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Structural Characteristicef Protein Kinasesnd Their Inhibitoran Clinical
Use

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

in clinical use.
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Resumo
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de adenosina (ATP) para proteirsgo, medando uma ampla gama de transducgfes de sinais e

regulando diferentes atividades celulares. A desregulacdo e/ou superexpressdo dessas proteinas
cinases resulta em respostas celulares inadequadas, culminando no estabelecimento e
desenvolvimento de diversaéncasge.g.diabetes, doengas inflamatérias e cancer. Uma vez que

as PKs representam cerca de @2das proteinas codificadas pelo genoma humano passiveis de
modulagao farmacoldgica, sdo amplamente reconhecidas como alvos terapéuticos promissores para

o tratamento de diversas doencas. Esta revisdo detalha as principais caracteristicas estruturais das
proteinas cinases, bem como suas funcgdes fisiolégicas e os seus inibidores em uso clinico.
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Classificacaalas Proteinas Cinases

Estruturae Conformacéadas Proteinas Cinases
FuncaoFisiologicadas Proteinas Cinases

ProteinasCinasesomo Alvo Terapéutico
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Inibidoresdas Proteinas Cinases

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

o

Consideracoes Finais

1. Definicéo e Classificacéo das grupo ! -fosfato do trifosfato de adenosina
Proteinas Cinases (ATP) para proteineslvo, mediando uma

ampla gama de transdugbes de sinais
responsaveis pela regulacdo de diversas
atividades celulares, e.g. proliferacéo,

_ Proteinas  cinases (do inglésprotein  goprevivencia, apoptose,  metabolismo,
kinases- PKs) sdo enzimas que transferem o
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transcricdo, diferenciagh entre outros
(Figura 1)2

substrato

s e

PK PK + ATP Substrato fosforilado

Figural. Representacao esquematica da fosforilagdo de proteéihas com a catalise da PK;
(a) o ATP se liga ao seu sitio de ligacdo na PK em sua conformacdao ativa; (b) a PK promove a
transferéncia do grupe-fosfato do ATP (na figura demonstrado pelo P em amapeoa uma
proteinaalvo (substrato proteico)

Estudos pioneiros sobre as proteinadraducéo do termdcinasepode ser guiada em
cinases foram realizados por Edmond Fischemnalogia a outras palavras em portugués que
e Edwin Krebs, por volta de 1956, ano em qupossuem etimologia semelhante. O adjetivo
eles relatam o primeiro estudo evidenciandokinetic(inglés) ou cinético (ptugués) vem do
o papel chave das BKa sinalizacdo celular.3termo gregoKINETIKOB dzS & A Iy A FAOF a2
Ap0s relatada a importancia dessa classe €2 @S¢ > 1jdzZS3 LI NJ adzZ @ST 3 S
proteinas, Krebs e Fischer foram laureadogrego KINEIN |j dzS AAIAYATFAOL GRS
com o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicinay 2 @A Y Sy (1 | NE ® kWtics@hglés)dzo & G I y G A
no ano de 1992, pela descoberta daou cinética (portugués) esta relacionado ao
fosforilagcdo reversivel como um mecanismaestudo do movimento alas forgcas atuantes
de regulacéo biol6ga? em um corpo em movimento Como
exemplo, a palavra do inglés

A partir de entdo, os estudos sobre essa harmacokinetics (pharmaeo+ kinetics)é
classe de proteinas se intensificaram e, até ? P

presente momento, sdo descritas 518 radu2|da_ , para = 0 portugués  como
proteinas  cinases humanas, as quai arm.acocmetlca,e representa 0 estudo do
correspondem a aproximadamente 198 de movimento do farmaco no organismo.
todos 0s genes humanos?, representando a Da mesma maneira, ao alizar o estudo
maior fanilia de proteinas dos eucariotds.  etimolégico para o termo do inglésinase
tém-se o verbo gregdKINEINreferente a
GRS&T20FINE Y2QAYSYyGdlNE YIA
2. Etimologia e Traducdo do Termo ASE que é referente a enzirfasondizendo
ayYA y I 5S¢ com a propriedade da enzima em transferir ou
movimentar um grupo quimo fosfato a partir
de uma molécula de ATP para um substrato.
Portanto, a traducdo mais adequada para o

© _termo do inglés E)roteln kinase ¢ termo em inglégrotein kinaseseria proteina
traduzido para o portugués e encontrado em_.

FNIA324 OASYGNTFAOZm OF¥Y2 GLINRGSNYE OAYFA&SE
G LINE G SNy 157, raazhagéndoS égma

traducdo exclusiva definida em um

compéndio nacional oficial. No entanto, a

ot V2
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3. Classificacdo das Proteinas 4. Estrutura e Conformacéo das
Cinases Proteinas Cinases

As proteinas cinases sao classificadas As proteinas cinases apresentam regifes
quanto a especifidade do aminoacido conservadas em suas estruturas, com
hidroxilado a ser fosforilado. Quando adestaque para a presenca de um dominio
transferéncia do grupo fosfato é realizadacinase caracteristico desta familia de
para residuos de treonina ou serina noproteinas, o qual é responsavel pela atividade
substrato, as PKs s&o classificadas conwatalitca de transferéncia do grupamente
serinatreonina cinases. Por sua vez, quando &osfato do ATP para o substrato. Este dominio
fosforilagéo ocorre em sdduos de tirosina do cinase é, por sua vez, caracterizado por
substrato, as PKs s&o classificadas conmapresentar dois I6bulos ou subdominios. O
tirosina cinase$? |6bulo N-terminal é formado por uma série de

L . . 3 RSALEF A 0 -hél i
Outra classificacdo das PKs é reIamonada%I R S }\dl a;],l_ Chg|$e mmﬂ"nep@’ .
sua organizacdo e localizacdo celular, senddnominadaa-helice C. O outro subdominio e

subdividas em proteinas cinases receptoras 8 0bulo Gterminal, que varia em tamanho,

ndoreceptoras. As proteinas  cinasesS€duéncia e topologia, mas & maior do que o

receptoras sdo enzimas transmembranareglor_mn_'oN'u S N‘N}‘ y It S LJN”B'R_Z YAYLyd
gue sdo obrigatoriamente ativadas por umhehcmd_&& Os d0|§ I0b9|03 se ligam por mglo

ligante extracelular; enquanto as ndo da regido de ligagdo do O'ﬁTP’ tambem

receptoras sdo enzimas localizadas n§€nominadahinge (Figura 2j°'* O termo

citoplasma, as quais sdo reguladas pot?lnvge € traduzido para o portugués como

mecanismo diversos. Ambas as classes de Pk 2 O NI RA el € 2 aSyR2 NBEFSNBY
apresentam um dminio cinase que & que esta regido é altamente flexivel e esta

responsavel pela atividade catalitita. localizada atre os dois subdominios que
_ ~ constituem o dominio cinase das PKs, os
Particularmente no caso das tirosinasigbulosN e Gterminais {ide Figura 2).01!

cinases (do ingléslyrosine Kinases RTKS), o ,

nos seres humanos existem cerca de 90 Tks, Além disso, como mostrado ikégura 2, no
dentre as quais 58 sdo tirosinas cinaseSuPdominio N-terminal ha um residuo de
receptoras (do inglés,Recepor Tyrosine amlnogmdo na cadeia lateral admngg
Kinases RTKs) e 32 sdo ndieceptoras (do denominado gatekeeper O gatekeeper &
inglés, NonReceptor Tyrosine Kinases distinto ,para as @fgrentes cmases, e €
NRTKs)? Como exemplos de RTKs t&m o r'esptznsavel por definir o voIl{me do s'|t|o de
receptor de insulina e os receptores de fatored'92¢a0 do ATP. No mesmo IobiNaerminal
de crescimento,e.g. receptor do fator de Na também uma regido rica em glicina
crescimento epidérmico (dmglés,Epidermal  (GXGXXG), conhecida coRilbop. OPloopé
Growth Factor RecepterEGFR), receptor do uma alca erx~|veI cons@mﬂa deter_mlnante
fator de crescimento derivado das plaquetad'@ conformacao das cavidades adjacentes ao

H 1,1013 I 3 - A
(do inglés, Plateletderived Growth Factor Ninge- " A alca de ativagdo oé-loop € o
Receptor- PDGFR) e receptor do fator dePrincipal fragmento regulador da atividade

crescimento do endotélio vascular (do inglesd@S Protéinas cinases. ®loop pode variar

Vascular Endotheligbrowth Factor Receptor Si9nificativamente no tamanho e na sequéncia

VEGFR!® Por outro lado, como exemplos de de ammoamdo/s dre as ,subfamlllas _das, F_>Ks.

NRTKs podem ser citadas as enzimas janD¥ €ntanto, ha uma triade de aminoacidos

cinases (do ingléslanus KinasesJAKs) e a conservada em todas as proteinas cinases

cinase de adesdo focal (do ingléBpcal Cconhecida como DFG, constituida pela

Adhesion KinaseFAK): sequéncia aspartato (D), fenilalanina (F) e
glicina (G) (Figura 3.
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Lébulo N-terminal —

Lébulo C-terminal —

Figura 2 Estrutura geral do dominio cinase das PKs. E demonstrado o Neiminal (em
lils), o I6buldGterminal (em azul), a alga rica em glicindd®)), a regido ddninge(em verde)
e 0s aminoacidoAspPheGly (DFG) da alga de ativacAddqop) destacados em laranja.
Estrutura disponivel nBrotein Data BankPDB5EW3?, figura gerada no PyMol

Outra regido comum e conservada entre aglca de ativagcdo Afloop), na qual a
PKs é a regido de ligacao do ATP (Figura 8gxibilidade do DFG é critica para modular a
composta por trés principais subsitios: (aptividade das cinasés!Quando a PK esta na
regido de ligacdo do anel purinico, na qual sua conformacao ativa, denomisa DF@n;
nucleo de adenina do ATP forma duas ligs; enquanto que a conformagdo denominada
de hidrogénio com a cadeia principal doDFGout refere-se aquela inativa (Figura
aminoacido denominaddinge (b) regido de 4)1011.13
ligagdo ao agucar, na qual a pentose do ATP é
acomodada em uma regido hidrofilica; e (c):0
regido de reconhecimento dos fosfatos, e
que a cadeia lateral do residuo de agpto
do DFG coordena o ion Rige direciona os
fosfatos no sitio de ligagdo do ATP. As regid
hidrofébicas adjacentes ndo séo utilizadas n
reconhecimento molecular do AT

Como pode ser observado na Figura 4, a
nformacdo ativa de uma proteina cinase
m(conformagéo DF@) é caracterizada pelo
residuo conservado de Asp do DFG apontado
gara dentro do sitio de ligagdo a ATP,
e%‘nquanto o residuo de Phe esté contido num
Ranal adjacente hidrofébico. O Asp do DGF é
responsavel por coordenar os ions g
Apesar do hinge ser conservado nas capazes de interagir com os grupos fosfato do
diversas PKs, essa regido pode adotakTP®
diferentes conformacdes determinadas pela
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gatekeeeper
Sitio alostérico
o H{R adjacente ao DFG
)§0 ¥ N Phe

. HN i 3 H

hinge S Bolsao As N
0¥\R Hoy-H hidrofébico | P

(o] (o) NH O
N P
wg Hememte- NS b2 o
“\N/ N M"2+ G|y HN_g

(0] ,’l‘
9 O,_' | Triade DFG
HO ,IP\ / 6_
/

Bolsdo 3K O'IP\\
hidrofébico I \ 00
\‘ ", -—
\ S
’M92+
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|
‘H{H NH,
N-%
(o} H

Asn

Figura 3Representacado sitio de ligacdo do ATP: Em rosa € representada a regido de ligacao
da adenina; em amarelo a regido de ligacéo da ribose; em laranja a regido de ligacdo dos
fosfatos; em verde as regifes hidrofobicas adjacentes e em azul o DFG e o sitio alostérico

adjae@nte ao DFG.

conformacao
— DFG-in

Hinge

conformagao
o DFG-out

Figura 4 Sitio de ligacédo do ATRIr{ge) e a regido DFG (ABheGly). A proteina na
conformacéo DF@ na cor verdeRrotein Data BankPDB3WZD'* e a proteina na
conformacédo DF@®ut na cor azu{Protein Data BankPDB5EW3'?
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No entanto, naconformacdo DF@ut da adjacente ao DFG (Figura 5). A posicdo do
proteina cinase (Figura 4) ha um rearranjo daesiduo de Phe na conformacdo D&@
alca de ativagdo. Nessa conformacéo, a cadeimpede estericamente, o ATP de se ligar ao
lateral do Asp é direcionada para o laddhinge Dessa forma, a fosforilacdo de
oposto aohinge e o grupo fenila da Phe é substratos ctalisada por cinases ocorre
direcionado para o interior do sitio de ligacdoapenas quando a PK esta na sua conformacéo
do ATP, gxondo, por sua vez, mais um sitioDFGin.>10-11
hidrofébico de interacaoi.e. sitio alostérico

gatekeeeper

o H
R

Sitio alostérico
adjacente ao DFG

. HN
hinge Bolsio o
0¥\R hidrofébico | WLO_
N< Adenina HN o
wy H
HN— Gly
—>—NH
Ribose o ‘}\.a—
Trifosfato Phe
Bolsado Triade DFG

hidrofébico Il

(o)

1{“ NH,
N’E Asn
O H
Figura 5Representacao do sitio de ligacao do ATP naocordcao DF@ut. Em rosa é
representada a regido de ligacdo da adenina; em amarelo a regido de ligacdo da ribose; em
laranja a regido de ligacao dos fosfatos; em verde as regifes hidrofobicas adjacentes e em azul
o DFG e o sitio alostérico adjacente ao DFG

Cabe ainda mencionar que, apesar da As proteinas cinasesdesempenham
regido de ligacdo do ATP e o DFG serefuncdes primordiais em praticamente todas as
conservados nas proteinas cinases, o0s bolsdesapas do ciclo celular, mediando diferentes
hidrofébicos adjacentes adinge e o sitio vias de transducdo de sinais e regulando os
alostérico adjacente ao DFG apresentanprocessos de proliferacdo e diferenciagéo
diversidade  estrutural  signifitaa''®, celular, metabolismo e apoptose. O
permitindo modular e explorar a seletividademecanismo modulador abrange fem&nos
e atividade de ligantes para as diferentes PKsvariados, podendo envolver desde alteracdes

estruturais na proteinalvo fosforilada até o
controle transcricionat®’

5. Funcéo Fisiologica das Proteinas Sendo responséaveis por modular diversas

Cinases respostas celulares, qualquer alteracdo na
atividade das proteinas cinases pode resultar
em respostas celulares inadequad&®
Diante disso, esta bem estabelecido que a

Rev. Virtual QuimVol 10 |No. 5| | 12801303
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desregulacdo ou superexpressdo das PKs se Uma forma de controlar a atividade das
relaciona a progressao de diversas doenca®Ks receptoravideitem 3) é por meio do uso
e.g. cancer, diabetes, desordens autoimunesie anticorpos monoclonais (do inglés,
e/ou inflamatorias, neuroldgicas e Monoclonal AntibodiesmAbs) capazes de se
cardiovaculares:? ligarem ao dominio extracelular dessas
cinases transmembranares, a exemplo das
tirosinas cinases receptoras de fatores de
6. Proteinas Cinases como Alvo crescimento. Em algunssias, por outro lado,
Terapéutico 0s mAbs podem ser direcionados para se
ligarem ao ligante extracelular responsavel
pela ativacdo da PK receptorge. ligacéo

. . direta ao fator de cresciment6's
As proteinas cinases destac@m& como

alvos terapéuticos atrativos, muitos dos quais De maneira geral, esses mAdtsiam por
validados terapeuticamente, representandomeio do bloqueio da interacdo ligante
22 % do genoma humano passiveis déeceptor responsavel pela ativagdo das PKs
modulac&o farmacologici:?2 receptoras, inibindo, consequentemente, a
sinalizagéo celular induzida pelo ligante na

Ademais, a prova de conceito Ioarasuperfl'cie celular, e.g um fator de

validagdo de hovas proteinas cinases COMBrescimento. Adicionalmente, os complexo
S . N _SmAbsreceptor poderdo ser internalizados e
€ viavel a nivel bioquimico, celular e por me'%legradados culminando na modulacio
do emprego de modelos animas. negativa {lownregulation) das cinases em

questao!??

7. Inibidores das Proteinas Cinases Podem ser mencionados como exemplos
de anticorpos monoclonais aprovados pela

agéncia regulatéria nortamericana FDA (do
inglés, Food and Drug Administratipno

Inimeros esforcosle pesquisa tém sido .
extensivamente  dedicados a moolul(,i(;(_;lotrastuzumabe (Herceptin®Genentech Inc.),

farmacologica da atividade de diferentes PKgesenvolvido como inibidor da tirosina cinase
relevantes como alvos terapéuticos noreceptora HER?2 e aprovado no ano de 1998

tratamento de doencas. para o, _tratamento 2de cancer de mama
metastatico HER2+%% e o olaratumab
As duas principais abordagens utilizadagl_artruvo - Eli Lilly), um inibidor da tirosina
sdo o desenvolvimento de anticorposcinase receptora PDGIFR ¢ R2 platgfeBf s & =
monoclonais egecificos capazes de se ligaretR S NA SR IANE ¢ (i Kaprévadd e NJ NB OS L
ao dominio extracelular das PKs receptoras gno de 2016 com indicagéo terap@utica no
a identificacéo de microoléculas capazes de tratamento de sarcom& Por sua vez, o
atuarem como inibidoras da atividade bevacizumab (Avastin®Roche) é um ligante
catalitica no dominio cinase intracelulardireto do fator de crescimento VEGF (do
destas proteinas (Figura 6). Particularmenténglés, vascular endothelial growth fatdr o
no caso da PKs n&oeceptoras, a modulac@o qual impede a ativacdo do seu receptor alvo
é exclusivamente realizada atraves de/EGFR (do ingldsscular endothelial growth
inibidores do dominio cinasg. fator recepto). Este mAbs foi aprovado no
ano de 2004, sendo empregado no
tratamento de cancer colorretal metastatico,
7.1. Anticorpos monoclonais cancer de pulméo de células ndo pequenas,
cancer de mama metastatico e carcinoma
metastatico de células renais.
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Fator de
crescimento

Anticorpos
J monoclonais

Proteinas
cinases
receptoras

s

0 Membrana
plasmatica

Dominio

cinase

Sitio de ligagdo do ATP

¢ * Inibidor
ATP-mimético

1 . 3 ’

ATP  ?

Figura 6 Abordagens mais comumente utilizadas na modulacdo farmacoldgica da atividade
das proteinas cinases. Os anticorpos monoclonais podem modular a atividade das PKs
receptoras por meio da ligagdo com o seu dominio extracelular. Por sua vez, no ambiente

intracellar, micromoléculas ATRiméticas podem modular a atividade catalitica das PKs ao
se ligarem no sitio de ligagdo do ATP, localizado no dominio cinase intracelular. Em alguns
casos, o dominio cinase pode ainda ser modulado por inibidores alostéricos§@® TP n
competitivos)

Entretanto, embora o desenvolvimento de administracdo injetavel, restrita ao ambiente
farmacos  biotecnoldgicos, = comumente hospitalar?®
denominados biofarmacosrepresente um

) Além disso, também tem sido
avango expressivo para o tratamento do b q ) o d stanci
cancer, a exemplo dos amicorposo servado aparecimento de resisténcia

monoclonais inibidores de tirosina cinasesdurante uso clinico dos biofarmacesn
receptoras, estas terapias apresentamduestdo, com reincidéncia e eventual
algumas limitagbes gerais associadas ao sfogressao da doenga, principalmente
emprego na clinicage.g. o alto custo de quando empregados individualmente.
producéo industrial, o qual reflete em precoDeste modo, 0s anticorpos monoclonais
comercial elevado; além da via dejnibidores de proteinas cinases s&do
comumente administrados em

Rev. Virtual QuimVol 10 |No. 5| | 12801303
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associacdo, visando a prevencdo ddos genes Bcre Abl). No entanto, atualmente
desenvdvimento de resisténcia’ € descrito também como inibidor de PDGFR
S | KitSO imatibie foi aprovado para uso
clinico no tratamento de um raro tipo de
7.2. Inibidores da atividade catalitica no cancer denominado leucemia mieloide
dominio cinase cronica®

Assim como o imatinibe, outros 35
inibidores de PK apresentam suas aprovacoes
empregada na regulagéo da atividade das PKC“mCas rglacmnad?s ao tra,ta}mento de

iferentes tipos de cancdvideGrafico 1). No

baseiase em moléculas ATRiméticas ou R
L s - entanto, dois inibidores foram aprovados para
alostéricas capazes de inibir a atividade

ey A . aplicagdes clinicas ndamcogénicad! e.g.
catalitca no seu dominio cinase intracelufar. o ) ) )
: S . .. tofacitinibe (L8, Figura 7) e o nintedanib2g,
Diversos inibidores desse tipo estdo_. T .
. P . . Figura 7). O tofacitinibe, inibidor de JBKfoi
disponiveis na clinica ou em desenvolvimentQ
L . - . aprovado no ano de 2012 para o tratamento
em estagios de ensaios clinicos. Até Q

A de artrite reumatoide¢® e em dezembro de
presente momento, 38 substancias que atua 017 foi aprovado em associacio no
como inibidoras de proteinas cinases atraVéﬁatamento dpe artrite  psoriaticAt ga o
defse_ mecanlsrr]q foram ap_rovadas peIanintedanibe 26, Figura 7), inibidor de VEGFR,
agéncia regulatéria nortamericana FDA - PDGFR e FGFR (do ingfésoblast growth
Food = and ~Drug Administration CUIas o ctor receptoj, foi aprovado em 2014 para o
estruturas estdo demonstradas na Figura 7. .
2837 tratamento de fibrose pulmonar

idiopatica??*3

A outra abordagem farmacoldgica

Cabe destacar que o mercado . .
L . Estas micromoléculas que atuam como
farmacéutico mundial desta classe de

: . : inibidoras da atividade catalitica de proteinas
importantes farmacos observouxpressivo

: . cinases sao classificadas de acordo com o
crescimento nesta decada, passando ate modo de interagcdo com o dominio cinase da
US$ 28,1 bilhdes em 2010, para US$ 40,3 em ¢

. Protema alvo, sendo divididas em inibidores
2016, o que representa um crescimento anua L . .
L ies reversiveis e irreverssiveisPor sua vez, os
de 6,7%, em médid?

inibidores reversiveis séo sub classificados em
O primeiro inibidor de proteina cinasetipos I, Il, lll ou IV de acordo com seu sitio de

aprovado pelo FDA foi o imatinib&, (Figura ligacdo e modo de interagcdo no dominio

7). Este farmaco foi aprovado em 2001, tend@inase da protein&!® conforme sera

sido inicialmente descoberto como inibidor dadetalhado a seguir.

proteina BcrAbl (tirosina cinase resultante
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