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RESUMO

ROSINO, Elaine Figaro. Farmacos antitumorais inibidores de quinases: uma
visdo da Quimica Medicinal. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharel em
Farmacia e Bioquimica) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O cancer é uma doenca caracterizada por falhas nos mecanismos de reparo a
danos celulares que contribuem para a indiferenciacdo celular. Os inibidores de
proteinas quinases compdem uma classe terapéutica importante no combate ao
cancer. As proteinas quinases sdo enzimas responsaveis pela fosforilacdo de
substratos envolvidos nas vias de sinalizacdo celular. As vias Ras/Raf/MEK/ERK
(MAPK), PI3K/PKB (Akt)/mTOR, PLC/IP3/DAG/PKC e JAK/STAT estdo envolvidas
no crescimento e na proliferacdo celular. A ativacdo dessas vias depende da
ativacdo de receptores acoplados a tirosina quinases. A desregulacdo desse
processo pode conduzir a proliferacdo celular e ao cancer. Os farmacos antitumorais
gue inibem tirosina quinases e quinases relacionadas ao processo downstream sao
objeto de estudo deste trabalho, o qual aborda farmacos consagrados na literatura e
em uso clinico. Vérias quinases carecem de inibidores. PI3K e JAK sdo quinases
gue apresentam ao menos um farmaco antitumoral aprovado para uso clinico,
enquanto ERK néo possui inibidor para uso clinico. Dentre os receptores de tirosina
quinase, o receptor do fator de crescimento epidermal humano (EGFR) se destaca
por apresentar varios inibidores de tirosina quinase, assim como a proteina tirosina
quinase citoplasmatica Abl-Bcr. E valido ressaltar que nenhum farmaco é eficaz

como monoterapia.

Palavras-chave: Receptores tirosina quinases. Inibidores de tirosina quinase. Drug

design. Cancer.



ABSTRACT

ROSINO, Elaine Figaro. Kinase-inhibiting antitumor drugs: a view of Medicinal
Chemistry. 2022. Course Conclusion Paper (Bachelor Degree in Pharmacy and
Biochemistry) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Cancer is a disease characterized by failures in cellular damage repair mechanisms
that contribute to cellular undifferentiation. Protein kinase inhibitors make up an
important therapeutic class in the fight against cancer. Protein kinases are enzymes
responsible for phosphorylating substrates involved in cell signaling pathways. The
Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK), PI3K/PKB (Akt)mTOR, PLC/IP3/DAG/PKC and
JAK/STAT pathways are involved in cell growth and proliferation. Activation of these
pathways depends on the activation of receptor-coupled tyrosine kinases.
Deregulation of this process can lead to cell proliferation and cancer. The antitumor
drugs that inhibit tyrosine kinases and kinases related to the downstream process are
the object of the study of this paper, which discuss the drugs established in the
literature and in clinical use. Several kinases lack inhibitors. PI3K and JAK are
kinases that have at least one antitumor drug approved for clinical use, whereas ERK
has no inhibitor for clinical use. Among the tyrosine kinase receptors, the human
epidermal growth factor receptor (EGFR) stands out for having several tyrosine
kinase inhibitors, as well as the cytoplasmic protein tyrosine kinase Abl-Bcr. It is
worth noting that no drug is effective as a monotherapy.

Keywords: Receptor tyrosine kinase. Tyrosine kinase inhibitors. Drug design. Cancer.
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1 INTRODUCAO

Cancer é caracterizado por proliferacdo descontrolada de células, levando a
perda de diferenciacdo e a imortalizacdo celular. Quanto menos diferenciado um
tecido, pior o progndéstico para o paciente. Proto-oncogenes sdo genes responsaveis
por codificar proteinas que atuam na regulacdo do ciclo celular e na diferenciagéo.
Mutacbes podem conduzir um proto-oncogene a tornar-se um oncogene que codifica
proteinas constitutivamente ativas. Falhas em mecanismos de reparo a danos e
inativacdo de genes supressores de tumor contribuem para a imortalidade das
células. A incorporacdo de material genético viral no organismo hospedeiro também
pode levar a formacao de oncogenes (KUMAR et al., 2016, p.269-347; PATRICK,
2013, p. 514-515). Um breve histérico pode ajudar na compreensédo do assunto.

Cientistas descobriram que o virus causador de sarcoma em fibroblastos de
aves (ASV do inglés avian sarcoma virus) compartilha sequéncias de pares de
bases nitrogenadas com células sadias e que a sequéncia responsavel por codificar
a transformacéo oncogénica nédo é compartilhada. O estudo levantou a hipétese de
que, ao longo da evolucdo, um genoma viral incorporado ao material genético de
uma espécie aviaria ancestral poderia sofrer mutacdes favoraveis a atividade
tumoral (VOGT et al., 1976). O avanco na area de genética molecular e de biologia
celular e molecular, nas ultimas décadas, foi crucial para fundamentar essa teoria.

Pesquisadores identificaram que o virus do sarcoma de Rous (RSV) possui
um gene src responsavel pela formacédo de tumores em células de passaros in vitro
e que o0 gene sarc apresenta homologia varidvel na sequéncia de nucleotideos e
estd presente em células sadias de todos os vertebrados. Descobriram que ambos
0s genes codificam uma proteina quinase responsavel por fosforilar residuos de
tirosina. As células que continham o gene src apresentavam maior quantidade de
tirosinas fosforiladas, favorecendo a atividade oncogénica (HUNTER; SEFTON,
1980). Na década de 1980 apenas quinases capazes de fosforilar residuos de serina
e treonina eram conhecidas e histidinas quinases também néo eram descritas.

Constatou-se que uma linhagem de células tumorais humanas (A431), que
continha a proteina oncogénica src e maior expressao de proteinas receptoras para
fator de crescimento epidermal (EGFR), apresentava atividade de proteina tirosina
quinase (TK) mais exacerbada, ap0s aplicagdo do fator de crescimento epidermal

(EGF) in vitro. Observou-se a fosforilagdo de residuos de tirosina intrinsecos ao
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receptor de EGF (HUNTER; COOPER, 1981). Uma das hipGteses corretamente
levantada neste estudo foi a possibilidade de existir cadeias de proteinas tirosina
quinases capazes de fosforilar sequencialmente diversos substratos. Os avan¢os no
campo da bioquimica contribuiram para entender os mecanismos de fosforilacao.

As quinases constituem importantes proteinas responsaveis por fosforilar
substratos envolvidos na regulag&o do ciclo celular. A fosforilagéo deve ser capaz de
ativar ou inibir a transducdo de sinal das vias de sinalizacdo celular de modo
eficiente para suprir as necessidades das células. A fosforilacdo em excesso e as
mutacbes ao acaso favorecem a carcinogénese. A ineficiéncia de mecanismos
apoptoéticos propaga o dano as células filhas que também podem sofrer mutacgdes.
Os inibidores de tirosina quinases (TKI) compf&em importante classe terapéutica no
combate a proliferacéo e sobrevivéncia de células tumorais.

Os inibidores em uso clinico sédo utilizados para tratar tumores soélidos e
hematoldgicos, como cancer de pulméo de células ndo pequenas; pulmao refratario;
pancreas; mama avancado ou metastatico positivo para EGFR2; células do estroma
gastrointestinal; melanoma; leucemia mielocitica crénica; leucemia linfocitica aguda,;
policitemia vera; linfoma anaplasico; entre outros. Ha TKI que possuem a vantagem
de atravessar a barreira hematoencefélica, uma vez que anticorpos monoclonais ndo
tém essa propriedade (WELLSTEIN et al., 2019, cap. 67; PATRICK, 2013, cap. 21).

Receptores TK constitutivamente ativos ou que ndo possuem dominio de
ligacdo ao ligante, ndo respondem ao tratamento com anticorpos monoclonais;
nestes casos, os TKI sdo a Unica opc¢do. A resisténcia a farmacos inibidores de
quinases pode acarretar na ativacdo de vias de sinalizagéo alternativas em que 0s
TKI atuam de modo satisfatorio (WELLSTEIN et al., 2019, p.1489). Por outro lado,
mutacBes nos receptores de TK podem impedir a ligacdo de TKI no sitio alvo
(WELLSTEIN et al., p.1484). Apesar disso, TKI apresentam seletividade e
especificidade variaveis; por exemplo, ocorréncia de resisténcia a um alvo, eles
ainda podem servir para atuar em outros alvos (WELLSTEIN et al., 2019, p.1495).

O objetivo deste trabalho é analisar os farmacos antitumorais inibidores de
quinases que atuam em vias de sinalizacdo relacionadas aos receptores tirosina
quinases. O conhecimento da relagdo entre estrutura e atividade, bem como o
planejamento e 0 mecanismo molecular de atuagdo de tais inibidores sera
importante para identificar potenciais alvos moleculares e estimular os

pesquisadores a desenvolver farmacos mais eficazes e menos toxicos.



12

2 TIROSINA QUINASES: COMBINACAO DE RECEPTOR E ENZIMA

Existem receptores de superficie celular e receptores intracelulares. Os
primeiros sdo subdivididos em receptores acoplados a proteinas G (GPCR),
receptores serina-treonina quinases e receptores tirosina quinases. O segundo tipo
de receptores compdem os receptores nucleares.

Os receptores tirosina quinases da superficie celular atuam diretamente no
crescimento, na diferenciacdo e na proliferacdo celular; enquanto os receptores
serina-treonina quinases sao responsaveis por inibir a proliferagcéo celular. Os GPCR
modulam a abertura de canais i6nicos, a sintese e a clivagem de glicogénio,
controlam a proliferacéo e a sobrevivéncia celular, atuam na clivagem de lipideos,
medeiam processos de dor e inflamacao, entre outras respostas.

Os receptores nucleares sdo ativados por horménios lipossollveis e
controlam fatores de transcricdo que podem estar associados a prolifera¢do tumoral,
mas nao serdo objeto de estudo deste trabalho. Receptores serina-treonina
guinases e GPCR também néo serdo objeto de estudo.

Receptores de superficie celular transmitem um sinal do meio extracelular
para o meio intracelular, apds interacdo com os correspondentes ligantes. O sinal
pode ser proveniente da interacdo de um ligante proteico, como um hormonio ou um
fator de crescimento, o qual se liga ao dominio de ligacdo do receptor. Esses
receptores basicamente apresentam uma por¢cao N-terminal extracelular, uma regiao
transmembrana, e uma porcédo C-terminal intracelular.

Os receptores acoplados a enzimas tirosina quinases sdo proteinas que
atravessam a membrana uma Unica vez e se dividem em 2 tipos: receptores tirosina
quinases (TKR), cujo dominio tirosina quinase € intrinseco e, por isso, apresentam
funcdo dupla de receptor e enzima; e receptores associados a tirosina quinases
(NRTK, do inglés nonreceptor tyrosine kinases), 0os quais nao apresentam dominio
tirosina quinase, porém, associam-se de forma ndo covalente a proteinas tirosina
guinases livres no citoplasma e, portanto, essas proteinas sao tirosina quinases nao-
receptores com atividade apenas enzimatica (ALBERTS et al., 2017, p. 850 e 862).

Os ligantes de receptores de TK séo a insulina e os fatores de crescimento,
entre eles destacam-se: fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento neuronal (NGF).
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As citocinas sdo exemplos de ligantes de receptores associados a tirosina
quinases nao-receptores (NRTK), entre as quais destacam-se: interleucinas (IL),
horménio de crescimento (GH), fator de necrose tumoral (TNF), fator estimulante de

colénias (CSF), eritropoietina (EPO), interferon (INF), prolactina, entre outros.

2.1 Processos de sinalizacao

Entre os receptores de tirosina quinase (TKR), a ligacdo do ligante promove
modificacdo conformacional dos receptores, permitindo a aproximacao e a ativagao
dos dominios TK intracelular pela fosforilacdo de residuos de tirosina na alca de
ativacdo que recobre o sitio ativo. A mudanca de formato destes dominios expde
uma cavidade catalitica que permite a entrada do substrato a ser fosforilado e, uma
cavidade préxima, conhecida como regido de cofator, onde o ATP se posiciona para
transferir seu ultimo residuo de fosfato (y-fosfato) do grupo trifosfato para um grupo
hidroxila do substrato. A possibilidade de acesso a cavidade catalitica refere-se a
conformacao ativa da enzima. Em muitos casos, o substrato a ser fosforilado pode
ser a prépria porcao intracelular da TK.

Na conformacéo inativa (DFG-out), a algca de ativagdo que ocupa a regiao de
ligacdo ao ATP expde uma regido hidrofébica II, proxima a regiao hidrofébica I. A
alca de ativacdo apresenta trés aminoacidos conservados em todas as quinases
(Asp, Phe e Gly). Na conformacéo ativa (DFG-in), o acido aspartico e fenilalanina
séo orientados em direcdo ao sitio de ligagdo ao ATP (PATRICK, 2017, p. 578). Na
conformacdo ativa, a alca de ativagcdo adota uma configuracdo estendida que
permite a interacdo com o substrato, mas impede a exposicéo da regido hidrofobica
Il.

A fosforilagdo sequencial de outros residuos de tirosina na porgcéo C-terminal,
nao relacionada ao dominio TK, servem de sitios de ancoragem para proteinas das
vias de sinalizagédo (ALBERTS et al., 2017, p. 850).

O receptor de insulina é formado por um dimero e cada dominio TK apresenta
uma alca de ativacdo que recobre o sitio de ligacdo ao ATP no estado inativo. A
mudanc¢a conformacional induzida pelo ligante permite a fosforilacdo cruzada de
residuos de tirosina localizados na alca de ativacéo, levando a outra modificagéo
conformacional que ativa o dominio TK e expde seu sitio de ligagdo ao ATP. Cada

dominio TK ativo & capaz de fosforilar residuos de tirosina adicionais na cauda
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citosdlica fora do dominio TK do outro receptor (LODISH et al., 2008, p. 680; VOET
et al., 2013, p. 702-703).

O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) sofre dimerizacao
induzida pela ligacédo do fator de crescimento epidermal (EGF). A aproximacdo dos
dominios TK ndo fosforilados permite que apenas uma das alcas de ativacdo seja
modificada, ativando sua atividade quinase. Somente o dominio TK ativado é capaz
de fosforilar residuos adicionais de tirosina em ambas as caudas citosolicas
(ALBERTS et al., 2017, p. 851-852; LODISH et al., 2014, p. 728).

Receptores TK para outros fatores de crescimento sofrem dimerizagéo
induzida pelo ligante e a aproximagédo dos dominios TK permite que fosforilem um
ao outro em residuos de tirosina localizados na alca de ativacdo. Uma mudanca
conformacional expde o sitio de ligacdo do ATP ou do substrato e ativam ambos os
dominios TK, que entdo sdo capazes de fosforilar residuos de tirosina na cauda
citosdlica oposta (LODISH et al., 2014, p. 726).

O mesmo é observado na ligacdo simultanea de um ligante a 2 receptores
associados a tirosina quinases (NRTK), como JAK (do inglés Just Another Kinases).
Essas quinases fosforilam residuos de tirosina na alga de ativacdo reciprocamente.
Uma mudanca conformacional expde o sitio de ligacdo ao ATP e ativa o dominio TK,
capaz entdo de fosforilar residuos de tirosina na cauda citosélica oposta a sua
localizacdo. JAK séo responsaveis por fosforilar e ativar reguladores de transcricéo,
conhecidos como STAT (do inglés signal transducers and activators of transcription)
(LODISH et al., 2008, p.672-675). Existem outras familias de proteinas
citoplasmaticas com atividade tirosina quinase enziméatica, além de JAK, como
exemplo temos a familia Src, Abl, Fak, Btk, entre outras, com funcdes celulares
diversas.

A maioria das proteinas apresenta um dominio SH2 (do inglés Src homology
2), responsavel pela ligagdo a fosfotirosina no sitio de ancoragem dos receptores
acoplados a enzimas TK na regido intracelular. O dominio SH2 apresenta homologia
com um dominio da proteina Src, uma tirosina quinase codificada por um oncogene
expresso em sarcoma de aves. Src foi a primeira proteina a ter esse dominio
analisado e este fato explica a origem do nome SH2 (src homology two). Diferencas
na sequéncia de aminoacidos no bolsdo hidrofébico do dominio SH2 das proteinas
determinam a especificidade de ligacéo ao residuo alvo de fosfotirosina (LODISH et
al., 2008, p. 675).
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Existem outros dominios responsaveis por conectar proteinas e peptideos
que atuam nas vias de sinalizacdo. O dominio PTB (do inglés phospho-Tyr binding),
assim como SH2, é responsavel pela ligacdo de peptideos a residuos de tirosinas
fosforiladas. O dominio SH3 atua na conexao entre peptideos e residuos ricos em
prolina, portanto, pode estar presente nas mesmas moléculas que contém o dominio
SH2 ou PTB. O dominio PH, homologo a pleckstrina (proteina que serve de
substrato a PKC, uma serina-treonina quinase), é responsavel pela ligacdo de
proteinas ao grupo inositol de fosfoinositideos (VOET et al., 2013, p. 707-708).

Proteinas estruturais participam do processo de sinalizagdo celular para
direcionar a atuacdo de proteinas quinases. A proteina estrutural Ste5p interage com
as quinases da via MAPK em leveduras e estudos apontam que na sua auséncia a
via de sinalizacéo € inativa. Outras proteinas funcionam como ancoras ao promover
a integracdo das vias de sinalizacdo. A proteina ancoradora de quinase A, por
exemplo, é responséavel por ancorar as subunidades regulatérias da PKA (uma
serina-treonina quinase), direcionar sua atuacdo para alvos especificos e colaborar

com a adesédo de outras proteinas que atuam nessas vias (VOET, 2013, p. 713-714).

2.2 Vias de sinalizacao

Os receptores acoplados a enzimas tirosina quinases (TKR e NRTK) ativam
trés vias classicas: Ras/MAPK (conhecida como ERK); PI3K/PKB (conhecida como
Akt)/)mTOR; e PLC/IP3/DAG/PKC. A via de receptores associados a tirosina
quinases (NRTK) ativam também uma via classica conhecida como JAK/STAT
(Figura 1).

As proteinas PI3K, PLC e STAT apresentam um dominio SH2 que se liga a
um residuo de fosfotirosina na cauda citosdlica de seus respectivos receptores. A
proteina Ras ndo apresenta esse dominio, porém, ela pode dar inicio a uma cascata
de sinalizacdo gracas ao auxilio de outras proteinas em que ao menos uma delas
possui um dominio SH2, como a proteina adaptadora Grb2.

O dominio SH2 de cada proteina conserva uma sequéncia de aminoacidos,
0S quais permitem a ligacéo aos residuos de fosfotirosinas de diferentes receptores.
Desta forma, diferentes ligantes como insulina, fator de crescimento epidermal
humano, eritropoietina conseguem ativar essas mesmas vias ainda que atuem em

diferentes receptores TK. O diferencial € a resposta induzida pelo ligante, que
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depende do padrao genético expresso na célula em que esté localizado.

Outro fato interessante é a possibilidade de que substratos de uma via de
sinalizacdo sejam capazes de ativar substratos de outras vias. E de conhecimento
da comunidade cientifica que receptores acoplados a proteinas G podem ativar
substratos que ativam vias relacionadas a TK. Assim, vias de sinalizagao se inter-
relacionam e esse fato precisa ser mais explorado para o desenvolvimento de

farmacos mais seletivos.
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Figura 1. Mapa conceitual (cmaptools) das principais vias de sinalizacdo envolvendo
receptores e enzimas quinases. IL interleucina; EPO eritropoietina; TNF fator de necrose
tumoral; GH horménio do crescimento; IFN interferon; CSF fator de estimulagédo de colbnia;
JAK Janus kinase; STAT signal transducers and activators of transcription; VGF fator de
crescimento vascular; NGF fator de crescimento neuronal;, PDGF fator de crescimento
derivado de plaquetas; FGF fator de crescimento de fibroblastos; EGF fator de crescimento
epidermal humano; Ras rat sarcoma virus; MAP kinases mitogen-acticated protein kinases;
PLCy fosfolipase C gama; DAG 1,2 diacilglicerol; IP3 inositol 1,4,5 trifosfato; RE reticulo
endoplasmatico; CREB proteina de ligacdo a CRE; CRE elemento de resposta a AMPc; PI-
3K fosfatidilinositol 3 kinase; PIP2 fosfatidilinositol 4,5 bifosfato; PIP3 fosfatidilinositol 3,4,5
trifosfato; mMTORC complexo mTOR; PKB proteina kinase B; AMPK AMP-activated kinase;
ATP trifosfato de adenosina; AMP monofosfato de adenosina; elF4AEBP1 proteina de ligacédo
a elf4E; GSK-3 glicogénio sintase kinase.
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2.2.1 Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK)

Grb2, uma proteina adaptadora, contém um dominio SH2, que se liga a
fosfotirosina na cauda citosélica de receptores TK da via MAPK. Também contém 2
dominios SH3, responsaveis pela ligacdo a residuos especificos de prolina na
proteina Sos. Esta proteina € um GEF (fator trocador de nucleotideo guanina) que
altera a conformacédo estrutural do complexo inativo Ras.GDP, favorecendo a
ligacdo de GTP, o qual esta em maior concentracdo no meio intracelular.

O complexo ativo Ras.GTP é capaz de recrutar e ativar Raf, uma serina-
treonina quinase conhecida como MAPKKK. Uma proteina ativadora de GTPase
(GAP) se liga ao complexo e catalisa a reacao de hidrélise de GTP a GDP.

Raf é liberada do complexo Ras.GDP e fosforila MEK, uma proteina quinase
conhecida como MAPKK, capaz de fosforilar residuos de serina, treonina e tirosina.
MEK ativada fosforila um residuo de tirosina e um de treonina em ERK, uma
proteina serina-treonina quinase conhecida como MAPK (do inglés mitogen-
activated protein kinases). Uma mudanca conformacional expde o sitio de ligacdo ao
ATP. ERK ativada é capaz de fosforilar e ativar fatores de transcricdo. Como
exemplo, um dos fatores promove a transcricdo do gene c-fos, envolvido na
proliferacéo celular (LODISH et al., 2014, p. 740-744).

2.2.2 PI3K/PKB (Akt))mTOR

PI3K (fosfatidilinositol 3 quinase) apresenta um dominio SH2 que se liga a
fosfotirosina em receptores acoplados a enzimas tirosina quinases. Seu dominio
catalitico fosforila o carbono 3 do anel de fosfoinositideos presentes na membrana.
E interessante notar que fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP) e fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) sdo substratos de PI3K, formando fosfatidilinositol 3,4-bifosfato e PI
3,4,5-trifosfato, respectivamente.

PKB (proteina quinase B), uma serina-treonina quinase conhecida como Akt,
apresenta um dominio PH (homodlogo a Plecstrina) que se liga ao fosfato do carbono
3 de ambos os fosfoinositideos ancorados na membrana. A ativacdo maxima do
dominio PH depende das quinases PDK1 e PDK2. PDK1 apresenta dominio PH e
também se liga ao fosfato do carbono 3 de um fosfoinositideo. PDK1 se aproxima e

fosforila uma treonina na alca de ativacdo de PKB. PDK2, livre no citoplasma, é
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capaz de fosforilar uma serina no dominio C-terminal de PKB.

A mudanca conformacional permite a dissociagédo de PKB da membrana para
fosforilar e inibir proteinas (como Bad) e fatores de transcricdo (como FOXO)
responsaveis pela apoptose. PKB também fosforila e inibe GSK-3, responsavel por
fosforilar e inibir GS (glicogénio sintase) e fatores de transcricdo de proteinas. A
fosfatase PTEN €& capaz de remover o grupo fosfato do carbono 3 de
fosfoinositideos como o PIP3, modulando negativamente a via de sinalizacéo
(LODISH et al.,, 2008, p. 694-696). Portanto, a ativagcdo permanente desta via
conduz a proliferagcéo celular e favorece a oncogénese.

O complexo mTORC2 possui uma quinase (mTor) capaz de fosforilar e ativar
PKB auxiliando a atividade de PDK1. PKB fosforilada é capaz de fosforilar e inibir o
complexo TSC1/TSC2, responsavel por inibir Rheb. Portanto, a inibicdo deste
complexo permite que Rheb ative o complexo mTORC1, que também apresenta a
quinase mTor. Por outro lado, quando h& baixo estoque de energia celular, AMP
ativa a quinase AMPK, responsavel por fosforilar e ativar o complexo TSC1/TSC2 e,
portanto, inibir Rheb e mTor. Quando ativo, mTor fosforila e ativa fatores de
transcricdo. Sua inibicdo promove a degradacdo de proteinas (COOPER et al., 2016,
631-635).

E interessante notar que, PKB ativada inibe GSK-3 e modula positivamente
mTor, contribuindo para reforcar duplamente a transcricdo de proteinas, além de

promover reserva de energia para as células.

2.2.3 PLC/IP3/DAG/PKC

A isoforma y da fosfolipase C (PLC-y) é ativada pelos receptores acoplados a
enzimas tirosina quinases. Seu dominio SH2 se liga a fosfotirosina no dominio
citosodlico de um receptor ativado, que fosforila residuos de tirosina e contribui para
sua atividade catalitica. PLC-y ativada hidrolisa PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) a
DAG (1,2-diacilglicerol) e IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato).

A isoforma 3 da fosfolipase C (PLC-3) € ativada pelos receptores acoplados a
proteina G heterotrimérica (GPCR) e atua como segundo mensageiro.

DAG permanece ligado a membrana e é capaz de ativar PKC, uma proteina
serina-treonina quinase. A atividade de PKC é aumentada na presenca de célcio.

PKC controla o crescimento e a diferenciagao celular.
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IP3, uma molécula soluvel, liga-se a canais de calcio localizados no reticulo
endoplasmatico e promove a abertura dos canais e a saida de calcio do RE para o
citoplasma celular. O aumento da concentracdo de calcio favorece a atividade de
proteinas quinases e fosfatases.

A associacao entre calcio e calmodulina contribui para a atividade de uma
quinase responséavel pela fosforilagdo da cadeia leve de miosina, resultando em
contracdo muscular. Calcio-calmodulina permite a fosforilacdo de fatores de
transcricdo, como CREB, o qual também pode ser fosforilado no mesmo sitio por
PKA proveniente da ativacao de GPCR (COOPER , 2016, p. 635-637).

A fosforilagdo de CREB permite que ele recrute um coativador e se ligue a
uma sequéncia regulatoria conhecida como CRE (elemento de resposta ao AMPC),
resultando na transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo e diferenciacéo
celular (COOPER, 2016, p. 617).

2.2.4 JAK/STAT

A proteina STAT apresenta um dominio SH2 que se liga a uma fosfotirosina
na cauda citosélica de receptores associados a JAK. Essa tirosina quinase fosforila
um residuo especifico de tirosina no dominio C-terminal de STAT, ativando-a. A
proteina STAT se dissocia da fosfotirosina do receptor e se associa a uma
fosfotirosina no dominio C-terminal de outra STAT através do dominio SH2, de modo
que duas proteinas STAT se dimerizam e cada uma apresenta seus dominios SH2
ligado entre si, através de seus residuos de fosfotirosina.

O dimero formado se desloca para o nucleo e se liga a uma sequéncia
regulatoria do DNA através de seu dominio de ligacdo ao DNA. Uma das proteinas
transcritas é a Bcl-x, responséavel por inibir a apoptose celular. A fosfatase SHP1 é
responsavel por remover fosfato da alca de ativacdo de JAK ao mesmo tempo que
blogueia a ligacdo de um dominio SH2 a uma fosfotirosina. A proteina SOCS se liga
as fosfotirosinas da alca de ativagdo de JAK e promove sua ubiquitinagdo por
proteossomos (LODISH et al., 2008, p. 674-678).
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3 INIBIDORES DE QUINASES

As quinases apresentam em comum uma regido de acomodacdo para uma
molécula de ATP, regido do cofator, e outra regido para ligacdo do substrato a ser
fosforilado, ambas localizadas no seu sitio ativo. A fosforilagdo do substrato é
fundamental para ativar a cascata de sinalizagdo. A maioria dos inibidores de
quinases usados na terapéutica tem a propriedade de se ligar a regido do cofator e,
por esta razdo, apresentam caracteristicas estruturais que mimetizam ATP.

O dominio de ligacdo ao ATP apresenta uma regiao conhecida como hinge ou
dobradica, porque os residuos de aminoacidos das extremidades N- e C-terminal da
unidade catalitica interagem por ligac6es de hidrogénio com a molécula de ATP. A
amina do anel de purina do ATP (azul) interage como doador de ligacdo de
hidrogénio com a extremidade C-terminal do aminoacido glutamina (GIn-767) e o
nitrogénio 1 da mesma base nitrogenada interage como aceptor de ligacdo de
hidrogénio com a extremidade N-terminal do aminoacido metionina (Met-769).

Esse dominio também apresenta um bolsédo de ligacdo a ribose (vermelho),
um bolsdo hidrofébico (1), cujo acesso é regulado por um residuo de aminoacido
conhecido como gatekeeper, e uma regido conhecida como cleft, mais exposta ao
solvente, para acomodar a funcéo trifosfato do ATP (preto) (LEMKE et al., 2013, p.
1250, PATRICK, 2017, p. 578-580). Adicionalmente, o bolsédo hidrofébico | ndo é
ocupado pelo cofator e pode apresentar sequéncias de aminoacidos diferentes entre
as varias quinases, fato que permite o planejamento de inibidores seletivos. (Figura
2)

Bolséo hidrofébico |

T

Gatekeeper

OH OH

~_

Bolséo de
ribose

Figura 2. Interacdo do cofator de ATP (trifosfato de adenosina) no sitio ativo de
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guinases.

A seletividade dos inibidores de quinases depende do seu volume e dos
residuos de aminoacidos presentes no bolsdo hidrofébico I, livres para interacao
com moléculas complementares. O residuo de gatekeeper, representado por um
aminoacido de treonina, pode promover um bloqueio conformacional para a
acomodacdo da molécula ou, contrariamente, interagir e servir como ponto de
ancoragem, permitindo uma mudanca conformacional favoravel a interacdo de
inibidores com residuos de aminoacidos no bolsédo (PATRICK, 2017, p. 578).

As serina-treonina e tirosina quinases apresentam 30 residuos em posicdes
espaciais conservadas. A ilustracdo a seguir (Figura 3) apresenta a numeracao da
PKA, uma serina-treonina quinase envolvida na via de sinalizacdo de receptores
acoplados a proteina G, e exemplifica a fosforilacdo do grupo hidroxila (em laranja)
de um substrato (linha preta em negrito) pela transferéncia de um grupo fosfato (y
fosfato) do ATP.

A molécula de ATP se acomoda na fenda existente entre o l6bulo N menor e
o Iébulo C maior. Uma hélice aC (em amarelo) apresenta um residuo de glutamato
(Glu91) que interage com um residuo de lisina (Lys72) localizado na fita 33 do I6bulo
N. Este residuo interage com o grupo a e 3 fosfato do ATP. Uma alga presente entre
as fitas B2 e B3 no Iébulo N é rica em residuos de glicina e sua extremidade faz
contato com os grupos B e y fosfato do ATP, posicionando o y fosfato para a
transferéncia.

O segmento de ativacdo (linha azul) é formado pela triade DFG, dois residuos
seguintes (juntos formam a alga de ligagdo ao magnésio) seguidos por uma fita 89 e
pela alga de ativacdo. A fita f9 & posicionada antiparalela a uma fita 86, a qual é
seguida pela triade HDR posicionada na alca catalitica (fita vermelha). A arginina
(Argl65) da triade HDR é responsavel por moldar a configuracdo da alca de
ativacao a ser fosforilada, de tal modo que este residuo cria um elo de ligacéo entre
a al¢a catalitica, a algca de ligacdo ao magnésio e o local a ser fosforilado.

O aspartato (Aspl84) da triade Asp-Phe-Gly (DFG) interage com todos o0s
grupos fosfatos do ATP através de ligacdo covalente ou coordenagcdo com atomos
de magnésio. A fenilalanina faz ligacdo hidrofébica com o residuo de Glu91,
favorecendo a interacdo Lys-Glu; e com o residuo de tirosina (Tyr164) da triade His-

Asp-Arg (HDR), facilitando a interacdo do residuo de aspartato (Aspl66) com a
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hidroxila do substrato. Apesar de conservado nos eucariotos, o papel do residuo de
glicina é desconhecido. Um residuo de lisina (Lys168) na alca catalitica faz interacéo
com o grupo y fosfato do ATP, favorecido pela interacdo do Aspl66 da triade HDR
(KORNEV et al., 2006).
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Figura 3. Representacdo esquematica da cavidade catalitica de proteina serina
treonina quinase (“é usada a numerag¢ao PKA”), onde o substrato a ser fosforilado e o
cofator que ira transferir o grupo fosfato interagem adequadamente. Copyright (2006)
National Academy of Sciences, U.S.A. (KORNEV et al., 2006)

A conformacédo inativa apresenta uma alteracdo conformacional que expde
um segundo bolsdo hidrofébico Il localizado proximo ao bolsdo hidrofébico I. A
molécula de ATP ndo faz ligacdo com esse bolsdo e esse fato é explorado para o
desenvolvimento de moléculas que competem pela regido de ligacdo ao ATP ao
mesmo tempo em que interagem com o bolsdo hidrofébico Il, tais inibidores sao tipo
[I. J& os inibidores do tipo | competem com o ATP no sitio catalitico, mas nao tem
ligacdo no bolséo hidrofébico I, ndo exposto na forma ativa da quinase (PATRICK,
2017, p. 578).

Outros inibidores atuam em sitios alostéricos e, portanto, modulam
negativamente a atividade de quinases. Inibidores do tipo Ill sdo alostéricos e se
ligam apenas aos bolsdes hidrofobicos na conformacéo inativa da enzima. Inibidores
do tipo IV atuam em regifes distantes do sitio de ligacdo ao ATP. Inibidores do tipo

V atuam nos bols@es hidrofébicos na conformagéo ativa da enzima (PATRICK, 2017,
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p. 578-579).

3.1 Inibidores de EGFR (HER1)

Existem quatro receptores tirosina quinase de membrana para o EGF em
humanos, denominados HER1, 2, 3 e 4. Os ligantes de HER1 s&o: EGF, HB-EGF
(heparina ligadora de EGF) e o fator de crescimento a derivado de tumores (TGF-a).
A ligacdo de um desses ligantes ao dominio de ligacdo extracelular de HERL1 leva a
sua homodimerizacédo (LODISH et al., 2014, p. 728).

EGFR ou HER1 é expresso em tumores sélidos de mama, pulméo, bexiga,
esofago, cavidade oral e quase todos os canceres derivados do epitélio (LEMKE et
al., 2013, p. 1253).

3.1.1 Gefitinibe (Iressa®, AstraZeneca)

Gefitinibe foi o primeiro inibidor de tirosina quinase intrinseca ao receptor do
fator de crescimento epidermal humano (EGFR ou HER1), langado no mercado para
tratamento de tumores sélidos, em especial para cancer de pulmao de células néo
pequenas localmente avancado ou metastatico.

Gefitinibe possui um anel de quinazolina, o qual mimetiza o anel de purina do
ATP, uma amina secundaria ligada ao carbono 4 e um anel aromatico substituido
com um atomo de cloro na posicdo meta e flior em para. Os adtomos de nitrogénio
fazem importantes ligacdes de hidrogénio com residuos de aminoacidos presentes
na regido hinge do dominio de ligacdo ao ATP no sitio ativo da quinase.

Assim, o nitrogénio 1 do anel heterociclico € um aceptor de hidrogénio do
residuo de metionina (Met-793) e o nitrogénio 3 interage com uma molécula de agua
gue atua como aceptor de hidrogénio do residuo de treonina (Thr-790). A amina do
anel de anilina em C-4 ndo atua como doador de hidrogénio, mas auxilia o
posicionamento do anel aromatico no bolsdo hidrofébico |, o qual apresenta um
residuo de Thr como gatekeeper (LEMKE et al., 2013, p. 1253, PATRICK, 2017, p.
580) (Figura 4).
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Figure 4. Imagem mostra protétipo, gefitinibe e erlotinibe.

O prototipo usado no desenvolvimento de gefitinibe também apresentava um
anel de anilina, mas substituido por apenas um grupo metilico em meta. Tanto o
grupo metila como o hidrogénio ligado ao carbono 4 do anel de anilina sdo passiveis
de metabolizagcédo pelas enzimas do citocromo P450 (CYP450) para formacao de
hidroxila alcodlica e fendlica, respectivamente. A estratégia para evitar a oxidacao foi
a substituicdo da metila por atomo de cloro e a substituicdo do hidrogénio ligado ao
carbono 4 por atomo de fluor (PATRICK, 2017, p. 580).

Adicionalmente, este protétipo possuia dois grupos metoxilicos ligados ao
anel de quinazolina em C-6 e C-7. No entanto, em gefitinibe o grupo metéxi em C-6
sofreu uma modificacdo com a introducdo de um anel de morfolina com
espacamento de 3 carbonos. Isso permitiu uma melhor acomodacao da molécula na
regido cleft no dominio de ligacdo ao ATP e aumentou a solubilidade do farmaco em
agua (PATRICK, 2017, p. 580).

3.1.2 Erlotinibe (Tarceva®, Roche)

Erlotinibe é um inibidor analogo ao gefitinibe, usado para o tratamento de
cancer de pulmdo de células ndo pequenas. Apresenta um anel de quinazolina
ligado através de seu carbono 4 a um anel de anilina. Um grupo acetileno substitui a
metila do prototipo no anel aromatico para impedir a metabolizacdo pela CYP450,
favorecendo a interagdo da molécula com o bolsdo hidrofébico I.

Ambos os grupos metoxilicos presentes nos carbonos 6 e 7 de quinazolina
sofrem idéntica modificacdo com a substituicho por metoxietila, auxiliando a
acomodacdo da molécula na regido cleft (LEMKE et al., 2013, p. 1253, PATRICK,



25

2017, p. 580) (Figura 4).
3.2 Inibidores de EGFR (HER1) e HER2

O receptor de membrana HER2 se apresenta em conformagé&o pré ativa com
uma alca saliente para fora e ndo se liga diretamente a um ligante, mas forma
heterodimeros com HER3 e 4, os quais possuem em comum dois ligantes:
neuregulinas 1 e 2 (NRG1 e 2). HB-EGF também se liga a HER4. Um aumento da
expressdo de HER2 na célula, sensibiliza a célula para diversos membros da familia
EGF (LODISH et al., 2014, p. 728-729).

HER2 €& superexpresso em cancer de mama, ovario, pulméo e intestino
resistentes (LEMKE et al., 2013, p. 1253).

3.2.1 Lapatinibe (Tykerb®, Glaxosmithkline)

Lapatinibe conserva a estrutura 4-aminoquinazolina de Gefitinibe. O anel
aromatico ligado a amina secundéria, apesar de preservar o atomo de cloro,
apresenta um substituinte fluorobenziloxi ao invés de um atomo de flior. Esse
aumenta a seletividade da molécula, uma vez que é capaz de acessar somente 0
bolsdo hidrofébico Il de HER1 e HER2 na conformacéo inativa da enzima (LEMKE et
al., 2013, p. 1253).

Adicionalmente, o grupo metoxi do carbono 6 € substituido por um furano
ligado a uma amina secundaria com espacamento de um carbono. Essa amina
contém um grupo etilénico ligado na extremidade a funcédo metil sulfona. Esta cadeia
interage na regido cleft do ATP e confere maior polaridade para a molécula de
lapatinibe e, em funcdo disso, aumenta a solubilidade do farmaco em agua (LEMKE
et al, 2013, p. 1253; PATRICK et al, 2017, p. 580) (Figura 5).
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Figura 5. Lapatinibe e seus analogos, afatinibe, rociletinibe e osimertinibe
3.2.2 Afatinibe (Giotrif®, Boehringer Ingelheim)

Afatinibe € um inibidor irreversivel de HER1 e HER2, que conserva a estrutura
4-anilino quinazolina dissubstituida de Gefitinibe, mas possui grupos funcionais que
promovem uma ligacdo irreversivel no receptor da quinase. O grupo metoxila da
posicdo 7 da quinazolina € substituido por anel tetrahidrofurano, ligado em sua
posicéo 3.

A principal modificagao estrutural ocorre com a substituicdo do grupo metoxila
na posicdo 6 da quinazolina por uma fungdo carbonilica a,p-insaturada de
acrilamida, como um aceptor de Michael, contendo na sua extremidade grupo
metileno dimetilamino. Esse aceptor é capaz de interagir com um residuo de
metionina (nucledfilo) presente na regido gatekeeper, mesmo apds varias mutacées
no residuo gatekeeper Thr 790 (PATRICK, 2017, p. 581). Afatinibe foi mais eficaz do
gue o erlotinibe como tratamento de segunda linha de pacientes com carcinoma

espinocelular avancado (YANG et al., 2017).
3.2.3 Rociletinibe (ndo aprovado)

Rociletinibe € um inibidor irreversivel e seletivo de quinases que sofreram
mutacdo do residuo do gatekeeper treonina por metionina (T790M). Apresenta um
anel de pirimidina ligado a uma funcao anilina, a qual é dissubstituida por um grupo
metoxila na posicdo orto e acetilpiperazina em para. Ainda, o anel de pirimidina
possui grupo trifluorometila em C-5 e uma amina ligada a C-4. Essa amina ligada ao
anel aromatico também caracteriza um grupo anilina, a qual se conecta a uma
funcdo aceptora de Michael (PATRICK, 2017, p. 582).
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3.2.4 Osimertinibe (Tagrisso®, AZMED)

Osimertinibe € utilizado para tratamento de cancer de pulméao de células ndo
pequenas. Também é um inibidor irreversivel e seletivo para mutacdes T790M que
ocorrem no gatekeeper de EGFR. Conserva o anel de pirimidina ligado a anilina
presente no Rociletinibe (PATRICK, 2017, p. 582). No entanto, apesar de conter o
grupo anilina classica em C-2 do anel pirimidina, este anel é trissubstituido e contém
grupo metoxilico em orto, etileno diamina na posi¢cédo para e grupo prop-2-enamida
(aceptor de Michael) na posicdo meta (C-5). O anel heterociclico metil-indol é

também observado na posi¢cao C-4 do anel de pirimidina.

3.3 Inibidor de HER1/2, VEGFR e RET

VEGF2 est4 envolvido na formacdo de novos vasos e o seu bloqueio é
responsavel pela inibicdo da angiogénese e, assim, diminuicdo da oxigenacao e do
suporte de nutrientes para a célula tumoral (LEMKE et al., 2013, p. 1253).

RET é uma tirosina quinase de membrana e sua superexpressao €
responsavel por cancer de tireoide e de alguns casos de cancer de pulmédo de
células ndo pequenas, os quais envolvem a fusdo dos genes KIF5B e RET
(PATRICK, 2017, p. 590).

3.3.1 Vandetanibe (ZD6474) (Caprelsa®, AstraZeneca)

O Vandetanibe também conserva a estrutura 4-aminoquinazolina de
gefitinibe. Vandetanibe € um inibidor de multiplas quinases, como HER1, HERZ2,
VGFR e RET (PATRICK, 2017, p. 580). E indicado para o tratamento de carcinoma
medular de tireoide localmente avangado.

Os atomos de fluor na posicdo orto e bromo na posicdo para do anel de
anilina tém a funcdo de bloquear a metabolizagdo destas posi¢cdes pela citocromo
P450. O grupo metoxila na posicéo 6 da quinazolina € conservado e na posi¢cao 7 ha

adicdo de um grupo oximetil-N-metilpiperidinico (Figura 6).
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3.4 Inibidores de Abl-Bcr, Kit e PDGFR

Os receptores de tirosina quinase PDGFR (Platelet-derived growth factor
receptors) e Kit estdo envolvidos com tumor do estroma gastrointestinal (LEMKE et
al., 2013, p. 1254). Abl-Bcr é uma proteina quinase citoplasmatica expressa pelo
cromossomo Philadélfia, que é formado pela fusdo dos genes Abl e Bcr, localizados
nos cromossomos 9 e 22, respectivamente. Esse cromossomo esta relacionado com
mais de 90% dos casos de LMC (leucemia mielocitica cronica) em adultos (LEMKE
et al., 2013, p. 1252).

3.4.1 Imatinibe (Gleevec®, Novartis)

Imatinibe foi o primeiro farmaco antitumoral inibidor de tirosina quinase
aprovado para uso terapéutico. O protétipo fenilaminopirimidina € um inibidor de
serina-treonina quinase, como a PKC, e o grupo amina interage como doador de
hidrogénio com o residuo gatekeeper treonina (Thr-315). A adicdo de um anel
piridina ao carbono 4 da pirimidina aumenta a interacdo do inibidor no bolséo
hidrofébico presente na regido de ligacdo de ATP, no sitio ativo da quinase
(PATRICK, 2017, p. 582) (Esquema 1).

Foi observado que o nitrogénio do anel de piridina atua como aceptor de
hidrogénio de um residuo de metionina (Met-318) na regido hinge do sitio de ligacdo
ao ATP da tirosina quinase presente na proteina citoplasmatica Abl, ao mesmo
tempo que seu anel interage com um bolsdo hidrofébico (LEMKE et al., 2013, p.
1252).
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Esquema 1. Desenvolvimento de imatinibe a partir do protétipo fenilaminopirimidina

com atividade em PKC, uma serina-treonina quinase.

Ao introduzir um grupo amida na posicdo meta em relacdo ao grupo anilina e
um anel aromético ligado a carbonila do grupo amida, identificou-se fraca inibicdo de
tirosina quinases, ICso 5 uM (PATRICK, 2017, p. 582). O nitrogénio do grupo amida é
doador de ligacdo de hidrogénio a um residuo de acido glutamico (Glu-286) e o
oxigénio aceita um hidrogénio de um residuo de acido aspartico (Asp-381). O grupo
benzamida pode inibir a tirosina quinase intrinseca ao PDGFR (LEMKE et al., 2013,
p. 1252, PATRICK, 2017, p. 584).

A metilacdo na posicdo orto do grupo anilina provoca um impedimento
estéreo que torna inacessivel o bolsdo hidrofébico presente no sitio de ligacdo ao
ATP em serina treonina quinases, mas facilita o acesso ao bolsdo hidrofébico na
conformacdao inativa da regido de ligacdo ao ATP no sitio ativo de tirosina quinase
presente na proteina Abl (LEMKE et al., 2013, p. 1252, PATRICK, 2017, p. 583).

Outra modificagdo importante foi a introdugdo de um anel de N-
metilpiperazina espacado por um carbono ligado na posicdo para em relacdo a
benzamida. O nitrogénio metilado pode ser protonado facilmente aumentando a

solubilidade do imatinibe. Além disso, ele faz ligacdo idnica com um residuo de
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glutamato presente em um bolsdo hidrofobico exposto na conformacgéo inativa de
tirosina quinases de Abl, Kit e PDGFR (PATRICK, 2017, p. 583) (Figura 7).
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Figura 7. Nilotinibe e imatinibe

3.4.2 Nilotinibe (Tasigna®, Novartis)

Nilotinibe difere de imatinibe nos grupos ligados a funcdo amida, onde a
carbonila é ligada ao grupo anilina e o nitrogénio ao anel aromatico. Apesar disso,
conservam as interagcdes com 0s mesmos residuos de aminoacidos.

Um grupo metil-imidazol substitui N-metilpiperazina e amplia a afinidade de
nilotinibe pelo bolsdo hidrofobico por interacées hidrofébicas com os aminoacidos
leucina (Leu-285), valina (Val-289) e acido glutamico (Glu-286) da regido de ligacédo
ao ATP presente na proteina Abl e mantém a inibicdo de Kit e PDGFR (LEMKE et
al., 2013, p. 1252; PATRICK, 2017, p. 585).

Um grupo trifluorometila adicionado no anel benzénico na posicdo meta em
relagdo ao grupo de imidazol faz interacdes hidrofébicas com os residuos de
aminoacidos leucina (Leu-298), valina (Val-299) e fenilalanina (Phe-359) expostos
no bols&o hidrofébico na conformacéo inativa da quinase Abl (LEMKE et al., 2013, p.
1252).

3.5 Inibidores de Abl-Bcr e Src

3.5.1 Dasatinibe (BMS-354825) (Sprycel®, Bristol)

Dasatinibe néo se liga a regido de ligacdo ao ATP, mas a outra regiao no sitio

ativo de tirosina quinase Abl no estado ativo ou inativo, denominada como um sitio

alostérico. Adicionalmente, também exerce inibicdo de Src, uma tirosina quinase
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citoplasmatica envolvida na proliferacao celular (PATRICK, 2017, p. 585).

Uma amina secundaria une um anel de tiazol e um anel de pirimidina, a qual
interage com residuo de metionina (Met-318) como doador de hidrogénio,
diferentemente da amina de imatinibe que interage com o gatekeeper treonina (Thr-
315).

O nitrogénio tiazolico também interage com o mesmo residuo de metionina
como de aceptor de hidrogénio, favorecendo a interacdo do grupo aminotiazol na
regido hinge. Uma amida ligada ao anel tiazolidico faz importante ligacdo de
hidrogénio entre o nitrogénio e o residuo de Thr-315 e a afinidade é maior quando a
guinase se encontra na conformacéo ativa (LEMKE et al., 2013, p. 1252).

A adicdo de um anel benzénico a amida, metilado e clorado nas posicbes
orto, é responséavel pela interacdo com os amino&cidos treonina (Thr-315), metionina
(Met-290), valina (Val-299), isoleucina (lle-313) e alanina (Ala-380) em um bolséo
hidrofébico profundo no sitio ativo da tirosina quinase em uma regido nao
relacionada a ligacdo de ATP, independentemente da conformacédo ativa ou inativa
(LEMKE et al., 2013, p. 1252).

A introducdo de uma hidroxietil-piperazina em C-4 do anel de aminopirimidina
confere maior solubilidade a molécula e, ainda, auxilia seu posicionamento na regiao
hinge (LEMKE et al., 2013, p. 1253) (Figura 8).
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Figura 8. Dasatinibe, bosutinibe e ponatinibe
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3.5.2 Bosutinibe (Bosulif®, Wyeth Pharmaceuticals)

Bosutinibe apresenta estrutura 4-anilinoquinolina-3-carbonitrila semelhante
aos medicamentos erlotinibe e gefitinibe, mas com a substituicdo de um anel de
quinazolina por quinolina. E um inibidor duplo Abl/Src de segunda geracéo e eficaz
no tratamento de leucemia mielocitica crénica. Assim como dasatinibe e nilotinibe,
bosutinibe também néo é eficaz contra a forma T315l, embora seja eficaz contra
varias mutacdes resistentes ao imatinibe. A interacdo entre bosutinibe e seus
ligantes é desconhecida (LEVINSON; BOXER, 2012).

3.5.3 Ponatinibe (Iclusig®, ARIAD Pharmaceuticals)

Ponatinibe é inibidor de tirosina quinase Abl. Ele atua na regido de ligacao ao
ATP presente no sitio ativo na conformacé&o inativa. Ao contrario de outros inibidores
de Abl, ponatinibe consegue acessar o bolsdo hidrofébico mesmo que haja mutacéo
do gatekeeper treonina (Thr-315) para isoleucina (lle-315) ou fenilalanina (Phe-382)
devido a rigidez da molécula que apresenta uma ligacao tripla (PATRICK, 2017, p.
585). A interacdo da nuvem eletrbnica da tripla ligacdo com o residuo de Thr-315 é
fraca e ndo mais envolve ligagéo de hidrogénio.

A ligacéao tripla conecta um anel aroméatico metilado que interage no bolséo
hidrofébico e uma estrutura biciclica que contém um nitrogénio capaz de interagir
com a regiao hinge como aceptor de hidrogénio.

O anel aromatico metilado apresenta-se ligado a outro anel aromatico por
uma ponte de amida e este Ultimo possui um grupo trifluorometila na posicdo meta.
Este dltimo grupo interage com a regido hidrofébica exposta na conformacéao inativa.
Um anel de piperazina espagado por um carbono interage com residuo de &cido
aspartico (Asp-400), além de outros residuos como acido aspartico (Asp-381), valina
(Val-289), isoleucina (lle-360) e fenilalanina (Phe-359) (PATRICK, 2017, p. 585).

3.6 Inibidores de maultiplas TK
Farmacos inibidores de diversas tirosina quinases ndo sdo seletivos e, ao

mesmo tempo, ndo podem inibir quinases que conduzam a efeitos colaterais
(PATRICK, 2017, p. 591) (Figura 9).
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3.6.1 Sorafenibe (Nexavar®, Bayer)

O prototipo de sorafenibe € uma molécula de ureia. A principio o interesse era
encontrar um inibidor de Raf, uma serina-treonina quinase. A adicdo de um anel
benzeno a um dos atomos de nitrogénio e a adicdo de um anel de tiofeno
dissubstituido no outro atomo apresentou boa atividade inibitéria (PATRICK, 2017, p.
592) (Esquema 2).

A metilagdo do carbono 4 do anel de benzeno ampliou sua atividade inibitoria.
Porém, a substituicdo dessa metila por um grupo fenoxi reduziu drasticamente a
atividade inibitéria. Por outro lado, foi observado que a manutencdo do grupo metila
e a substituicdo do anel de tiofeno por um anel de isoxazol monossubstituido
também conduzia a reducgéo da atividade inibitoria (PATRICK, 2017, p. 592).

A despeito dessa observacao, a combinacdo do anel de isoxazol e do grupo
fenoxi conduziu ao aumento da atividade inibitéria. A substituicdo do grupo fenil por
uma piridina aumentou ainda mais sua atividade.

A substituicdo de um hidrogénio na posicdo orto ao anel de piridina por uma
amida metilada, além da substituicdo do anel de isoxazol por um anel benzénico
dissubstituido por um cloro na posicdo para e trifluorometila na posicdo meta
conduziu ao sorafenibe, que atua na inibicdo de diversas tirosina quinases em
conformacdao inativa, entre elas destaca-se VEGFR, além de Raf (PATRICK, 2017,
p. 592).

O nitrogénio da amida metilada interage com um residuo de cisteina (Cys-
919) na regido hinge atraveés de uma ligacédo de hidrogénio. O grupo trifluorometila e

o0 anel aromatico parecem interagir no bolsédo hidrofobico exposto na conformacao
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ativa da regido de ligacdo ao ATP (LEMKE et al., 2013, p. 1254).

MeO,C

7?/ \@\ anel |soxazol substituinte fenoxi

IV X=CH ICgy=1,1 uM
| R=H composto lead IC55=17uM V X=N IC5¢p=0,23 uM
Il R=Me anélogo IC5p=1,7uM
Il R=OPh baixa atividade

HBD X Piridina
ZN
QLY
X
HBA 0 ~
VI baixa atividade Fs @)

Sorafenibe (X=H) IC5¢=12 nM
Regorafenibe (X=F)

Esquema 2. Desenvolvimento de sorafenibe e regorafenibe

3.6.2 Regorafenibe (Stivarga®, Bayer)

Regorafenibe, uma molécula em fase de teste clinico, foi obtida pela
introducdo de um atomo de flior ao anel benzénico ligado por ponte etérea ao anel
de piridina. O fluor foi adicionado na posi¢do orto em relagéo ao nitrogénio da ureia.
Este derivado apresentou atividade inibitéria sobre diversas tirosinas quinases
(PATRICK, 2017, p. 592).

3.7 Inibidores de Raf

Raf € uma proteina serina treonina quinase envolvida na via de sinalizacao
Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK), a qual promove proliferacdo e diferenciacdo de células,
além de prevenir a apoptose. Esta via encontra-se constitutivamente ativada em
mais de 30% de varios tipos de cancer e mutacdes em Ras representam cerca de
20% das variacdes observadas na via MAPK (YAEGER; CORCORAN, 2019).
Apesar da importancia do desenvolvimento de inibidores de Ras, a sua elevada
afinidade pelo substrato GTP e auséncia de bolsbes de interacdo, conduziram 0s
estudos para planejamento de inibidores de quinases downstream, como Raf, MEK
e ERK (LINDSAY; BLACKHALL, 2019). Apenas inibidores seletivos das quinases
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Raf e MEK estdo disponiveis na terapéutica para serem usados em conjunto com
inibidores BRAF com o objetivo de reduzir toxicidade e o desenvolvimento de
resisténcia (KAROULIA et al., 2017). A associacdo de Raf com Ras.GTP permite
gue ocorra a fosforilagdo da quinase downstream MEK.

3.7.1 Vemurafenibe (Zelboraf®, Genentech)

Vemurafenibe é um inibidor de Raf e atua na regido de ligacdo ao ATP que
apresenta uma mutacdo de um aminoacido de valina (Val-600) por um residuo de
acido glutamico ou lisina. Sua seletividade é garantida pela interacdo da sulfonamida
com residuos de &cido aspartico (Asp-594) e fenilalanina (Phe-595) expostos na
conformacao ativa. Essa interacdo permite o acesso da cadeia propilica a um bolséo
hidrofébico encontrado apenas em Raf. Um anel de pirrol-piridina atua na regido
hinge através de ligacbes de hidrogénio com um residuo de cisteina (Cys-532)
(PATRICK, 2017, p. 587-588). Vemurafenibe é eficaz no tratamento de melanoma

(Figura 10).
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Figura 10. Vemurafenibe e dabrafenibe

3.7.2 Dabrafenibe (Tafinlar & Rafinlar, Novartis)

Dabrafenibe é um inibidor de Raf que apresenta mutagdes em V600E e esta
aprovado para o tratamento de melanoma avancado e cancer de pulméo de células
ndo pequenas metastaticas. E utilizado em combinacdo com inibidores de MEK,
como o trametinibe, pois o tratamento com dabrafenibe pode provocar o

aparecimento de tumores secundarios (SCHEIDER et al., 2021) (Figura 10).
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3.8 Inibidores de MEK

MEK ¢é wuma proteina quinase envolvida na via de sinalizacao
Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK). Os inibidores de MEK (trametinibe, binimetinibe e
cobimetinibe) sdo aprovados para uso em conjunto com inibidores de Raf para
tratamento de melanoma maligno que apresenta mutacdo V600E em Raf. O inibidor
selumetinibe foi aprovado para neurofibromatose na pediatria. Todos os inibidores
atuam no complexo Raf/MEK e inibem a fosforilacdo dupla de MEK. Uma vez nao
fosforilado, MEK néo sera capaz de fosforilar ERK (PINO et al., 2021) (Figura 11).

3.8.1 Cobimetinibe (Cotellic®, Genentech)

Cobimetinibe € um inibidor alostérico de MEK, envolvida na fosforilacdo de
um residuo de tirosina e um de treonina em ERK. Um residuo de &cido aspartico
(Asp-190) interage com 0s anéis piperidina e azetidina. Um residuo de valina (Val-
127) interage com o atomo de iodo ligado a anilina dissubstituida (PATRICK, 2017,
p. 588).

A proliferacdo celular pode ser impulsionada por processo upstream
envolvendo receptores tirosina quinases, Ras ou Raf e cobimetinibe é um inibidor
mais potente quando a proliferacdo celular é impulsionada por Raf (PINO et al.,
2021).
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Figura 11. Cobimetinibe, trametinibe, binimetinibe e selumetinibe

3.9 Inibidores de mTOR
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MTOR € uma proteina quinase envolvida na via PI3K. O inibidor Rapamicina
€ um antibidtico natural e everolimus e temsirolimus séo inibidores analogos (Figura
12).

3.9.1 Rapamicina (Rapamune®, Wyeth Pharmaceuticals)

Rapamicina ou Sirolimus € um antibiético da classe dos macrolideos
produzido pela bactéria Streptomyces hygroscopicus. Sirolimus se liga a uma
proteina chamada FKBP12 ou proteina de ligagdo-FK506. Em seguida, outra parte
do macrolideo se liga a mTOR, culminando com a sua inibicdo (PATRICK, 2017, p.
595).
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Figura 12. Rapamicina e analogos

3.10 Inibidores de PI3K

Os inibidores da via PI3K estdo envolvidos no controle da atividade de PKB
(Akt), mTOR e tirosina quinase de Bruton (PATRICK, 2017, p. 589) (Figural3).

3.10.1 Idelalisibe (Zydelig®, Gilead Sciences)

Idelalisibe € inibidor da isoforma P110-6 de fosfoinositideo 3-quinase. Esta
isoforma € encontrada no baco, timo e leucécitos (PATRICK, 2017, p. 589).
Idelalisibe é indicado para o tratamento de pacientes com leucemia linfocitica
cronica recidivante, linfoma ndo Hodgkin de células B foliculares e linfoma linfocitico

pequeno recidivado.
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3.10.2 Ibrutinibe (Imbruvica® , Pharmacyclics)

Ibrutinibe é um inibidor irreversivel da tirosina quinase de Bruton, uma
proteina citoplasmatica responsavel pela ativacdo e proliferacdo de células B. O
grupo acrilamida funciona como eletréfilo ao interagir com um grupo tiol de um
residuo de cisteina (Cys-481) da quinase (PATRICK, 2017, p. 589).

3.11 Inibidor de ALK

ALK (quinase de linfoma anaplasico) € um receptor de tirosina quinase cuja
superexpressdo esta relacionada a alguns tipos de cancer de pulmao, além de

linfoma anaplésico de grandes células (PATRICK, 2017, p. 589).

3.11.1 Crizotinibe (Xalkori®, Pfizer)

Crizotinibe é um inibidor de ALK, usado no tratamento de tumores soélidos
(PATRICK, 2017, p. 589). Possui um sistema pirazol-piridina central contendo
grupos substituintes, como piperidina e 2-amino-3-oximetil(metil)-diclorofluorfenila,

respectivamente (Figura 14).
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3.12 Inibidor de JAK

JAK sé@o proteinas citoplasmaticas da familia Janus quinase que estao

envolvidas nas vias de sinalizacéo de citocinas (VOET et al., 2013, p.718).

3.12.1 Ruxolitinibe (Jakavi®, Novartis)

Ruxolitinibe € inibidor da tirosina quinase citoplasmatica Janus kinase.
Apresenta um anel pirrol pirimidina que interage na regiao hinge de ligacdo do ATP
através de ligacfes de hidrogénio (PATRICK, 2017, p. 590) (Figura 15).
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4 CONCLUSAO

Dentre os receptores de tirosina quinase, 0 EGFR apresenta o maior numero
de inibidores. Entre as quinases citoplasmaticas, destaca-se Abl em numero de
inibidores. Alguns inibidores apresentam multiplos alvos, apesar disso, nenhum
farmaco é utilizado como monoterapia. Os inibidores de MEK, por exemplo, séo
utilizados em associacdo com inibidores de Raf. A via PISK/mTOR apresenta
apenas um inibidor para PI3K e trés antibidticos para mTOR, ao passo que a via
JAK/STAT apresenta apenas um farmaco. A maioria das proteinas quinases
apresentam mutacdes e carecem de inibidores eficazes, de modo que ha a
necessidade de desenvolver novos candidatos a farmacos mais eficazes e menos

toxicos.
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