais como SH2
(dominio de homologia a src 2), SH3 (dominio de
homologia a src 3) e PH (dominio de homologia com
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a pleckstrina, do inglés Pleckstrin Homology).'®

dominio tirosina quinase possui cerca de 300
residuos e consiste de um lobo N-terminal formado
por 5 folhas beta e uma hélice alfa, enquanto que o
dominio C-terminal é formado principalmente por
hélices alfa. O ATP se liga na cavidade entre os dois
lobos e a seqiiéncia que contém o residuo de
tirosina da proteina-substrato interage com os
residuos do lobo C-terminal.” A Figura 4 mostra a
estrutura da tirosina quinase fak, assim como seus
elementos estruturais e de interacdo com o
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Figura 4. Estrutura da PTK fak, assim como seus elementos estruturais e de interacdo com o substrato ATP.?%*

Residuos em verde estdo localizados na regido hinge, de dobradura, que conecta os dominios N- e C- terminais;
residuos em amarelo compdem a regido conservada DFG na alga catalitica (Aspartato/D, Fenilalanina/F,
Glicina/G) do dominio quinase. O residuo de tirosina, catalitico, estd em amarelo, préximo a alga de ativagdo. Os
atomos de hidrogénio foram eliminados para facilitar a visualizacdo. Liga¢des hidrogénio estdo representadas
por linhas pontilhadas amarelas

A ativacdo das NRTKs é complexa (Figura 5), associacdo e ativacdo de uma série de moléculas PTKs
envolvendo interagOes heterdlogas proteina-proteina  solUveis e presentes no meio intracelular (e.g.,
para permitir a trans-fosforilagio. Por exemplo, pode  p53/p56*, p60°°, p70“"). As quinases src, por
ocorrer a ligacdo de um ligante extracelular a um  exemplo, estdo envolvidas no crescimento celular e a
receptor ndo proteina tirosina quinase (e.g., uma atividade das fak estd associada a adesdo celular
citocina se ligando a um receptor de citocinas) ou a  (Figura 5).*
ativacdo de receptor de células T, levando a
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Figura 5. Esquema mostrando alguns mecanismos de ativagdao das NRTKs
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4. Inibidores de tirosinas quinases (TKls)

Varios inibidores de tirosinas quinases (TKls, do
inglés Tyrosine Kinase Inhibitors) com atividade
antitumoral encontram-se disponiveis (Tabela 1).
Entre eles, o imatinibe (Gleevec®),” que teve grande
destaqgue quando do seu lancamento para o
tratamento da leucemia mieloide cronica (CML, do
inglés Chronic Myeloid Leukemia), marcando a era dos
“-tinibes”, inibidores de tirosinas quinases.25 Por
outro lado, a resisténcia associada ao tratamento com
este farmaco levou ao aparecimento de inibidores de
segunda geragao, em geral tendo como alvo mais de
uma quinase, os chamados inibidores multi-quinases,
como o lapatinibe (GW-572016),% inibidor de EGFR,
HER2/neu e ErbB-2; canertinibe (CI-1033) inibidor de
EGFR,” nilotinibe (AMN107, Tasigna®),28’29 inibidor de
Bcr-Abl, PDGF-R e c-kit e o dasatinibe (BMS-354825,
Sprycel®), inibidor de Bcr-Abl e de src quinases, entre
outros.’® A Tabela 1 mostra os inibidores de TKIs, seus
principais alvos moleculares, indicagao terapéutica e
fase de desenvolvimento em que se encontram.>**

A observacdo das estruturas moleculares desses
inibidores permite identificar nudcleos nitrogenados
em comum para a maioria deles (Tabela 1). Por
exemplo, lapatinibe (2),° canertinibe (3),” gefitinibe
(6),** erlotinibe (7),%* tandutinibe (8)** e cediranibe
(11)*® possuem nucleos quinazolinicos, e o Vatalanib
(9)** possui o nucleo ftalazinico (Tabela 1). Essa
caracteristica farmacoférica em comum foi inserida
nessa classe de substancias visando mimetizar o anel
adenina do substrato ATP e facilitar a ligacdo na
regido hinge (de dobradura, conectando os dominios
N- e C- terminal) do sitio catalitico.*® Adicionalmente,
a maioria dos inibidores, como por exemplo o
imatinibe (1) apresenta um grupo amino tercidrio,
sendo administrados na forma de sal, para um melhor
perfil de absorc¢do por via oral.

Assim como é observado para as bactérias e
antibioticos, as células tumorais possuem diversos
possiveis mecanismos de resisténcia ao uso de
farmacos anticancer, tais como a aquisicio de
mutagles secunddrias nas quinases, aumento do
efluxo e metabolismo dos farmacos, utilizacdo de vias
sinalizadoras alternativas e aumento da expressdo
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oncogénica.”’”*® A principal mutacdo observada em

pacientes com CML gerada pelo tratamento com o
imatinibe envolve o residuo denominado gatekeeper
(Treonina/Thr 315). Inibidores como o nilotinibe e o
dasatinibe, por exemplo, sdo insensiveis a vdrias
mutacdes secunddrias, mas sensiveis a Thr315->lle.
Sugere-se que a localizacao da Thr315, na abertura da
bolsa hidrofébica na parte de trds da cavidade de
ligacdo do ATP é responsdvel por isso. Mutacdes em
residuos equivalentes ja foram observadas para
diversas outras quinases, ie. c-kit
(Treonina/Thr670->Isoleucina/lle) e PDGFRA
(Treonina/Thr674->Isoleucina/lle), também oriundas
da terapia com o imatinibe.***

Geralmente, os TKIs competem pelo sitio de
ligacdo do ATP no sitio catalitico de varias tirosinas
guinases oncogénicas, possuem um perfil terapéutico
seguro, além de poderem ser combinados com outras
quimioterapias ou radiagéo.50 Um dos principais
desafios no desenvolvimento de farmacos inibidores
de proteinas tirosinas quinases é a seletividade, ja que
ha cerca de 90 tirosinas quinases codificadas no
genoma humano,”® sendo que todas geralmente
utilizam o ATP como substrato para a transferéncia do
fosfato.”® Portanto, como seria esperado, a topologia
do sitio de ligacdo do ATP é altamente conservada,
contendo muito pouca variagcdo na constituicdo dos
seus residuos de aminodacidos, sendo bastante dificil
obter a seletividade da ligagdo.”*>

Tem sido demonstrado que, de maneira geral,
inibidores de segunda geracdo apresentam um modo
de interacdo com o dominio quinase diferenciado do
modo de ligacdo dos inibidores de primeira geracao,
levando a afinidade aumentada as quinases tipo Abl
resistentes ao imatinibe.’®*®’ Inibidores de primeira
geracao das tirosinas quinases, conforme mencionado
anteriormente, se ligam de maneira competitiva ao
sitio de ligacdo ao ATP. Uma triade importante,
presente na alca de ligacdo ao ATP, composta pelos
residuos de aminodcidos aspartato 381 (Asp/D381),
fenilananina 382 (Phe/F382) e glicina 383 (Gly/G383),
DFG, em cddigo de uma letra, encontra-se em uma
orientagao tipica da conformacdo ativa das proteinas
quinases, denominada DFG-in (Figura 6A).>**°
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Tabela 1. Inibidores de PTKs selecionados, seus alvos principais, uso terapéutico e fase de desenvolvimento

_ Alvos Principais Usos Fase de
Inibidor L - q
Principais Terapéuticos Desenvolvimento
N N N
O
Leucemia
Ber- Mieloide Crénica )
Abl/c- Liberado para uso
kit/PDGF em 18/04/2003%
R Tumores
o ] " Gastrointestinais
imatinibe (Gleevec®, Glivec®, 1)
4-[(4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinil]Jamino]-
fenillbenzamida
(0}
EGFR

HEGFlKZ/:e Cancer de mama Liberado para uso
43

U ErbB-2 avangado em 13/03/2007

F
lapatinibe (GW-572016, Tykerb®, 2)*

6-(5-((2-(metilsulfonil)etillamino)metil)furan-2-il)-N-
(4-(3-fluorobenziléxi)-3-clorofenil)quinazolin-4-
amina

Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No. 1| |59-82]

65



D‘/ q Avila, C. M.; Romeiro, N. C.

EGFR e

O\) Pan-erbB

)27

(\N/\/\O N/) Cancer de mama Fase 1"

Cancer de pulmao

canertinibe (CI-1033 3

N-(4-(3-cloro-4-fluorofenilamino)-7-(3-
morfolinopropdxi)quinazolin-6-il)acrilamida

N
I\
ZN)
(0] = | Leucemia
FaC N H NN Mieloide.Crénica
i H m/ em pacientes Liberado para uso
N~ Bcr-Abl resistentes ou

29/10/2007*
intolerantes a em 29/10/200

nilotinibe (AMN107, Tasigna®, 4)*** terapia com
Imatinibe

4-metil-N-[3-(4- metil -1H-imidazol-1-il)-5-
(trifluorometil)fenil]-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinillJamino]-benzamida

OH

H

N Leucemia
Mieloide Cronica
em pacientes

o
resistentes ou
NH N ~ "N intolerantes a
Mﬂ\ - )I\ Bcr-Abl e t . Liberado para uso
ol & s N N erapia com
H

43
sre Imatinibe em 28/06/2006

dasatinibe (BMS-354825, Sprycel®, 5)30 Leucemia
Linfoblastica
N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)-1- aguda

piperazinil]-2-metil-4-pirimidinillamino]-5-tiazol
carboxamida
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K/N\/\/O N
O N/) Liberad
A N iberado para uso
| EGFR Cancer de pulméao em 05/05/2003"
gefitinibe (Iressa®, ZD-1839, 6)*"
N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-6-(3-morfolin-4-il-
propdéxi)quinazolin-4-amina
. HN/[:::1\§S§
(0] Pz ;
~"0 N EGFR Cancer de pulmao Liberado para uso

erlotinibe (Tarceva®, 7)**

N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi)quinazolin-4-
amina

em 18/11/2004®

e

//L\O/[:::]/NTE/N\V/J ) O/A\V/A\T:::}LT3,G

Kit
RPDGFR
tandutinibe (CT53518, MLN518, 8)*°

4-(7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-6-metoxiquinazolin-4-
il)-N-(4-isopropdxifenil)piperazina-1-carboxamida

Glioblastoma
Fase I/ 11*
Glioma
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~N
|
N . Meningioma
Multi-
uinases Fase I/II*
l N qVEGFR Cancer de /
_N pancreas
vatalanibe (PTK787, ZK 222584, 9)**
N-(4-clorofenil)-4-((piridin-4-il)metil)ftalazin-1-amina
W
CF;
A
NH O
| D de pul
c-Kite Cancer de pulmao 44
Z F |
N VEGFR e célon ase
0s1930 (10)*
3-((quinolin-4-il)metilamino)-N-(4-
(trifluorometoxi)fenil)tiofeno-2-carboxamida
H
N
Y
(@)
oy
N\/\O N/) VEGF- CanceNr dos ’rlns, Fase II/III45
1,2,3 pulmdo e célon
cediranibe (AZD2171, recentin®, 11)36
7-(2-(pirrolidin-1-il)etoxi)-4-(4-fluoro-2-metil-1H-
indol-5-iloxi)-6-metoxiquinazolina
N N
{\1 NH, F
N =
H VEGFR
O N ’ A .
H FGFR3, Cancer dosrins e Fase I/|I45
PDGFR e de prostata
dovitinibe (TKI258, CHIR-258, 12)*’ c-kit

4-amino-5-fluoro-3-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-
benzo[d]imidazol-2-il)quinolin-2(1H)-ona
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H |
N._N_N N,
1D -
N~ =~
=S

3
o “NH, VEGFR, ulméagcfgni(;r do
o PDGFRe Po a0 canc Fase I1/111*
kit epitélio ovariano,
pazopanibe (GW786034, 13)® cancer renal
5-[[4-[(2,3-dimetillindazol-6-il)-metilamino]pirimidin-
2-ilJamino]-2-metilbenzenosulfonamida
7N
N —
N
7 Q8
S”°N N ~ ki Cancer de
H H I/\N c-Kit, pancreas 45
N PDGFR e Gastrointesti'nal Fase ll
FGFR3 . ’
s mastocitose
masitinibe (AB1010, 14)
N-(3-(4-(piridin-3-il)tiazol-2-il-amino)-4-metilfenil)-4-
((4-metilpiperazin-1-il)metil)benzamida
SNH
(0] Cl
T QLR L
Nx N)kN CF Raf, Cancer de figado
3 PDGF
H H VEGFR-'Z Liberado para uso
. VEGFRa  Cancerrenal  em 20/12/2005"
sorafenibe (nexavar®, BAY 43-9006, 15)" it avancado
e c-Ki
1-(4-(2-(metilcarbamoil)piridin-4-iloxi)fenil)-3-(4-
cloro-3-(trifluorometil)fenil)uréia
(@]
\/N\/\N
N F
Ho
NN
H o Multi-
N quinases: A Liberado para uso
H PDGF- Cancer Gl em 26/01/006%
R/VEGF-R

sunitinibe (Sutent®, 16)41

N-(2-(dietilamino)etil)-5-((2)-(5-fluoro-2-oxoindolin-
3-ilideno)metil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida
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Figura 6. Caracterizacdo Estruturas cristalograficas de tirosinas quinases mostrando as conformacdes ativa (A,
DFG-in)® e inativa (B, DFG-out).”* O residuo Asp381 (D381) é tomado como referéncia, em magenta. Os 4tomos
de hidrogénio foram eliminados para facilitar a visualizacao

5. Modos de ligagcao revelados pelas
estruturas tridimensionais das PTKs
obtidas por difracao de raios-X

Estudos de difracdo de raios-X de cristais de

enzimas e inibidores co-cristalizados tém sido
extremamente Uteis em fornecer detalhes do
reconhecimento molecular e explicagbes para

demonstrar o mecanismo de resisténcia de mutantes
da proteina de fusdo Bcr-Abl, alvo do imatinibe, entre
outros TKls. O conhecimento dos modos de interagdo
diferenciados de diversos TKIs, auxiliados pela andlise
e comparacdo de estruturas cristalograficas da Abl
quinase e da c-src, levou a definicdo dos inibidores de
tirosinas quinases como de Tipo |, que se ligam a
conformacado ativa das TKs (DFG-in) (Figura 6A) e Tipo
Il, que se ligam a conformacdo inativa das mesmas
(DFG-out) (Figura 6B). Os inibidores do Tipo | se ligam
ao sitio de ligagdo do ATP através da formagdo de
ligagdo hidrogénio na regido hinge do dominio
quinase, formada pela jungdo dos residuos N- e C-
terminais, e também por intera¢des hidrofdbicas
nessa regiao e na vizinhanga da regido ocupada pelo
anel adenina do ATP, na conformagdo ativa do
dominio quinase (DFG-in).**

Esses estudos mostraram que o imatinibe se liga e
estabiliza a conformagdo DFG-out (Figura 6B),
interagindo com a cadeia lateral aromdtica do residuo
conservado de fenilalanina da triade DFG, deslocando
a al¢a de ativacdo de sua posicdo normal, forcando-o
a adotar uma conformacdo do tipo-substrato na qual
essa subunidade é rotacionada cerca de 180 graus,
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criando uma bolsa hidrofdbica préxima ao residuo
gatekeeper, Thr315, denominada de sitio de ligacdo
alostérico.”® Como os residuos de aminoacidos na
cavidade de ligacdo ao ATP ndo ficam orientados de
modo a permitir a transferéncia do grupo fosfato para
a catdlise e a alca de ativacdo estd em uma
conformacdo que bloqueia a aproximacdo do ATP e
de substratos, a quinase encontra-se na forma inativa.

Também ja foi demonstrado que os inibidores do
Tipo Il tipicos também usam o sitio de ligacdo do ATP,
porém possuem elementos funcionais capazes de
explorar interagdes por ligagdo hidrogénio especificas,
além de realizarem interagdes hidrofdbicas na regido
dos residuos DFG préximos a alga de ativagdo, no sitio
alostérico criado pela indugdo ou reconhecimento de
uma conformacao distinta (DFG-out) daquela utilizada
para a transferéncia do fosfato do ATP (DFG-in),
oriunda da interagao com o residuo de aspartato da
triade DFG (Asp283). Entretanto, ensaios de inibicdo
de quinases in vitro sugerem que os inibidores do Tipo
| sdo capazes de reconhecer as conformacdes ativa
(DFG-in) e inativa (DFG-out) das quinases.®

A andlise de estruturas cristalograficas de
inibidores de Tipo Il conhecidos mostra que todos eles
possuem uma ligacdo hidrogénio envolvendo um
grupo amida ou uréia com os residuos do sitio
alostérico: uma ligacdo hidrogénio com a cadeia
lateral de um residuo de glutamato conservado, na
hélice-aC e a outra com a amida do esqueleto
peptidico de um residuo de aspartato, na triade DFG.
Todos os inibidores do Tipo Il também possuem uma
segunda subunidade hidrofébica que forma
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interacdes de van der Waals no sitio alostérico e que
estd localizada imediatamente apds um par doador-
aceptor de ligacdo hidrogénio. Finalmente, os
inibidores do Tipo Il também podem interagir por
uma ou duas ligacdes hidrogénio na regido de
interacdo da adenina do ATP, na regido hinge, de
modo analogo as interacdes de inibidores do Tipo I.%

A maioria das estruturas tridimensionais de TKs co-
cristalizadas com inibidores do Tipo Il apresenta a alga
de ativacdo na conformacao inativa. Como a regiao da
alca de ativacdo (DFG) é menos conservada entre os
dominios quinases, levantou-se a hipdtese de que
esse sitio alostérico poderia representar uma
ferramenta importante para o planejamento de TKls
seletivos. A partir dessas estruturas observou-se que
o equilibrio entre a conformacdo ativa, DFG-in, e
inativa, DFG-out, pode ser modulado através de
fosforilagcdo da alca de ativacdo, interacGes proteina-
proteina ou pela interacdo de inibidores com as
tirosinas quinases.63

A Figura 7 mostra os modos de ligacdo do
dasatinibe,?® um inibidor do Tipo I e o imatinibe, um
inibidor do Tipo 11.** Pela observagdo dos modos de
ligacdo, esta bastante claro que o dasatinibe se liga
préximo a regido do hinge, no sitio de ligacdo do ATP,
posicionando seu nucleo pirimidinila de modo a
interagir por ligacdes hidrogénio, de modo analogo ao
anel adenina do ATP (Figura 7A), enquanto que o
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imatinibe explora interagcdes em regides mais
distantes desse sitio, na regido alostérica (Figura 7B).
Esses modos de interagao distintos se pronunciam ao
se observar que a cadeia lateral N-hidroxietil-
piperazina do dasatinibe encontra-se prdéxima aos
residuos Phe317, Met318 e Tyr320 (Figura 7A), na
regido hinge, enquanto a cadeia lateral N-metil-
piperazina do imatinibe interage préximo a regiao
conservada da triade DFG, formando ligacles
hidrogénio com o esqueleto peptidico dos residuos de
aminoacidos Phe359, Ile360 e His361, no sitio
alostérico, e interagindo com Glu286, em um modo
tipico de inibidores do Tipo I1.* Cabe ressaltar a sua
interacdo por ligacdo hidrogénio envolvendo o grupo
amino e o residuo gatekeeper Thr315, origem da
freqliente mutacdo dessa posicdo. Além disso, é
possivel observar interagdo hidrofdbica adicional com
Phe359, tipica de inibidores do Tipo Il (Figura 7B).

Embora tenha sido observado que a maioria dos
inibidores de quinases se ligue como Tipo | ou I1,** &
existem relatos de modos de ligacdo inusitados. Um
bom exemplo é o modo de ligacdo do lapatinibe, que
se liga ao dominio quinase do EGFR em um modo
Unico, numa conformacao inativa na qual a hélice C se
encontra deslocada e a triade DFG n3o adota a
conformagdo dobrada (DFG-out) tipica da interagdo
de inibidores do Tipo Il (Figura 8).%°
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Dasatinibe
(BMS-354825, Sprycel®, 5)

Thr315

Phe317,_ ,,_f,
- Glu286

\ Phe382‘\f A'//
L Gly383

*, Asp381

/i

Phe359 \ \_ lle360

Z3 Imatinibe
=~ _N (Gleevec®, Glivec®, 1)

x”

4

Figura 7. Comparacdo entre os modos de ligacdo do dasatinibe (A),*® um inibidor do Tipo I, e o imatinibe (B),**
um inibidor do Tipo Il, com a Abl. Os dtomos de hidrogénio foram eliminados para facilitar a visualizacdo.
LigacOes hidrogénio estdo representadas por linhas pontilhadas verdes
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Lapatinibe
(GW-572016, Tykerb®, 2)

=]

Figura 8. Conformacdo da triade DFG (em amarelo) observada no co-cristal entre o lapatinibe, um inibidor de
tirosinas quinases do Tipo I, e EGFR.®® Os 4tomos de hidrogénio foram eliminados para facilitar a visualizagdo

Inibidores de c-Src da classe das pirazolil-uréias
gue se ligam somente ao sitio alostérico ja foram
descritos, tendo sido denominados inibidores do Tipo
Il (17, 18, Figura 9). Tal modo de ligacdo também ja
havia sido observado para uma classe de inibidores de
P38 MAPK, cujas estruturas triarila foram utilizadas
como modelo molecular para o planejamento de
TKIs.#”®® Essas moléculas se ligam distante do sitio de
ligacdo do ATP e interagem principalmente por
ligagdo hidrogénio com Glu310 e Asp404, além de
estarem préximas a Phed406 (Figura 9A,B). Cabe
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ressaltar a orientacdo da fenilalanina da triade DFG,
blogueando o acesso ao sitio catalitico (Figura
9A,B).Outros exemplos recentes de modos de
interacdo diferenciados referem-se aos inibidores de
fak, TAE226 (19) e PF-562271 (20), da classe das bis-
amino pirimidinas, cuja ligacdo leva o dominio DFG a
adotar uma conformacdo helicoidal (Figura 10). Mais
uma vez, esses dados reforcam a importancia dos
estudos de cristalografia de raios X no planejamento
racional de farmacos.”*”°
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Gly406

Asp404
Phe4d05

Thr338

Phe405

Figura 9. Inibidores da classe das pirazolil uréias do Tipo Il (17, A; 18, B) e suas interagcGes no sitio

alostérico da quinase s-Src.®”%®

Residuos da triade DFG em magenta. Os atomos de hidrogénio foram

eliminados para facilitar a visualizacado

Baseado nos modos de liga¢do de TKls observados
por dados de difragdo de raios X de cristais, e
comparagdo com a estrutura molecular de inibidores
do Tipo |, foi feita a proposicao de um farmacoéforo
visando o desenho racional de TKls do Tipo Il (Figura
11).”*** O farmacéforo envolve uma regido aceptora-
doadora de ligagao hidrogénio, ligada a um anel que
contém elementos funcionais capazes de interagir
com residuos de aminoacidos da regido de hinge das
tirosinas quinases, uma subunidade hidrofébica que
pode estar conectada a outra regido doadora-
aceptora de ligacdo hidrogénio através de um grupo
espacador e essa mesma regido esta ligada a outra
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subunidade hidrofébica, que visa realizar interagdes
hidrofdbicas fora do sitio de ligagdo do ATP, na regidao
alostérica (Figura 11). A diferenga principal entre os
inibidores do Tipo | e do Tipo Il é a presenca da regiao
doadora-aceptora de ligagdo ligada a subunidade

HM2, de interagdo hidrofébica. Outro modelo
farmacoférico para ligantes do Tipo |l utilizando
inibidores de tie2 também foi proposto
recentemente, utilizando o programa “HipHop”

(Figura 12).”* Esse modelo mostra a relagdo espacial
entre os grupos farmacofdricos das moléculas visando
interacdo no sitio ATP e na regido alostérica.
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Figura 10. Conformagao helicoidal do dominio DFG (circulo) na liga¢do dos inibidores TAE226, 19 (A,
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vermelho)® e PF-562271, 20 (B, rosa).”’ Os atomos de hidrogénio foram eliminados para facilitar a visualizagdo

HM2

Farmacoéforo para inibidores
doTipoll:

A= Aceptor de ligagdo hidrogénio

D= Doador de ligacao hidrogénio
HRB=Subunidadede ligagcdo ao hinge
HM1=Subunidade hidrofobica 1
HM2=Subunidade hidrofobica 2

1t

Sorafenibe (Nexavar®), 15

Figura 11. Farmacdforo proposto para TKls do Tipo I, exemplificados pelo imatinibe e pelo sorafenibe.

Imatinibe (Gleevec®, Glivec®), 1

[adaptado das Referéncias 63 e 71, Copyright © 2009, com permissdo da Nature Publishing Group e da Elsevier]
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Figura 12. Modelo farmacoférico para inibidores do Tipo Il, de proteinas tirosinas quinases tie2. Molécula mais
ativa do banco de dados representadas em bola-palito. Esferas magenta= sitio doador de ligagdo hidrogénio;
esferas ciano= sitio de interacdo hidrofébica. Distancias em angstrons (A). [adaptado da Referéncia 72,
Copyright © 2009, com permissdo da Elsevier]

Dando continuidade aos métodos de
planejamento de inibidores de tirosinas quinases do
Tipo Il, a Figura 13 mostra exemplos de inibidores de
tirosinas quinases de segunda geragdo que possuem o
esqueleto molecular tipico dos inibidores do Tipo |

NH,

N d—ch,

|
L Ps

21
Inibidor de kdr, c-kit e tie2

23
Inibidor de raf e tie2

(em preto), porém foram modificados pela adicdo de
um grupo amida ou uréia e uma subunidade
hidrofébica (em laranja), tornando-se inibidores do
Tipo Il, mais seletivos.”

H5;C
= N)\\N N (@)
H |
CHy

22
Inibidor de Abl, bmx e raf

CHj3

o)
H,CO N
~

H;CO N

24
Inibidor de kdr e PDGFRa

Figura 13. Inibidores de tirosinas quinases de segunda gerac¢ao, do Tipo Il, mais seletivos. Subunidades em preto
representam o esqueleto molecular tipico de inibidores do Tipo | e em laranja representam modificagcdes
moleculares introduzidas no planejamento de inibidores do Tipo Il.
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Finalmente, uma classe de TKIs diferenciada
compreende moléculas que sdo capazes de formar
uma ligagdo covalente no sitio ativo das quinases,
geralmente através de uma reagcdo com um residuo
de cisteina (Figura 13). Exemplos dessa classe de
inibidores s3o o HKI-272 (neratinibe, 25)"> e o CL-
387785 (26),” que foram desenvolvidos visando a
ligagdo com um residuo de cisteina de ocorréncia
rara, localizado no sitio de ligacdo do ATP do EGFR.
Em comum aos dois inibidores estd a presenca de
fungdes passiveis de sofrerem um ataque nucleofilico
do atomo de enxofre do residuo de cisteina, i.e.
ligacdo dupla da fungdo carbonila o, insaturada e
ligacdo tripla vizinha a carbonila (Figura 14). Varios
outros trabalhos com estruturas tridimensionais de
PKs tém auxiliado na compreensdao dos modos de
ligagdo de farmacos inibidores de tirosinas quinases
de segunda geracdo e no desenho de novos
farmacos.”*®°

~_© N\
CHy  HN Z N
_N HN Cl
LT
(@) | X
N__~

CL-387785, 26

Figura 14. Inibidores irreversiveis de PTKs

6. Anticorpos monoclonais como

farmacos anti-RTKs

Uma das estratégias terapéuticas utilizadas no
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combate as células tumorais é o uso de anticorpos
monoclonais (mAbs, do inglés  monoclonal
Antibodies). Essas moléculas sdo direcionadas ao
dominio extracelular das RTKs, agindo através do
bloqueio da interacdo ligante-receptor, inibindo a
sinalizacdo das RTKs induzida pelo ligante e
aumentando a modulacdo e internalizacdo dos
receptores. Alguns exemplos em uso clinico ou fase
de avaliacdo sdo a herceptina (Trastuzimab®), um
mAb contra ErB2/HER2, cetuximab® e bevacizumab,
contra ErbB1/EGFR e panitumumab.87‘88

Uma das resultantes do uso desse tipo de
estratégia no combate ao cancer é a deflagracdo da
resposta imune, como a lise celular mediada pelo
sistema complemento, além de disparar a citoxicidade
dependente de anticorpos em macréfagos, ou células
natural killer. Essas moléculas também sdo capazes de
alterar o padrdo de sinalizacdo intracelular da célula
tumoral-alvo, podendo levar a apoptose e/ou a
inibicdo do crescimento.® Entretanto, assim como
observado no uso de pequenas moléculas, TKls, para
o tratamento do cancer, também tem sido observada
resisténcia no uso terapéutico desses farmacos, com
observacdo de remissdo e eventual progressdo da
doenca, quando o0os mesmos sdo utilizados
individualmente. Como alternativa, seu uso em
terapias combinadas parece ser bastante benéfico,
auxiliando na diminuicdo da resisténcia a farmacos
antitumorais.”® Outras terapias anti-PTKs para o
tratamento do cancer também estdo disponiveis e
envolvem terapia genética.” ™

7. Fontes de informagdes diversas sobre
PTKs

Devido a rdpida expansao do conhecimento acerca
de proteinas quinases, tanto em relagcdo a genes,
funcdo, inibidores e outras informacGes diversas, a
Tabela 2 reporta alguns sitios da internet que sdo de
interesse para o estudo de PTKs.
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Tabela 2. Sitios que contém informagGes diversas acerca de PTKs

Nome

Endereco Eletronico

Informacgdo

Kinase.com

http://www.kinase.com/

GenOmica, evolugdo e
analise em larga escala de
PKs

Kinase Pathway
Database

http://kinasedb.ontology.ims.u-tokyo.ac.jp:8081/

Banco de dados
integrado contendo
seqiiéncias de PKs,

classificagdes, dados sobre
dominios conservados e
comparagdes entre
espécies, entre outros

Kinweb (kinase

http://www.itb.cnr.it/kinweb/

Colegdo de PKs
codificadas no genoma

database)
humano
Registro de mutagdes
KinMutBase http://bioinf.uta.fi/KinMutBase/ em PKs relacionadas a

doengas

National Cancer
Institute

http://www.cancer.gov/

Informacgdes sobre
triagens clinicas, farmacos,
etc.

The Protein
Kinase Resource

http://pkr.genomics.purdue.edu/pkr/Welcome.do

Bancos de dados de
estruturas de PKs e outros
dados relacionados

The Kinase
Knowledgebase
(KKB)

http://www.eidogen-sertanty.com/products_kinasekb.html

Banco de dados de
estrutura-atividade de PKs
e dados de sintese quimica

Kinase
Validation Data

http://www.eidogen-sertanty.com/kinasednld.php

Dados de estrutura-
atividade de PKs

Kinase3D

http://www.kinase3d.org/

Banco de dados de
modelos comparativos 3D
de PKs

Kinase/TIP

http://www.eidogen-sertanty.com/products_tip_content.html

Banco de dados com
milhares de estruturas, co-
complexos e modelos
relacionados ao Kinoma
Humano

KinaseCentral

http://www.kinasecentral.com/

Inibidores de PKs em
desenvolvimento

Orientation of
Proteins in
Membranes
Database (OPM)

http://www.opm.phar.umich.edu/

Fornece o arranjo
espacial de proteinas de
membrana em rela¢do ao
nucleo hidrocarboneto da
bicamada lipidica

PDBTM
Database

http://pdbtm.enzim.hu/

Banco de dados de
proteinas transmembrana

PDB-The Protein
Data Bank

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Banco de dados de
estruturas de proteinas
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8. Conclusoes

O desafio no desenvolvimento de moléculas
terapeuticamente Uteis para o tratamento do cancer
é demonstrado claramente pela ampla gama de
proteinas tirosinas quinases alteradas em processos
oncogénicos. O desenvolvimento de resisténcia a
farmacos inibidores de tirosinas quinases estimula a
busca por novos inibidores, com modo de ligacdo
distinto daqueles fdrmacos de primeira geracao, como
o imatinibe. Nesse contexto, estudos de difracdo de
raios X de moléculas co-cristalizadas com seus alvos,
evidenciando a afinidade das mesmas por
conformacdes distintas dos dominios quinases, na
regido da alga catalitica, é wuma ferramenta
importante para o planejamento de farmacos mais
seletivos e insensiveis a mutagGes desenvolvidas pelas
proteinas. Cabe ressaltar a importancia das
estratégias utilizadas no desenvolvimento de
inibidores de tirosinas quinases, facilitadas pela
disponibilidade de bancos de dados de estruturas
tridimensionais de proteinas e de fontes diversas de
informacdo, essenciais em uma drea da ciéncia cuja
guantidade de dados novos cresce rapidamente.
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