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KINASE PROTEIN: STRUCTURAL FEATURES AND CHEMICAL INHIBITORS. Protein kinases are one of the largest protein
families and they are responsible for regulation of a great number of signal transduction pathways in cells, through the phosphorylation

of serine, threonine, or tyrosine residues. Deregulation of these enzymes is associated with several diseases including cancer, diabetes
and inflammation. For this reason, specific inhibition of tyrosine or serine/threonine kinases may represent an interesting therapeutic
approach. The most important types of protein kinases, their structural features and chemical inhibitors are discussed in this paper.
Emphasis is given to the small-molecule drugs that target the ATP-binding sites of these enzymes.
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INTRODUCAO

As proteinas quinases s30 enzimas que catalisam a fosforilagao de
proteinas através da transferéncia de um grupo fosforila de ATP e, em
casos excepcionais, de GTP, para treonina, serina (quinase especifica
para Ser/Thr) ou residuos de tirosina (quinase especifica para Tyr)
(Figura 1). A fosforilacio destes residuos € responsdvel por estimulos
extracelulares e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamen-
te eficiente para o controle da atividade de proteinas.
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Figura 1. Fosfotreonina (1), fosfosserina (2), fosfotirosina (3)

A reagdo entre ATP, que contém grupos B- e y-fosfatos, e uma
hidroxila de dlcool ou fenol produz quantidades muito pequenas de
éster fosfato em dgua, porque este solvente compete como nucledfilo.
Entretanto, a atividade catalitica das proteinas quinases pode favorecer
cineticamente a reagao. A hidrélise espontanea de monoéster fosfato,
de maneira semelhante, tem cinética lenta nas condi¢des fisioldgicas
normais, tornando necessaria a a¢do de fosfatases para que a reagio
seja acelerada.! Assim, a fosforilacdo de proteinas € reversivel e
controlada por enzimas em ambas as direcdes.

As proteinas quinases sdo a maior familia de proteinas em euca-
riotos®e sdo a chave central da comunicac@o no controle intracelular,
regulacdo e transdugdo de sinais. O mecanismo regulador inclui
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vérios fendmenos que vao desde alteracdes quimicas e estruturais
da proteina até o controle transcricional. Por isto, um detalhado en-
tendimento do mecanismo de controle das proteinas quinases € foco
de interesse de muitas pesquisas, principalmente para a descoberta
de novos farmacos.’

Muitas quinases foram descobertas no inicio dos anos 80 e a
continuagdo das pesquisas mostrou que elas eram apenas a “ponta do
iceberg”. Estima-se que o genoma humano apresente por volta de 2000
quinases.! A primeira estrutura completamente determinada de uma
proteina quinase ativa foi a da proteina quinase A (PKA),* também
chamada de proteina quinase dependente do AMP ciclico (PKAc), cuja
estrutura catalitica € muito conservada. Atualmente, cerca de 50 estru-
turas cristalinas do sitio catalitico dessas proteinas foram publicadas no
PDB (Protein Data Bank) [acessado em Dezembro 2007].°

O objetivo do presente artigo € descrever os aspectos estruturais
relevantes dos principais tipos de quinases e as patologias ligadas a sua
desregulagdo, bem como revisar seus inibidores quimicos conhecidos,
com foco em moléculas de baixa massa molecular.

PROTEINA QUINASE A (PKA)

A proteina quinase A (EC 2.7.11.11) altera as atividades de
proteinas-alvo, fosforilando grupos especificos de serina e treonina.
E ativada por concentracdes de AMP ciclico (AMPc) da ordem de
10 nM e, por isso, é também conhecida como proteina quinase de-
pendente do AMP ciclico (PKAc). Esta enzima é formada por duas
subunidades: uma reguladora (R), com alta afinidade pelo AMPc, e
uma catalitica (C). Na auséncia de AMPc, a subunidade C torna-se
inativa pela formagao de um complexo tetramérico R,C,. A ligagdo
do AMPc a subunidade R induz mudangas conformacionais que
resultam na dissociagdo da haloenzima inibida.®

A estrutura de PKA foi determinada por difragdo de raios-X.
Na Figura 2 estd o diagrama da PKA co-cristalizada com ATP e um
peptideo inibidor. A subunidade C possui dois dominios: um pequeno,
que corresponde ao sitio de ligacdo do ATP, composto principalmente
de fitas-beta, e um dominio maior composto de hélices-alfa, onde se
liga o substrato. Os dois dominios sdo ligados por uma alga, geran-
do um bolso de ligagao para o ATP e o substrato. Enquanto o ATP
preenche a fenda catalitica profunda entre os dominios, os residuos
do peptideo inibidor ligam-se a periferia deste bolso.”®



454 Silva et al.

ATP

Thr-197
/fosforilada

*\ alca de
'\ ativacdo
-

peptideo

Figura 2. Diagrama da PKA co-cristalizada com ATP e um peptideo inibidor:
A alga (loop) de ativagdo e o residuo fosforilado, fosfo Thr-197, estdo em
cinza claro. O ATP e uma por¢do do peptideo inibidor no sitio ativo aparecem
em preto (codigo PDB: latp, resolugdo 2,20 Ay

PROTEINA QUINASE C (PKC)

A familia de proteinas quinases C (PKC) [EC 2.7.11.13] de
mamiferos compreende 10 isoenzimas agrupadas em 3 classes: con-
vencional (o, Y e, alternativamente, BI e BII), recente (5, €, /L, 0) e
atipica (g, VA). Além disso, PKC e v sdo consideradas, por alguns,
constituintes de uma quarta classe e, por outros, como uma familia
distinta denominada proteinas quinases D. Todas estas enzimas tém
em comum uma regido C-terminal conservada, tipica de quinases,
e uma regido N-terminal que contém modulos regulatérios: pseudo
substrato (exceto Ww/D); dominios de ligagdo a fosfatidilserina e ésteres
diacilglicerol/forbol; dominios de ligagdo a lipideos anionicos (ape-
nas as convencionais e recentes) e Ca*? (apenas as convencionais); e
dominios de ligagdo a fosfoinositideos (apenas wD).’

A determinacdo da estrutura cristalogrdfica do dominio de ligagao
a fosfatidilserina e ésteres diacilglicerol/forbol mostrou um dominio
globular, com duas folhas-beta estendidas e separadas, formando
um bolso para o ligante. Dois dtomos de Zn** coordenam-se com
residuos His e Cys em extremidades opostas da seqiiéncia primdria,
auxiliando a estabiliza¢do deste dominio.>!°

O dominio de ligagdo a lipideos anidnicos e Ca** foi estudado
por Sutton e colaboradores.!! Este dominio € rico em folhas-beta e
possui um bolso formado por algas que contém os residuos que se
ligam ao Ca*’.

PROTEINA QUINASE DEPENDENTE DE CALCIO CA*/
CALMODULINA (CAMK)

Cilcio € um importante sinalizador celular e, por isso, sua con-
centragdo intracelular livre € estritamente regulada. Nos mamiferos,
as células contém um grande nimero de proteinas que se complexam
ao cdlcio com diferentes afinidades e especificidades. Algumas dessas
proteinas possuem baixa afinidade e atuam principalmente como
“tampdes” que limitam a difusdo de Ca?*. Outras proteinas ligam-se
ao calcio com alta afinidade e especificidade e sdo responsdveis por
vérios eventos bioquimicos. A proteina quinase C liga-se diretamente
ao cdlcio, ao passo que outras quinases sdo reguladas indiretamente
através de um sinal de transdug@o. E o caso da calmodulina (CaM).!?
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CaM possui dois dominios globulares que contém, cada um, dois sitios
de ligagdo ao Ca*, ligados por uma hélice-alfa flexivel. A ligagdo com
0 Ca* induz uma mudanga conformacional na CaM, expondo residuos
hidrofébicos que promovem a interagdo do complexo Ca?*/CaM com
diversas proteinas, incluindo a familia de Ser/Thr quinases.'*

Os membros da familia de CaMK (EC 2.7.11.17) sdao CaMKK
(CaM-quinase-quinase); CaMKI-CaMKIV; MLCK (quinase da
familia miosina de cadeia leve), que podem ser do tipo SKMLCK,
S-SmMLCK e L-SmMLCK. Todas essas quinases possuem um do-
minio catalitico, autoinibitério e um dominio de ligagdo Ca*/CaM.
S-SmMLCK e L-SmMLCK possuem um médulo Ig (imunoglobu-
lina) , um médulo fibronectina, uma regido de ligacdo a actina e um
dominio PEVK (rico nos aminoécidos prolina, glutamato, valina, e
lisina).!' A estrutura cristalografica de CaMKII pode ser encontrada
no PDB com o c6digo 1hkx, resolucio 2,65A).

MAPK (PROTEINAS QUINASES ATIVADAS POR
MITOGENOS)

As MAPK (EC 2.7.12.2) abrangem grande nimero de proteinas,
tais como ERK1-ERK3 (quinase regulada por sinal extracelular),
JNK1-JNK3 (quinase c-Jun N-terminal), p38c., p38f3, p38y, p38a,
ERKS, ERK7. A estrutura tridimensional de ERK2 (cédigo PDB:
1gol, resolucdo 2,80A) mostrou dois dominios. O dominio N-terminal
€ composto principalmente por fitas-beta e duas hélices, a hélice-alfa
C e ahélice-alfa L16. O dominio C-terminal consiste principalmente
de hélices-alfa, além de quatro fitas-beta curtas que contém muitos
dos residuos envolvidos na catélise.'>!¢

MAPK requerem fosforilacao de residuo de tirosina e treonina,
ambas catalisadas por MEK (quinase ativadora da MAP quinase),
para se tornarem ativas.'” Como conseqiiéncia, essas quinases sdo
inativadas pelos trés maiores grupos de fosfatases: todas as que
removem fosfato de serina/treonina ou de tirosina e as fosfatases dual-
especificas, que removem fosfato de serina, treonina e tirosina.'®

Na Figura 3, é mostrada a cascata de fosforilagdo das MAPK na
célula. Apds a ativacdo do receptor do fator de crescimento (prote-
ina transmembrana), este ativa a proteina RAS através da molécula
adaptadora GRB2 e um fator de troca do nucleotideo guanina (SOS),
induzindo RAS a trocar seu GDP por um GTP. Este evento € seguido
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Figura 3. Cascata das MAP quinases na célula




Vol. 32, No. 2

por uma estimulagio seqiiencial de diversas proteinas quinases cito-
plasmadticas, como a Raf (quinase especifica para Ser/Thr), a MEK e
as MAPK. As MAPK, por sua vez, migram para o nicleo celular, onde
fosforilam um conjunto de moléculas responsdveis pela transcrigao,
iniciando, assim, a proliferacdo celular."”

PROTEINA QUINASE DEPENDENTE DE CICLINA (CDK)

O cardter versatil da regulacdo de proteinas quinases foi mais
estudado para o grupo de quinases dependentes de ciclina (CDK,
cyclin-dependent protein kinase) [EC 2.7.11.22]. A ativa¢ao das CDK
requer dois eventos. O primeiro evento € a ligagdo com uma molécula
reguladora positiva, a ciclina;**?!' e o segundo, a fosforilacdo de um
residuo de treonina (Thr160 em CDK?2) localizado na alga conhecida
como segmento de ativa¢do.?>

O ciclo celular ¢ dividido nas seguintes fases: G, (intervalo, gap
1), fase em que a célula se prepara para sintese do DNA; S (sintese),
estdgio no qual o DNA € replicado; G, (gap 2), fase na qual a célula
se prepara para a mitose; M (mitética), fase onde a célula passa por
diversas transformacdes que resultam na divisdo do nicleo (mitose)
e divisdo do citoplasma, ou seja, a formagdo de duas células filhas
(citocinese).?*

CDK especificas operam em fases distintas do ciclo celular:
CDK4/ciclina (Cyc)D e CDK6/CycD sdo responsaveis pela progres-
sdo na fase G ; CDK2/CycE € necessdria para a progressdo da fase
G, a S; CDK2/CycA para a transi¢do de S; enquanto CDK1/CycB
para a transi¢do G,/M.* Os complexos CDK/cyc sio regulados por
pequenas moléculas endégenas. A familia de inibidores de quinase
dependentes de ciclina 4, (INK4, inhibitor of cyclin-dependent kinase
4), que inclui pl6INK4A, p15INK4B, p18INK4C e p19INK4D,
inibe especificamente CDK4/CycD; enquanto membros da familia
INK2, tais como p21WAF1, p27KIP1 e p5S7KIP2, se ligam e inibem
a atividade de CDK2/CycE, CDK2/CycA, CDK1/CycB, e menos
efetivamente, CDK4/CycD.?»

Estudos cristalogréficos da proteina CDK2 permitiram o enten-
dimento detalhado do mecanismo de ativagio pela ligagdo de ciclina
A e fosforilagdao.’? O nicleo catalitico da CDK2 é composto de
multiplos subdominios conservados encontrados em todas as prote-
inas quinases.” Possui uma hélice C, um grande dominio C-terminal
(~ 210 residuos), composto predominantemente por hélices-alfa,
um dominio N-terminal (~ 80 residuos) formado principalmente
por folhas-beta (Figura 3). O sitio de ligagdo do ATP situa-se na
interface dominio-dominio. Na estrutura inativa, CDK2 monomérica,
mostrada na Figura 4, os residuos do sitio de ligacdo do ATP estio
dispostos de forma incapaz de promover o alinhamento correto do
grupo trifosfato para a catdlise, apesar do mondmero inativo poder
ligar-se ao ATP.*

TIROSINA QUINASES

As protefnas tirosina quinases (PTKs) apresentam as seguintes
subdivisdes: tirosina quinases ndo receptoras (EC 2.7.10.1) cito-
plasmaticas (como Src), semelhantes a seqiiéncia de um dominio de
proteina conhecida como Src, que podem ser reguladas por diferentes
mecanismos; tirosina quinases receptoras (RTKs) [EC 2.7.10.2],
proteinas transmembranicas, ativadas por um ligante extracelular.

As quinases Src tém cinco componentes ou dominios: N-terminal,
homoélogo Src SH3, SH2, quinase (bilobada), além de um dominio
ndo catalitico C-terminal.*

O dominio quinase € conservado em toda a classe e é responsavel
pela atividade catalitica. Este dominio possui um pequeno lobo N-
terminal, associado a ATP, e um grande lobo C-terminal, associado a
um peptideo ou uma proteina. Possui também os dominios SH3 e SH2,
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Figura 4. Estrutura monomeérica de CDK2. O dominio N-terminal estd repre-
sentado em cinza, com excegdo da alga rica em glicina (em verde) e a hélice
C, de seqiiéncia PSTAIRE (em amarelo). A molécula de ATP estd mostrada
na representagdo de hastes e esferas na interface entre os dominios N- e C-
terminal. O dominio C-terminal estd na cor rosa, com o segmento de ativagdo
(residuos 145-172) em azul (codigo PDB: 1hck, resolugéo 1,90 Ay

que fazem interagdo proteina-proteina e tém funcdes reguladoras e
adaptadoras. O dominio SH3 (c6digos PDB: 1bul, resolucdo: 2,60 A;
lesk, resolugdo: 2,50 A)*2 tem aproximadamente 60 aminoécidos
e contém regides ricas em prolina. O dominio SH2 (cédigo PDB:
1hct)® tem aproximadamente 100 aminodcidos e € responsavel pelo
reconhecimento e ligagdo a tirosina fosforilada.* Abelson tirosina
quinase (ABL) é um exemplo de membro da familia tirosina quinases
nao receptoras.

TIROSINA QUINASES RECEPTORAS (RTKS)

A primeira estrutura cristalografica de receptores de tirosina
quinases a ser determinada foi a da quinase receptora de insulina
(IRK),* uma glicoproteina transmembrinica. Ao contrério de outros
receptores tirosina quinases, o receptor de insulina ¢ um dimero na
forma inativa. O receptor consiste de duas subunidades [ transmem-
branicas e duas subunidades o extracelulares (Figura 5).

A insulina liga-se as subunidades o.. A porcdo intracelular da

insulina
N

ISCL C(.B

Figura 5. Esquema da quinase receptora de insulina (IRK)
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subunidade B transmembranica contém o dominio com atividade
de tirosina quinase, e tem estrutura semelhante a PKAc. A ligacdo
da insulina a uma ou duas subunidades o induz uma mudanga con-
formacional no dominio intracelular do receptor. O receptor sofre
autofosforilagdo, aumentando sua atividade. Uma vez ativado, o
receptor fosforila outras proteinas.*

Na Figura 6 estd representada a ligacdo de um fator de crescimen-
to (hormdnio protéico) que resulta na dimerizacio de seus receptores
de superficie. Neste caso, o dimero ¢ a forma ativa. Os dominios
intracelulares da tirosina quinase sofrem autofosforilacio, o que os
liga as proteinas celulares que ativam a cascata quinase.

Fator de crescimento extracelular

IRUE"

Proteinas sinalizadoras
intra-celulares
ligadas a tirosina fosforiladas

Receptor tirosina
quinase inativado

Atividade quinase ativada

Figura 6. Ativagdo do receptor tirosina quinase apds ligagdo de fator de
crescimento extracelular

Existem diversos tipos de fatores de crescimento, que sdo deno-
minados de acordo com o tipo de tecido em que seus receptores sao
expressos. Esses fatores de crescimento atuam mediante a ativagio
de seus receptores (usualmente tirosina quinases). Os membros da
familia do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) atuam
mediante ativagdo de receptores do tipo tirosina quinase. Os receptores
de VEGF (VEGFR, vascular endothelial growth factor receptor) sdo
predominantemente expressos em células endoteliais vasculares. Sdo
trés os receptores de VEGF e a ativacdo seletiva de cada um deles re-
sulta em diferentes respostas bioldgicas. A ativacdo do receptor Flt-1
(ou VEGFR-1) induz os efeitos organizacionais na estrutura vascular;
a ativacdo do receptor KDR (ou VEGFR-2) induz a mitose das células
endoteliais vasculares; e a ativa¢do do receptor Flt-4 (ou VEGFR-3,
predominantemente expresso em vasos linfiticos) induz linfoangio-
génese. Sob o ponto de vista estrutural, VEGF € uma glicoproteina
homodimérica que compreende duas subunidades idénticas de 23kD.*’
A estrutura do VEGF foi determinada por difragéo de raios-X.*

Uma subfamilia de RTK € a dos receptores de fator de cresci-
mento derivados de plaqueta (PDGFR, platelet-derived growth factor
receptor), que tem semelhanca estrutural com a familia dos VEGFR e
incluem PDGFRo, PDGFR, cKIT, CSFIR e Flt-3.% Estes receptores
possuem 5 dominios imunoglobulinas em sua regido extracelular e
um dominio quinase hidrofilico na regiéo citoplasmadtica.*

O receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR, epidermal
growth factor receptor) é uma glicoproteina da membrana plasmatica
composta de um dominio de ligagio extracelular, de um segmento trans-
membranico lipofilico e de um dominio intracelular de tirosina quinase.
O EGFR ¢ um membro da familia de receptores do fator de crescimento
epidermal humano (HER, humam epidermal growth factor receptor),
que inclui HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4, importantes mediadores do
crescimento celular, diferenciagdo e sobrevivéncia. O EGFR ¢€ ativado
pela homodimerizacdo com outro EGFR ou heterodimerizacdo com
outro membro da familia HER, por exemplo, HER-2.*!

Quim. Nova

A familia de fatores de crescimento do fibroblasto (FGF) €é
formada por 22 proteinas estruturalmente relacionadas. As respos-
tas bioldgicas de FGF sdo mediadas por quatro receptores tirosina
quinase, FGFR1-4 (fibroblast growth factor receptor). Cada FGFR ¢
formado por uma regido de ligag@o extracelular (Figura 6), que contém
trés dominios imunoglobulinas; uma hélice transmembranica e um
segmento citoplasmatico com atividade tirosina quinase.*?

INTERVENCAO TERAPEUTICA

Em funcdo de seu papel essencial no processo de apoptose,
proliferagdo celular, metabolismo do glicogénio, neurotransmissio e
oncogénese, a desregulagdo ou superexpressao de proteinas quinases
estd associada a doengas como asma, cancer, desordens cardiovascu-
lares, diabetes, doengas do sistema nervoso central, entre outras.*

O envolvimento de protefnas quinases no desenvolvimento e
manutengdo de tumores malignos humanos pode ocorrer por: re-
arranjo gendmico, incluindo transloca¢do cromossomal que gera a
fusdo de proteinas contendo o dominio catalitico e uma proteina nao
relacionada que usualmente fornece a fungao ativagdo (dimerizacao),
tal como a fusdo dos genes Bcr-Abl em leucemia mieléide cronica;*
mutacgdes que conduzem a atividade quinase;* desregulacdo da
atividade quinase por ativa¢do de oncogenes ou perda da funcgio de
supressores tumorais. Isto ocorre, por exemplo, com o oncogene
Ras (ativado em aproximadamente 30-50% dos canceres humanos),
desregulagdo da atividade da quinase Raf e quinases dependentes de
ciclinas;* desregulagdo da atividade quinase por superexpressio dos
receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR).¥

INIBIDORES QUIMICOS DAS PROTEINAS QUINASES

Como descrito anteriormente, todas as proteinas quinases tém um
dominio catalitico que contém uma fenda onde se liga uma molécula
de ATP. A inibi¢ao alostérica, que altera a conformagao espacial destas
enzimas e, conseqiientemente, bloqueia os sitios de ligagdo do ATP,
¢é bastante promissora no planejamento de firmacos, principalmente
moléculas de baixa massa molecular.

Além de ligacdes de hidrogénio tipo doador e receptor, existem
interacdes de natureza lipofilica da quinase com o ATP (Figura 7).
Apesar de os sitios de ligagdo do ATP serem muito conservados entre
as proteinas quinases, a arquitetura de regides proximas a esses sitios
pode variar. Para fins de propostas de novos farmacos, os sitios de
ligagdo nas protefnas quinases podem ser divididos nas seguintes
regides:* regifio da adenina - regido em que se posiciona o nicleo

Bolso
hidrofébico

&

Regido de ligacdo do fosfato
g

Canal

hidrofobico Regidio de aglicar

Figura 7. Representagdo geral de uma molécula de ATP em seu sitio de
ligagdo de uma proteina quinase. Adaptada da ref. 48
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purinico (ou o residuo de purina, ou adenina), que faz duas ligacdes
de hidrogénio com o receptor; regido do acticar - na maioria das
proteinas quinases € uma regido hidrofilica; bolso hidrofébico - este
bolso nao € usado pelo ATP, mas € explorado pela maior parte dos
inibidores; canal hidrofébico - € uma fenda aberta para a 4gua. Como
ndo é usada pelo ATP, pode ser explorada para o aumento da afinidade
entre o farmaco e o receptor; regido de ligacio do fosfato - € a menos
importante em termos de afinidade devido a forte exposi¢do a agua.
Porém, pode ser util para melhorar a seletividade ou provocar ganho
adicional de afinidade na otimizag@o de um novo inibidor.

Além dos inibidores alostéricos que competem pelos sitios de ligacao
do ATP, existem inibidores alostéricos de quinase que se ligam aos sitios
de substratos protéicos, mostrando uma inibi¢o cinética ndo competitiva.
Estes tltimos inibidores foram destacados em recente revisao.*

INIBIDORES DE PKC

Em 1986, a estaurosporina (4) (Figura 8) foi identificada como um
potente inibidor de PKC, o que aumentou o interesse em inibidores
dessas quinases.” A briostatina 1 (5) (Figura 8), uma macrolactona
isolada do organismo marinho Bugula neritina, é outro conhecido
inibidor de PKC.!

A maior parte das células expressa a mistura de muitas isoformas
de PKC e hd grande variedade de tecido para tecido. E muito raro
encontrar tecidos que expressem somente uma das isoformas ou em
que somente uma delas seja mais ativada em estado de doenca. Por
isto, a inibi¢do seletiva de PKC nao € trivial.

Figura 8. Estaurosporina (4), Briostatina 1 (5)

INIBIDORES DE QUINASES DEPENDENTES DE
CICLINAS

A freqiiente desregulacdo das CDK em casos de tumores humanos
encorajou varios pesquisadores a procurar inibidores destas quinases.
Vdrias moléculas seletivas de baixa massa molecular que competem
com os sitios de ligagdo do ATP em CDK1, CDK2 e CDK4 foram ob-
tidas. Verificou-se, no caso destes inibidores, que em c€lulas normais
a inibigdo € reversivel nas fases G, ou na transi¢do G,/M da divisao
celular. Isto ndo acontece em células transformadas, onde o controle
da divisdo celular estd ausente ou defeituoso e as células sofrem
apoptose. Além disso, muitos desses inibidores tém moderada eficcia
in vivo, o que torna necessdria a pesquisa de novos antagonistas de
proteinas do ciclo celular para o tratamento do cancer.*

CGP 60474 (6) e a olomoucina (7) (Figura 9a e b) interagem
com a regido de dobradi¢a (hinge) de CDK2 através de ligacdo hi-
drogénio com N1 e N2. A olomoucina apresenta razodvel seletividade
para CDK1 faltando, porém, a poténcia necessdria para tornd-lo um
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farmaco inibidor.>® Por isso, Imbach e colaboradores®' otimizaram de-
rivados da olomoucina obtendo moléculas promissoras para inibigdo
de CDKI1, conforme pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9. a) CGP 60474 (6), b) olomoucina (7) e seus derivados (8, 9 e 10)
com valores de CI,, para CDKI e CDK2

O CGP 82996 (11), moléculas da classe triaminopirimidina
(TAP), o produto natural fascaplisina (12) e flavopiridol (13) (Figura
10) sdo inibidores seletivos in vitro de varias quinases dependentes de
ciclinas. O principal alvo desses compostos € a CDK4/CycD1 com
CI,, 1500 nM, 350 nM e 230 mM para CGP 82996, fascaplisina e
flavopiridol, respectivamente.>?

Compostos da classe dos oxindéis (14) (Figura 11), sintetizados
por Bramson e colaboradores,” interrompem o ciclo celular através
da inibi¢do da atividade de CDK2 com valores de CI,, na ordem de
nanomolar. Além disso, esses compostos previnem a alopécia que
normalmente acontece durante a quimioterapia.™
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Figura 10. CGP 82996 (11); Flavopiridol (12), Fascaplisina (13) com valores
de CI,, para CDK4/CycD1
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Figura 11. Compostos da classe dos oxinddis inibidores de CDK2 com
valores de CI,,

INIBIDORES DO RECEPTOR DO FATOR DE
CRESCIMENTO EPIDERMAL

O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR ou ErbB-1)
foi identificado como um protooncogene tirosina quinase. Diversos
estudos sugerem que estes receptores e seus ligantes estdo associados
a uma grande porcentagem de todos os tumores sélidos.!

Produtos naturais pertencentes a classe das ansamicinas, como
a geldanamicina e a herbimicina (estrutura geral 15) (Figura 12)
sdo potentes inibidores de EGFR, impedindo a proliferacéo celular.
Contudo, observou-se também que estes compostos impedem a pro-
liferacd@o celular de muitos outros mitégenos e ndo inibem EGFR em
ensaios com enzimas isoladas.™

Figura 12. Produtos naturais pertencentes a classe das ansamicinas:
R, = R, = H - Geldanamicina; R, = CH, R, = OCH  — Herbimicina

Muitas quinases (e outras proteinas) ligam-se a proteina acom-
panhante (chaperone) HSP-90, proteina transportadora, no reticulo
endoplasmatico. Este processo requer ATP. A geldanamicina € um
inibidor competitivo dos sitios de ATP de HSP 90, com o carbamato
mimetizando uma adenina e a quinona ocupando o sitio de liga¢ao do
trifosfato.” Isso faz com que os EGFR ndo se liguem apropriadamente
ao transportador, e sejam desviados para os lisossomos, onde sio
degradados. Dessa forma, apds um periodo de muitas horas, as an-
samicinas conduzem a completa inibi¢ao da atividade quinase EGFR
pela destrui¢ao da proteina. Muitos outros RTK, incluindo a insulina,
sdo também destruidos pelas ansamicinas por essa mesma via.>

Gefitinib (Iressa®), ZD1839 (16) (Figura 13) é um derivado de
quinazolina que inibe EFGR de maneira reversivel. Estudos pré-
clinicos mostraram que este farmaco € capaz de se ligar fortemente ao
receptor, inibindo o crescimento do tumor.>” O Gefitinib foi lancado,
em 2003, para o tratamento de cincer de pulmdo de células ndo-
pequenas (NSCLC) localmente avancado ou em metéstase.*

Erlotinib (Tarceva®), OSI-774 (17) (Figura 13) é outro exemplo
de inibidor de EFGR. Este farmaco € administrado por via oral e foi
aprovado pelo FDA para o tratamento de pacientes com NSCLC e
cncer pancreético.’®
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Figura 13. Gefitinib (Iressa®) (16), Erlotinib (Tarceva®) (17)

INIBIDORES DO RECEPTOR DO FATOR DE
CRESCIMENTO DO FIBROBLASTO

Em 1997, Mohammadi e colaboradores® identificaram uma nova
classe de inibidores de receptores de tirosina quinases com diferen-
tes substituintes quimicos para a estrutura do oxindol (Figura 14).
Estes compostos foram testados para a inibicao da atividade quinase
receptora de FGFR1, receptor do fator de crescimento do fibroblasto
1, (Fibroblast Growth Factor Receptor 1) em células NIH3T3.
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Figura 14. Estruturas de SU4984 (18) e SU5402 (19)
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Um ensaio in vitro de autofosforilagdo foi realizado com FGFR1
na presenca de vdrias concentracdes de SU4984 (18) ou SU5402 (19).
Ambos 0s compostos inibiram a atividade quinase de FGFR1K com
concentragdo inibitéria média (CL, ) de 10 a 20 nM na presenga de 1
mmol de adenosina trifosfato (ATP).

INIBIDORES MULTIQUINASES

Houve um tempo em que se pensava que inibidores de receptores
multiplos de quinases eram um risco. Contudo, novas evidéncias
mostram que ndo somente o organismo tolera o ataque multipro-
pagado, mas que a estratégia mais apropriada € justamente atacar a
complexa via da comunicagdo celular.®’ Nos itens seguintes, estdo
descritos alguns inibidores que possuem como alvo dois ou mais
tipos de quinase.

Quinazolinas

O fator de crescimento HER2 € fortemente expressado em 25%
dos casos de canceres de mama. Herceptin®, um anticorpo mono-
clonal, foi aprovado primeiramente em 1998, nos Estados Unidos,
para o tratamento de casos avangados de HER2-positivo. Embora
este anticorpo seja considerado um grande passo no tratamento
de cancer de mama hd muito ainda para ser investigado, visto que
existem pacientes HER2-positivos que desenvolvem resisténcia a
Herceptin®. Além disso, esse farmaco nédo € capaz de curar canceres
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em fase de metdstase.®!

A companhia GlaxoSmithKline (GSK) revelou que o uso de
moléculas de baixa massa molecular no tratamento do cancer, como o
derivado quinazolina dual-quinase Lapatinib (Tykerb®), GW 572016
(20) (Figura 15), impediu a progressao da doenga em pacientes ja em
estagio avangado. Varias companhias, incluindo GSK, Wyeth, Array
BioPharma e Exelixis acreditam que o desenvolvimento de inibidores
multiquinases seja uma grande oportunidade lucrativa.

Inibidores multiquinases em desenvolvimento para o cancer de
mama sdo planejados visando impedir a sinaliza¢do celular, bloque-
ando dois ou mais membros da familia HER. No caso de Lapatinib,
sdo bloqueados HER2 e HER1.%!
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Figura 15. Lapatinib (Tykerb®) (20)

Pirrolotriazinas

Mastalerz e colaboradores® sintetizaram uma nova classe de
pirrolotriazinas que inibem EGFR e HER2. Dentre os compostos
obtidos por esse grupo, o derivado que deu melhores resultados
foi o 21 (Figura 16). A CIL foi 27 e 33 nM para HER2 e EGFR,
respectivamente.

Sy CISO=27 nM (HERZ)
Cn ) 21 Cla=33 M (GFR)

Figura 16. Pirrolotriazina (21) inibidora de EFGR e HER2 com valores
de CI.
50

Uréias N, N’-dissubstituidas e oxindois

Os receptores do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGFR) desempenham papel importante no desenvolvimento da
angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos). A superativacio
da familia VEGFR e, em particular, de KDR (receptor do dominio
quinase) estdo aliados a progressdo de uma variedade de canceres
humanos. Além disso, a ativagdo de Flt-3 e cKIT, por mutagio, estd
diretamente associada com a progressdo da leucemia miel6ide aguda
(AML) e do tumor estromal gastrointestinal (GIST).*

Recentemente, o FDA (Food and Drugs Administration) aprovou
dois inibidores multiquinases como novos agentes no tratamento do
cancer: SU11248, Sunitinib (22) (classe: oxindol) e BAY 43-90006,
Sorafenib (23) (classe: uréiacarbamoilpiridinila) (Figura 17). En-
quanto os alvos de SU11248 sdo VEGFR e PDGFR, BAY 43-9006
também inibe a quinase Raf.?*#

Na pesquisa de novos inibidores de RTKs, Dai e colaboradores®
identificaram uma série de aminoindazol N,N’-diariluréias como
potentes inibidores de KDR (VEGFR-2), Flt-3 e cKIT.

O derivado aminoindazol que apresentou os melhores resultados
in vitro e in vivo é chamado de ABT-869 (24) (Figura 17). Testes
pré-clinicos mostraram que este composto tem eficdcia na reducio
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de tumores, como o carcinoma do colo do ttero e o carcinoma de
mama com dose didria 12,5 mg/kg.%
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Figura 17. Sunitinib, SU11248 (22), Sorafenib, BAY 43-9006 (23), ABT-869
(24)
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Diidroindenopirazéis

Akritopoulou-Zanze e colaboradores® sintetizaram uma série
de compostos da classe dos diidroindenopirazdis, que inibiram um
grande painel de tirosina quinases, apresentando, porém, maior
seletividade para a inibicdo das subfamilias PDGFR/VEGFR. A
Figura 18 mostra os compostos (25 e 26) que resultaram em menor
CI,, para KDR.
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Figura 18. Estruturas de diidroindenopirazéis com valores de CI para
KDR

Derivados de pirimidinas

A leucemia mieldide cronica (LMC) € um tipo de cancer ge-
rado pela fusdo dos genes ber e abl. A proteina ABL localiza-se
principalmente no nicleo, onde atua como um regulador negativo
do crescimento celular e se associa a genes supressores tumorais. O
gene ber (breakpoint cluster region) localiza-se no ponto de quebra
do cromossomo 22.%

A oncoproteina BCR-ABL, codificada pelo gene fundido, € uma
enzima citoplasmatica tetramérica com intrinseca atividade tirosina
quinase.%

O grupo Novartis sintetizou o CPG 57148B (27) (agora denomi-
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nado STI571, Glivec®)' da classe uréiapirimidina (Figura 19). Este
composto foi desenvolvido para ser inibidor de um receptor de fator
de crescimento (PDGFR), mas apresentou CI de 25 nM contra
BCR-ABL e ABL, e 50 nM contra PDGFR.? Ele também inibe a
autofosforilagao de cKIT com CI,  de 100 nM, além de apresentar
atividade significativa contra a maior parte das quinases conhecidas
e testadas.®

Em 2000, Schindler e colaboradores® obtiveram a estrutura cris-
talografica da quinase humana ABL complexada com STI571 (c6digo
PDB: 1fpu, resolugio: 2,40 A). Esse composto induz a troca da orien-
tacdo da parte N-terminal do segmento da alca (loop) de ativacdo, o
que resulta em uma conformagao incapaz de se ligar ao ATP.

Desatinib/BMS-354825 (28) (Figura 19), aprovada em 2006, é
uma piperazinopirimidina também utilizada no tratamento de CLM.
E um inibidor miiltiplo de quinases receptoras, incluindo BCR-ABL,
familia Src, ¢-KIT, PDGFR-f.%

PP1 (29) (classe pirazolpirimidina) e CGP 76030 (30) (classe
pirrolpirimidina) (Figura 19) sao dois exemplos de inibidores de Src.
PP1 também inibe cKIT e BCR-ABL. Estes compostos bloqueiam o
crescimento celular e a sobrevivéncia de células que expressam varios
mutantes resistentes aos inibidores de Abl.”

oL~ N O
H
Figura 19. Glivec, STI5S71 (27), Desatinib (28), PP1 (29), CGP 76030 (30)

Balanol

Balanol (31) (Figura 20) € um produto natural mimético do ATP,
isolado do fungo Verticillium balanoides. E um potente inibidor de
PKC e PKA, ambos com CIL_ de 4 nM.*

A desregulagdo do AMPc implica em doengas como o cancer,
desordens cardiovasculares e inflamagdo. BD2 (32), um andlogo da
série do produto natural balanol (Figura 20) inibe a proteina quinase A
(CI,,= 0,3 nM) através da ocupac@o do sitio catalitico do AMPc.”

INIBIDORES QUE SE LIGAM A DOIS SITIOS DA
PROTEINA QUINASE

Compostos que se ligam a dois sitios de uma proteina podem
aumentar a poténcia e especificidade de inibidores para muitas en-
zimas.” Inibidores desse tipo podem, por exemplo, ligar-se ao sitio
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Figura 20. Balanol (31) e seu andlogo BD2 (32). A=fragmento 4-hidroxiben-
zamida, B= fragmento hexa-hidroazepina, C = fragmento dcido 3,5-di-hidroxi-
4-cetobenzoico, D = fragmento dcido 3-hidroxi-2-cetobenzdico

ativo e a0 dominio SH2 de uma Src quinase a0 mesmo tempo.

Os principais inibidores que se ligam a duas regides de uma
quinase estdo incluidos em quatro categorias: derivados de sulfonil-
benzoil (33), de 4cidos carboxilicos (34), de dipeptideos (35) e de
fosfodiésteres (36) (Figura 21).
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Figura 21. Sulfonilbenzoil, inibidor de PKC e PKA (33);7 série de deriva-
dos de dcidos carboxilicos, inibidores de PKC e PKA (34);” derivado de
peptideo, inibidor de quinases Src (35);” derivado fosfodiéster, inibidor de
PKA (36)”

Recentemente, derivados do grupo diarilimidazéis (37) (Figura
22) foram apontados como inibidores da Raf quinase, atuando tam-
bém em dois sitios dessa proteina: o sitio do ATP e de uma regido
alostérica adjacente.”

Para mais informacdes sobre as doengas associadas a desre-
gulacdo de proteinas quinases, ver a pagina virtual Protein Kinase
Resource Page em http://www.sdsc.edu/kinases (acessada em Abril
2008).7

CONCLUSOES

Em fung¢do do seu envolvimento com a diferenciacdo e proli-
feragdo celular, e transdugdo de sinais as proteinas quinases sdo
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Figura 22. Diarilimidazois (37) inibidores da RAF quinase

importantes alvos terapéuticos. A maior parte dos canceres estd as-
sociada com a desregulac@o dessas proteinas, geralmente através de
mutacdo génica, que conduz a uma superexpressao ou danificacao de
inibidores endégenos. Além do cancer, outras doencas sérias, como
as cardiovasculares, também envolvem proteinas quinases.

A cristalografia de raios-X de diversas quinases, em conformacdes
ativas e inativas, contribuiu para elucidar o mecanismo molecular de
acdo de muitos farmacos e nortear a descoberta de novas moléculas
com capacidade inibitdria.

O grupo farmacofdrico dos inibidores quimicos (oxinddis, ami-
noindazdis, pirazéis, pirimidinas, etc) mimetizam a adenina (um dos
componentes do ATP), enquanto grupos aromadticos, oxigenados ou
nitrogenados penetram na fenda catalitica da proteina quinase, rea-
lizando interagdes hidrofdébicas e ligagdes de hidrogénio.

O entendimento completo da agéo dessas proteinas na comunica-
¢do celular ainda é um desafio, devido a grande variedade de quinases
que podem ser expressas pelo genoma humano. Além disso, o desen-
volvimento de resisténcia aos firmacos no tratamento quimioterapico
do cancer e a busca por melhores propriedades farmacocinéticas das
moléculas preparadas tornam esta drea bastante atraente para muitos
grupos de pesquisa.

LISTA DE ACRONIMOS

ABL- Abelson tirosina quinase; AML — leucemia mieldide aguda;
AMPc - adenosina monofosfato ciclico; ATP - adenosina trifosfato;
BCR - regido do ponto de quebra (breakpoint cluster region); CaM
— calmodulina; CaMK - quinase dependente de cdlcio Ca**/calmo-
dulina (CaMK); CaMKK - CaM-quinase-quinase; CDK — quinase
dependente de ciclina; CML — leucemia mieldide cronica; CSF1R
—receptor do fator 1 de colonia estimulante; EFR — fator de cresco-
mento do fibroblasto; FGFR — receptor do fator de crescimento do
fibroblasto; EGF - fator de crescimento epitelial; EGFR — receptor
do fator de crescimento epitelial; ERK — quinase regulada por sinal
extracelular; FGFR — receptor do fator de crescimento do fibroblasto;
FLT — fins-like tirosina quinase; GTP — guanosina trifosfato; HER
— receptor do fator de crescimento epidermal humano; INK — ini-
bidor de quinase dependente de ciclina; IRK— quinase receptora de
insulina; IRS — substrato receptor de insulina; JNK — quinase c-Jun
n-terminal; KDR - receptor do dominio quinase; MAPK — proteina
quinase ativada por mitégeno; MEK — quinase ativadora da MAP
quinase; MLCK — quinase da familia miosina de cadeia leve; PDGF
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— fator do crescimento derivado de plaqueta; PDGFR — receptor do
fator de crescimento derivado de plaqueta; PKAc — proteina quinase
dependente de AMPc; PKC — proteina quinase C; PTK — proteina
tirosina quinase; RTK — tirosina quinase receptora; RAF — familia
de genes que encodam as protefnas serina/treonina quinases, res-
ponsaveis pela estimulagdo da cascata das MAP quinases; TAP —
triaminopirimidina; TCF — fator complexo ternario; VEGF — fator
de crescimento endotelial vascular; VEGFR — receptor de fator de
crescimento endotelial vascular.
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