DROGAS INIBIDORAS DA PROTEINA QUINASE DE ADESAO FOCAL:
UMA NOVA PERSPECTIVA NO COMBATE AO CANCER VIA
PLANEJAMENTO RACIONAL

Daniel Augusto Barra de Oliveira!l

Novas drogas estdao sendo utilizadas no tratamento da metéstase. O desenvolvimento
destes farmacos estd correlacionado com o principio bioquimico da comunicagdo
celular, conhecido cientificamente como transduc¢do de sinais. Dentre as inimeras
proteinas participantes do mecanismo de transducdo de sinais tem se destacado a
proteina quinase de adesdo focal, cujo conhecimento do sitio catalitico tem provido a
sintese de drogas com diferentes aspectos terapéuticos. Nesse trabalho sdo
apresentadas algumas particularidades dessas novas drogas, que estdo no apice da
terapia contra o cancer. N6s queremos demonstrar ainda como a quimica pode ajudar
na construcao dessas novas drogas.
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New drugs has been used for metastasis medical treatment. The development of these
drugs is correlated with biochemical knowledge involved in cell communication
known scientifically as signal transduction. Among the numerous proteins engaged
on mechanism of signal transduction, it is has been excelled the protein focal adhesion
kinase, whose knowledge of the catalytic site has provided the synthesis of drugs with
different therapeutic aspects. In this work are showed these new drugs, which are at
the apex of cancer therapy. We would like yet to show how the chemistry may help to
build these new drugs.
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1. O PLANEJAMENTO RACIONAL DE
FARMACOS

O planejamento racional de farmacos implica no
conhecimento prévio do alvo protéico a ser
trabalhado. Dentro dessa realidade parte-se
inicialmente da determinacdo da estrutura
molecular da enzima a ser estudada.

A determinacdo da estrutura enzimatica a
nivel molecular pode ser realizada mediante a
técnica de difragdo de raios-X (WESTBROOK, et al,
2009). Nessa técnica um feixe de radiagdo da
ordem de 5 pm (picometros) é incidido sobre os
atomos da biomolécula em estudo, ocorrendo a
dispersdao desse feixe de radiagdo em diregdes
especificas. Medindo o dngulo e a intensidade da
difracdo, pode-se produzir um mapa de
densidade eletronica para a biomolécula em
estudo. A partir da densidade eletrénica podem
ser computadas outras propriedades quimicas,
como tipos de ligacdo e posi¢do dos atomos na
molécula. Apds essa etapa, as biomoléculas sao
em geral, depositadas em um banco de dados na
internet conhecido como “protein data bank” .

Em uma etapa ulterior a determinacao da
estrutura molecular, parte-se para a chamada
quimica teérica. Nesse estudo molecular sao
averiguadas as interagdes entre a possivel droga e
o sitio catalitico da enzima. Sao construidos
modelos de interacao visando a
complementaridade entre a geometria molecular
do farmaco com a distribuigdo espacial do sitio
catalitico da enzima alvo. Nesse sitio catalitico
ocorrem as reagdes quimicas que permeiam as
respostas bioldgicas da célula. A esse ramo da
ciéncia, conhecida como modelagem molecular,
aplica-se a mecanica quantica e classica para
simular e modelar os sistemas a nivel
atdmico/molecular. Apos a etapa de
planejamento racional de farmacos, segue-se a
sintese organica das moléculas pré-selecionadas
pela modelagem molecular. Pode-se partir de
estruturas moleculares jé existentes na natureza,
bem como se pode iniciar a partir das moléculas
organicas existentes nos laboratérios de sintese
organica.

Ap6s a “criagdo” das moléculas via sintese
organica, procede-se o teste in-vitro, com a enzima
em seu estado isolado. Nesse estado de criacdo da
droga sdao computadas varidveis como o ICs, que
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é o indice de inibi¢do de 50% do alvo enzimatico.
Para esse fim constroem-se curvas de dose e
resposta para a molécula sintetizada.

Por fim sdo feitos os testes in vivo em
animais com metabolismo préximo ao humano a
fim de verificar os efeitos colaterais da droga. A
aplicabilidade comercial dependerd dessa etapa
de testes.

Neste  trabalho serdo  apresentados
farmacos que partiram do conhecimento prévio da
estrutura do sitio catalitico da enzima quinase de
adesdo focal. Na Figura 1 é visualizada a droga
pirrolopirimidina ancorada ao sitio catalitico da
proteina quinase de adesao focal. Essa estrutura
foi obtida via difracdo de Raio X.

Quinase de Adesao Focal

Figura 1. FArmaco pirrolopirimidina ancorado ao sitio
catalitico da proteina quinase de adesdo focal.

2. QUINASE DE ADESAO FOCAL E O
CANCER (O ALVO MOLECULAR)

O cancer é uma enfermidade que vem
assolando a humanidade nos tltimos anos. Dentro
dessa perspectiva, vem se realizando estudos com
o intuito de identificar a origem bioquimica dessa
moléstia que vitima milhares de pessoas no
mundo inteiro. De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), cancer é o nome
atribuido a doengas cujo cerne é a proliferagdo
desordenada de células, podendo se espalhar e
atingir tecidos diferentes daqueles originarios da
doenca.
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No ambito bioquimico tem-se voltado o
interesse por drogas que atuem na origem
biomolecular do problema. Permeando reagdes
bioquimicas, pode-se ter um entendimento mais
detalhado da origem do céncer. Das intimeras
reagoes bioquimicas envolvidas no
desencadeamento da metéastase tem-se focado o
interesse na transducdo de sinais. Essa reacado
bioquimica estd associada a propagacdo do sinal
celular dentro da célula. Sinais quimicos exteriores
a membrana celular sdo interpretados pela célula,
a qual desencadeia uma resposta fisica. Essas
respostas vao desde o crescimento celular até a
morte programada, conhecida como apoptose.

O mecanismo de transduc¢do de sinal é
mediado por proteinas e genes que desempenham
um papel essencial no mecanismo de transdugdo
de sinais. O gene P53, por exemplo, esta
associado ao controle da proliferacdo celular
associado ao equilibrio de acdo das proteinas
quinases. Dentre as proteinas envolvidas na
regulacdo do mecanismo de transducado de sinais,
tem-se destacado a proteina quinase de adesdo
focal ( FAK- Focal Adhesion Kinase). A anélise de
amostras de tumor humano e linhas de células de
tumores revelam elevada expressdo da proteina
FAK (SLACK, et al, 2001).

FAK é uma proteina tirosina quinase, que é

recrutada no estagio inicial da adesdo focal para
propiciar desencadeamento dos sinais celulares. A
ativagdo da FAK é melhorada pela fosforilacdo da
tirosina 397 (KENNELY, et al, 1991).
A fosforilagdo é a reacdo de transferéncia de um
grupo fosfato do ATP, que vira ADP (Adenosina
Dif(P)osfato). Nas proteinas, a fosforilagdo
costuma acontecer nos aminodcidos Serina,
Treonina e Tirosina, justamente pelo fato de os
trés possuirem o radical OH em suas cadeias
laterais (o radical hidroxi é ideal para a reacdo de
hidrélise que se da no ATP, para soltar o fosfato).
A fosforilagao desses aminodcidos muda
radicalmente sua natureza quimica e isso provoca
alteragdes conformacionais da enzima que
reduzem drasticamente a capacidade da enzima
de exercer sua fungdo original.
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3. 0S FARMACOS

Nos tltimos anos a produgao de farmacos
para o tratamento do cancer tem focado no
conhecimento molecular da interacao
farmaco/enzima mediante o mecanismo de
transducdo de sinais. O alvo desses farmacos é a
molécula de ATP que é capaz de fosforilar os
aminoacidos  Serina e  Tirosina  dando
prosseguimento a transducdo de sinais. Ha&
inimeras drogas cujo enfoque ¢é inibigdo
bioquimica do ATP. O farmaco imatinibe por
exemplo, cujo desenvolvimento se deu para o
tratamento do cancer de mieloide, inaugurou a
era das drogas do tipo tinibes (HUNTER, 2007).

O uso exagerado dessa droga ocasionou a
resisténcia por parte dos tumores tratdveis, o que
levou a necessidade da sintese de novas drogas no
mercado. Desse modo foram sintetizadas drogas
inibidoras de multiquinases, ou seja, drogas que
atuam em diferentes proteinas quinases. Dentre
essas podemos destacar o lapatinibe (RUSNACK
et al, 2001), carnetinibe (THOMAS & GRANDIS,
2004), nilotinibe (EISBERG et al, 2006) e o
dasatinibe conhecido como sprycel (SHAH, et al.
2004).

A observacdo das estruturas moleculares
desses farmacos revela estruturas farmocoféricas
comuns entre eles. O carnetinibe e o lapatinibe
possuem nucleos quinazolinicos. Essas
caracteristicas farmacoféricas em comum foram
inseridas, a fim de mimetizar o anel de adenina do
substrato de ATP, facilitando assim a ligacdo na
regido de dobradura, conectando os dominios N e
C terminal do sitio catalitico.

Estrutura farmacoforica comun

? 9
0 g Q Z o} E o] 5 " -
_ _ _ L0 ,.f;-\‘:_ Ty
MJ\\;’JJM H\J;J
OHOH o

ATP Farmaco

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de ATP(Parte
Superior) comparada com o farmaco 7-H-pirrolopirimidina
na inddstria Astrazeneca (CHO], et al, 2006).
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Geralmente os inibidores de proteina
quinase competem pelo sitio da ligagdo da
molécula de ATP, possuindo aspectos
terapéuticos garantidos, podendo ser
combinados com outros tipos de
tratamento como aqueles provenientes de
fontes radioativas e aqueles inerentes dos
quimioterapicos (PAO, et al, 2005).

Existem mais de noventa proteinas
quinases, cujo modo de ativacdo se da pela
transferéncia de grupos fosfato, provenientes do
seu sitio catalitico. Observa-se desse modo que a
topologia do sitio catalitico nessas enzimas é
bastante similar, porém altamente seletiva,
constituindo desse modo, um desafio a construcao
de moléculas que inibam a atividade dessas
enzimas (HUSE et al, 2002), (KNIGHT et al., 2005),
(KUFAREVA et al., 2008). Para a molécula de ATP
sdo observadas ligagdes com o sitio através dos
aminoacidos Aspartato381, Fenilalanina382 e
Glicina383.

4. ALGUNS INIBIDORES DA PROTEI-
NA QUINASE DE ADESAO FOCAL

Nos topicos de 5 a 9 sdo descritos alguns
inibidores da proteina quinase de adesao focal
(FAK) enfatizando o seu modo de atuacdo, bem
como seu estado de desenvolvimento clinico.
Todos  foram  construidos utilizando o
planejamento racional de farmacos e a modelagem
molecular. Os nomes de alguns estdo listados de
acordo com a nomenclatura quimica da IUPAC
pelo simples fato de ainda ndo serem
comercialmente avaliados.

5. FARMACO 7-H-PIRROLOPIRIMI-
DINA

A molécula 7-h-pirrolopirimidina,
produzida pela industria Astrazeneca, tem sido
correlacionada com a inibicdo da proteina FAK.
Estudos em ratos, utilizando células de melanoma
humano, mostraram que o bloqueio da atividade
da enzima FAK propicia a inibi¢do do crescimento
de tumores primarios e virtualmente eliminam a
metédstase (ZELLWEGER, et al, 2001). Por
conseguinte, o farmaco da classe 7-h-
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pirrolopirimidina atua como uma importante
regra no tratamento desses tipos de canceres.

Para esse caso particular, tem-se
demonstrado, através da modelagem molecular,
que uma modificacio na substituicdo do anel
pirimidinico do inibidor 7-pirrolo-pirimidina
implica no aumento da atividade dessa droga.
Conforme visto na Figura 3.

Mudanca no substituinte do anel
0w Q
O b (. O

IC,, =0,212uM  IC,, =0,004uM

Figura 3. Mudanga de atividade propiciada pela
mudanga de substituinte no anel pirimidina.

O estado da arte da modelagem
molecular permite ainda, determinar quais
aminoacidos sdo essenciais na inibicio da

atividade biolégica de uma enzima. Na enzima
quinase de adesao focal, por exemplo, tem-se
mostrado que os aminoécidos cistéina de ntimero
502, lisina 454 e arginina 412 jogam em uma
importante regra na construcdo de novos
farmacos, em  especial 0s da classe
pirrolopirimidina (BARRA DE OLIVEIRA, et al.,
2012)

6. O FARMACO DASATINIBE

Dasatinibe é uma droga produzida pela
indastria farmacéutica Bristol-Myers Squibb®, a
qual é utilizada para o tratamento do céncer de
miel6ide e préstata. A venda dessa droga se da
sobre o nome de Sprycel. Essa molécula tem

conhecida atividade inibitéria de receptores
tirosina quinase. De modo especifico, estd
correlacionada com inibicdo das enzimas

BCR/ABL, Src e c-Kit.

O farmaco Dasatinibe também apresenta
atividade inibitéria para a proteina FAK (Faye et
al., 2005). Portanto, o uso dessa droga poderia se
estender ao tratamento de outros tipos de canceres
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tais quais os relacionados ao pulmao, esofago,
tire6ide mama entre outros (BOHM et al., 1994)

7. O FARMACO
PIRIMIDINA

O farmaco da classe bis anilino pirimidina
inibe a autofosforilacdo da matriz celular induzida
pela proteina quinase de adesao focal. Essa droga
retarda o crescimento de células tumorais, atenua
a progressdao do ciclo celular e ainda inibe a
invasdo da célula tumoral em pelo menos 50%.
Pode ser utilizado no tratamento de tumores de
mama e de pulmao.

BIS-ANILINO-

8. O FARMACO METANOSULFO-
NAMIDA DIAMINOPIRIMIDINA

A molécula da classe metanosulfonamida
diaminopirimidina é um potente inibidor
competitivo da molécula de ATP, apresentando
inibicdo robusta da proteina quinase de adesao
focal em ensaios celulares. Tem aplicagdes no
tratamento de cancer de célon e pulmao
(ROBERTS, et al, 2008) .

9. O FARMACO PIRROLO 2,3 D-
TIAZOLE

O composto 2,3 d-tiazole é capaz de
induzir a morte programada (apoptose) das
células em diferentes linhas de células
antitumorais (BHAT, et al, 2008) . *

10 O FARMACO DIARILAMINA-1,3,5.
TRIAZINA

O composto diarilamina-1,3,5-triazina ¢
um inibidor competitivo da molécula de ATP ne
proteina quinase de adesdo focal. Tem potencia.
para inibir células endoteliais, a adesdo e
formagdo de tubos, com consequente inducdo do
apoptose. Retarda ainda o crescimento de células
tumorais (DAO, et al, 2014).
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11. CONCLUSAO

Foram reportados os passos para o
planejamento racional de farmacos, enfatizando-se
a proteina quinase de adesdo focal como alvo
molecular. Foi mostrado também que a estrutura
quimica de wuma droga ¢é essencial na
determinacdo da atividade da mesma. Diferentes
estruturas quimicas apresentam  diferentes
respostas biolégicas no tratamento do cancer para
o mesmo alvo enzimatico. Isso mostra que um
olhar microscépico sobre a origem bioquimica do
cancer pode propiciar tratamentos alternativos
aqueles convencionais, apresentando a vantagem
de serem essencialmente seletivos.
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