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INTEGRATING VIRTUAL AND HIGH-THROUGHPUT SCREENING: OPPORTUNITIES AND CHALLENGES IN DRUG
RESEARCH AND DEVELOPMENT. High-throughput screening (HTS) and virtual screening (VS) are useful methods employed in
drug discovery, allowing the identification of promising hits for lead optimization. The efficiency of these approaches depends on a

number of factors, such as the organization of high quality databases of compounds and the parameterization of essential components
of the screen process. This brief review presents the basic principles of the HTS and VS methods, as well as a perspective of the utility
and integration of these drug design approaches, highlighting current opportunities and future challenges in medicinal chemistry.
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INTRODUCAO

A descoberta de novos farmacos € um grande desafio para a
industria farmacéutica moderna. Os altos investimentos na drea de
pesquisa e desenvolvimento (P&D) contrastam com o nimero de
novos medicamentos que t&ém chegado ao mercado nos dltimos anos.!
Este complexo panorama tem for¢ado a adog¢do de novas estratégias
com o objetivo de aumentar a eficiéncia do processo de P&D, tendo
como alicerces as inovacdes cientificas, tecnolégicas e empresariais.

Considerando-se o expressivo nimero de alvos bioldgicos
(proteinas alvo) promissores para o planejamento de farmacos, as
técnicas de triagem bioldgica automatizada em alta escala (HTS
- high throughput screening) e de triagem virtual (VS - virtual scre-
ening) t€m ocupado papel de destaque entre as estratégias modernas
exploradas na identificagdo de novas substancias bioativas. Desde o
seu surgimento, a HTS tem sido amplamente utilizada pela industria
farmacéutica, propiciando a avaliagdo de milhdes de compostos contra
proteinas alvo. Embora esta estratégia tenha despertado a esperanga
de uma revolucd@o na descoberta de substancias bioativas, em pouco
tempo as suas limitagdes ficaram evidentes.> A ocorréncia de um
ndmero elevado de falso-positivos, identificados inicialmente como
hits (termo em inglés para designar um novo ligante ou composto
bioativo) nos ensaios bioquimicos em alta escala pode ser destacada
como um dos grandes problemas.® Os miltiplos modos de intera¢do ou
mecanismos de a¢do apresentados pelos diferentes hits selecionados
podem também ser mencionados como outros importantes obstdcu-
los.* Além disso, o niimero possivel de compostos com propriedades
farmaco-similar (drug-like)> é vérias ordens de magnitude maior do
que o nimero de compostos que pode ser analisado nos processos de
HTS. Portanto, o planejamento das bases de dados de compostos é
essencial, sendo que fatores como propriedades moleculares e fisico-
quimicas, ou ainda a diversidade quimica, devem ser considerados.®®

Com os notdveis avangos da biologia estrutural e a disponibili-
dade de recursos computacionais de alto desempenho, a VS surgiu
como importante alternativa a HTS. A VS € um método in silico
(“‘computacional”) empregado no estudo de grandes bases de dados
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de compostos, com o objetivo de identificar moléculas pequenas com
elevado potencial de interagirem com proteinas alvo, para posterior
avaliagdo bioquimica in vitro. As estratégias de VS tém como base a
estrutura de ligantes bioativos (LBVS - ligand-based virtual scree-
ning; em portugués, triagem virtual baseada na estrutura do ligante)
ou, a estrutura do receptor bioldgico (SBVS - structure-based virtual
screening; em portugués, triagem virtual baseada na estrutura do
receptor).” Nestes casos, centenas de milhares de moléculas podem
ser avaliadas com base tanto na similaridade de ligantes conhecidos
(LBVS), quanto no acoplamento a sitios de ligacao especificos de
proteinas alvo (SBVS). Este tltimo processo, conhecido como do-
cagem molecular (molecular docking), possibilita a selecdo de uma
pequena fracéio de moléculas apresentando um conjunto favoravel de
interacdes intermoleculares (SBVS), com base em um determinado
mecanismo e modo de liga¢do (e.g., inibidores enzimdticos que atuem
de maneira reversivel através de um mecanismo do tipo competitivo).

Com caracteristicas marcantes como elevado desempenho, versa-
tilidade, baixo custo e facilidade de uso, o sucesso do emprego da VS
pode ser verificado pelos inimeros compostos bioativos descritos na
literatura.” No entanto, existem algumas limitagdes inerentes ao método
que devem ser entendidas. Na avaliacdo de compostos por SBVS, por
exemplo, os modelos utilizados sdo simplificados e ndo representam de
forma completa as interagdes intermoleculares entre ligantes (micromo-
léculas) e proteinas alvo (macromoléculas).! Consequentemente, além
de uma fracdo de compostos que possui boa pontuacdo (i.e., predi¢do
de alta afinidade pela proteina alvo) e atividade bioldgica, hd também
uma fracdo de falso-positivos (i.e., compostos que obtém boa pontu-
acdo, mas ndo se ligam com alta afinidade ao alvo) que ndo apresenta
atividade biolégica. Além disso, existe o problema dos falso-negativos,
ou seja, compostos com boa atividade bioldgica que ndo obtém boa
pontuagio, sendo descartados durante a analise."!

Os métodos de HTS e VS, bem como todas as tecnologias moder-
nas, apresentam vantagens e desvantagens. Para que os melhores re-
sultados possam ser alcangados, uma questao crucial € o planejamento
da estratégia a ser empregada, fundamentado em um entendimento
solido da informag@o disponivel e das potencialidades e limitagdes
dos métodos.’ Este aspecto ganha maior importincia quando se trata
de um nimero muito grande de moléculas (e.g., da ordem de cente-
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nas de milhares, ou até de milhdes) que deve ser avaliado para um
determinado alvo macromolecular. A decisdo sobre qual técnica € a
mais apropriada passa diretamente pela avaliacdo do alvo molecular e
da base de dados. Em geral, o ndmero de Aits identificado pelas duas
técnicas € extremamente alto,*!? frequentemente observando-se ativi-
dade inicial para mais de 1% do total de compostos, que devem entdo
ser avaliados mais detalhadamente. Observa-se também que ambas
abordagens permitem a descoberta de diversas classes de compostos,
sendo de compardvel magnitude a sua diversidade estrutural. Desta
maneira, a integracdo destas e de outras técnicas de planejamento
de farmacos tem sido tema de grande interesse na dltima década, e
embora diversos trabalhos tenham sido descritos com abordagens
interessantes,*!>!” raras sdo as informagdes conclusivas de seu im-
pacto. Por outro lado, € essencial enfatizar a natureza complementar
destas técnicas e o seu elevado valor nos estdgios iniciais de projetos
de descoberta de novas substancias bioativas.

Nesta revisdo serd discutido o estado da arte do uso destas tecnolo-
gias modernas, através de uma abordagem critica envolvendo aspectos
experimentais e computacionais e seus fundamentos em Quimica e
Biologia. Serdo também discutidas oportunidades e desafios em P&D
de farmacos na aplicacdo e integragdo destas técnicas por laboratdrios
de pesquisa académicos e de industrias farmacéuticas.

SELECAO DO ALVO MOLECULAR

Os farmacos contemporaneos sdo planejados para atuar, prin-
cipalmente, através da modulagdo seletiva da resposta bioldgica de
proteinas alvo. Uma etapa inicial de extrema relevancia neste processo
€ a sele¢@o do alvo molecular, que engloba diversos fatores, como o
entendimento da fisiopatologia da doenga em questao, o detalhamento
da via bioquimica envolvida, a selecdo de uma ou mais proteinas alvo
e, a validacdo e o estudo do envolvimento do alvo no tratamento ou
cura da disfung@o ou doenga humana.'® Os fairmacos t¢ém como alvos
moleculares enzimas, receptores acoplados a proteina G (GPCRs - G
protein-coupled receptors), receptores nucleares e canais i0nicos,
entre outros.

Diversas estratégias podem ser utilizadas na identificacdo e sele-
¢do de alvos biolégicos. A andlise do nivel de expressdo de proteinas
de um mesmo organismo (e.g., normais, superexpressas, deficientes)
pode relevar caracteristicas estruturais e funcionais que permitam
diferenciar tecidos patoldgicos dos sadios, levando a sele¢do de alvos
para o planejamento de farmacos.!” No caso de doencas humanas
causadas por micro-organismos, uma investiga¢do das principais
vias bioquimicas possibilita a identificacéio de proteinas essenciais
para o crescimento e desenvolvimento do micro-organismo alvo (e.g.,
bactéria, parasita, fungo). Uma andlise comparativa dos organismos
pode levar, preferencialmente, a selecdo de proteinas ausentes no
hospedeiro (i.e., especificas para o patdgeno) ou entdo com importan-
tes diferencas estruturais em relag@o as proteinas que desempenham
fungdo andloga em humanos.® Assim, € possivel o planejamento
de ligantes seletivos para a(s) proteina(s) do micro-organismo em
questdo, minimizando problemas como inespecificidade e toxicidade.

A partir do processo de sele¢do de um alvo molecular, a validagio
se torna um fator crucial. Com o uso de técnicas de biologia molecular,
como silenciamento de genes (knockout) ou RNA de interferéncia
(RNAI),”! ou ainda através da utilizacdo de compostos quimicos (e.g.,
ligantes de receptores, inibidores enzimadticos),? é possivel estudar
os efeitos causados pela modulacdo da proteina alvo, simulando o
efeito de um farmaco.

Apds a validagdo do alvo molecular, ou seja, diante da confir-
magdo do envolvimento da proteina com o estado de disfuncio ou
doenga, se inicia o trabalho de identificacio de novos ligantes. Para
isso, € necessdria a obtencao de quantidades apropriadas da proteina
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com elevado grau de pureza para a realizag¢do de ensaios bioldgicos
e de cristalizacdo. Este processo envolve vdrias técnicas de biologia
molecular que permitem a clonagem do gene de interesse em um vetor
e a sua expressdo em bactérias ou leveduras, seguido da purificacio
e caracteriza¢@o da proteina (Figura 1).
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Figura 1. Etapas gerais da preparagdo do alvo bioldgico, desde a clonagem

do gene de interesse até a determinagdo da estrutura tridimensional

Para a aplicacdo de métodos de planejamento de farmacos base-
ado na estrutura do receptor (SBDD - structure-based drug design),
¢é necessdria a determinacio da estrutura tridimensional da proteina,
frequentemente, por difracdo de raios-X, ou ainda, em muitos casos,
por ressondncia magnética nuclear (RMN). A coleta de dados de
difragdo de raios-X € precedida pela obten¢ao de cristais da proteina,
possibilitando a determinag@o da estrutura em alta resolugdo.

ORGANIZACAO DE BASES DE DADOS DE COMPOSTOS

Ap0s a definicdo do alvo molecular de interesse, a etapa subsequen-
te € a organizacgio de uma ou mais bases de dados de compostos. Este
aspecto € fundamental, pois o nimero disponivel de moléculas ¢ da
ordem de varios milhdes, sendo muito superior ao que pode ser testado
em condigdes reais, 0 que torna imperiosa a preparacao de colecdes
dirigidas (focused libraries). A partir de um universo tdo imenso de
moléculas, pode-se facilmente perceber que € muito pequena a proba-
bilidade de se identificar compostos ativos promissores através de uma
avaliacdo aleatdria (e.g., tentativa e erro). Varios estudos indicam que
os compostos de bases de dados empregados na HTS possuem fortes
caracteristicas farmaco-similar devido a presenca de esqueletos molecu-
lares privilegiados, ao que se atribui em parte o sucesso desta técnica.”®

A geragdo de bases de dados ¢ influenciada diretamente por
diversos fatores, dentre os quais se destacam as propriedades mo-
leculares e fisico-quimicas. Um marco importante nesta drea foi o
estudo desenvolvido por Lipinski e colaboradores, em 1997, sobre
algumas propriedades de farmacos administrados por via oral, que
resultou na elaboragdo da regra dos cinco (rule of five), amplamente
utilizada como filtro molecular em projetos de planejamento de far-
macos devido a sua simplicidade conceitual e facilidade de aplicagdo.’
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Tabela 1. Compostos com caracteristicas fragmento-similar, lider-similar e firmaco-similar

Propriedade Fragmento-similar Lider-similar Farmaco-similar
Peso molecular <250 <350 <500

Log P 2.5 3,5 <5
Nuimero de doadores de ligacdo de hidrogénio <3 <4 <5
Numero de aceptores de ligacao de hidrogénio <6 <8 <10

De acordo com a regra dos cinco, a ocorréncia de baixa absor¢do
apo6s administragdo por via oral, ou de baixa permeabilidade, € mais
provavel para compostos que apresentam uma combinagio de duas
ou mais propriedades, tais como, peso molecular > 500, nimero de
doadores de liga¢do de hidrogénio > 5 (soma de grupos OH e NH),
ndmero de aceptores de ligagdo de hidrogénio > 10 (soma de 4tomos
O e N) e, clog P > 5 (coeficiente de participacdo calculado para o
sistema 1-octanol/dgua).’

Por outro lado, surgiu também o conceito de lider-similar (lead-
like), empregado para moléculas com propriedades semelhantes as
de compostos lideres. Este conceito encontrou grande aplicabilidade,
principalmente em estdgios iniciais de P&D, onde as substancias
bioativas devem apresentar propriedades similares as de outros com-
postos que serviram como ponto de partida para o desenvolvimento de
novas entidades quimicas (NCEs - new chemical entities). Posterior-
mente, foram investigadas as principais alteracdes nas propriedades
moleculares e fisico-quimicas durante o processo de otimizacdo de
compostos lideres (e.g., melhorias nas propriedades farmacodina-
micas e farmacocinéticas).” Mais especificamente, as tendéncias de
alteracdes no peso molecular, niimero de aceptores ou doadores de
ligagdes de hidrogénios e clog P tornaram possivel a defini¢do das
caracteristicas lider-similar (Tabela 1), que sdo muito empregadas na
geragdo de colegdes dirigidas de compostos.®®

Outra tendéncia atual € o uso de bases de dados com caracteris-
ticas fragmento-similar (fragment-like).** Os fragmentos molecula-
res destas bases exibem, geralmente, baixa afinidade pelo sitio de
ligacdo da proteina alvo. Contudo, em fungdo de sua menor com-
plexidade estrutural e boa complementaridade ao alvo de interesse,
os fragmentos (i.e., compostos de baixo peso molecular) sdo alvos
atrativos para estudos de quimica medicinal. Apesar das bases de
dados de fragmentos serem relativamente pequenas, contando com
alguns milhares de compostos, a diversidade estrutural que pode ser
explorada no processo de planejamento molecular € significativa.’**
A otimizacdo de fragmentos, sejam estes obtidos por triagens expe-
rimentais ou computacionais, estd diretamente associada a biologia
estrutural. O modo de ligagdo do fragmento na cavidade apropriada
do alvo biolégico € utilizado como padrdo de reconhecimento mo-
lecular para a aplicacdo de métodos de planejamento de fairmacos
baseado em fragmentos (FBDD - fragment-based drug design).
Diversos exemplos enfatizam o uso bem sucedido dessa estratégia na
identificacdo e otimizagdo de ligantes bioativos contribuindo, assim,
para a sua rdpida difusdo e popularizac¢do.?*?

Além das propriedades fisico-quimicas, outros fatores podem ser
levados em conta na construcao de bases de dados, como a avaliagdo
dareatividade quimica e da diversidade estrutural dos compostos atra-
vés de descritores bi- (2D) ou tridimensionais (3D).%%?%2° Nos casos
em que se pretende avaliar as bases de dados contra diferentes alvos
moleculares, a diversidade estrutural € considerada de extrema impor-
tancia para aumentar as chances de identificagdo de novos ligantes.
Ja o desenvolvimento de bases de dados dirigidas, seja para um dado
alvo molecular ou determinada classe de proteinas, envolve a selecio
de cole¢oes de compostos com base em estruturas moleculares ou
propriedades fisico-quimicas privilegiadas, relacionadas as de ligantes
com propriedades conhecidas.* Nestes casos, as bases geradas com

o auxilio da informacdo desses ligantes possuem maior chance de
sucesso na identificacdo de novos compostos bioativos.*! Em todos os
casos, fica evidente o papel crucial da selecdo criteriosa do conjunto
de compostos a ser avaliado por triagens virtuais ou experimentais.

TRIAGEM BIOLOGICA AUTOMATIZADA EM ALTA
ESCALA

A triagem bioldgica automatizada em alta escala (HTS) propicia
a avaliacdo bioldgica in vitro de milhares ou até mesmo milhdes de
compostos contra uma proteina alvo ou sistema celular definido. Os
processos de HTS evoluiram consideravelmente nas tltimas décadas
gracas aos progressos da tecnologia da robotizagdo e de equipamentos
automatizados que tornaram possivel a realiza¢@o de ensaios minia-
turizados de forma rapida, eficiente e confidvel. Além disso, cresce
cada vez mais o numero de colegdes de compostos, fato que pode
ser atribuido ao desenvolvimento de metodologias mais eficientes de
sintese e aos avancos da quimica combinatdria.

As grandes industrias farmacéuticas do mundo investiram seria-
mente em infraestrutura de alta qualidade para realizagdo da HTS,
tendo como objetivo principal a descoberta de hifs nos estagios
iniciais de P&D de farmacos. O anticoagulante rivaroxaban (Xarel-
to®, Bayer), que atua através da inibi¢do do fator Xa,*? e o inibidor
nio peptidico da protease do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV - human immunodeficiency virus) tipranavir (Aptivus®, Pfizer/
Boehringer Ingelheim)®® sdo medicamentos desenvolvidos a partir
de hits identificados por HTS.

Apesar dos sucessos alcancados com o emprego desta técnica,
algumas limitagdes tornaram-se aparentes, como, por exemplo, a
elevada porcentagem de falso-positivos identificada na triagem de
inibidores enzimadticos. O processo de HTS, invariavelmente, leva a
identificag@o de um niimero muito grande de hits, sendo que apenas
uma fracdo modesta ¢é de ligantes verdadeiros da enzima alvo. Neste
caso, o resultado encontrado para uma porg¢do expressiva de hits nao
corresponde 2 inibi¢do da enzima por mecanismos especificos (e.g.,
inibicdo reversivel do tipo competitiva), mas pode estar associado
a fatores como agregacdo, inibi¢cdo promiscua ou artefatos decor-
rentes do ensaio utilizado (e.g., alta fluorescéncia, absorbancia dos
compostos testados).>#12343 E importante ressaltar que a triagem
inicial representa o primeiro passo de um processo de HTS. Apés a
identificagdo dos hits, se faz necessdria a realizacdo de ensaios se-
cunddrios para a confirmac@o e valida¢@o dos resultados, permitindo
a priorizacdo de compostos (Figura 2).

A selecdo de compostos que atuam por mecanismos distintos (i.e.,
compostos que podem se ligar a cavidades diferentes do sitio ativo
da proteina alvo), o que € uma caracteristica da HTS, proporciona a
caracterizagdo de novos sitios alostéricos. Esta pode ser uma vantagem
no planejamento de ligantes, pois estes sitios tendem a ser menos
conservados do que o sitio ativo entre diferentes espécies.

TRIAGEM VIRTUAL BASEADA NA ESTRUTURA DO
LIGANTE

Os métodos de LBVS e SBVS sao alternativas eficientes e
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Figura 2. Esquema da triagem bioldgica automatizada em alta escala (HTS)

versateis & HTS. Estes possibilitam, a partir da escolha de uma
proteina alvo, a selecdo de um sitio ativo ou alostérico para o
estabelecimento de estratégias com base no mecanismo de ag¢do
ou modo de ligag@o. Além disso, as bases de dados podem ser pre-
paradas de forma a conter compostos com um determinado perfil
de propriedades moleculares e fisico-quimicas. Na aplicacdo da
LBVS, compostos bioativos conhecidos podem ser utilizados como
referéncia para comparagdes por similaridade quimica com outras
moléculas das bases de dados, ou ser empregados na validacdo de
modelos, juntamente com compostos inativos. As principais técni-
cas de LBVS incluem o estudo das relacdes quantitativas entre a
estrutura e atividade (QSAR - quantitative structure-activity rela-
tionships),***° o uso de impressoes digitais moleculares (molecular
fingerprints),*** o emprego de farmacé6foros (pharmacophores)** e,
a utilizacdo de inteligéncia artificial na aprendizagem de mdquinas
(machine learning), como as maquinas de vetor suporte (SVM -
support vector machines).*

Para a gerag¢do de modelos de QSAR 2D e 3D, ¢ indispensdvel
a organizacio de conjuntos padrdes de dados. Os compostos devem
pertencer a mesma classe quimica ou possuir um farmacéforo co-
mum. Além disso, devem se ligar a uma tnica cavidade de interacao
da proteina e atuar pelo mesmo mecanismo de agdo. O pardmetro
biolégico deve ser quantitativo (e.g., IC,,, ECy,, K,) e compardvel para
a série de compostos. O objetivo principal dos métodos de QSAR
¢é investigar como a variacdio da estrutura quimica afeta a poténcia
bioldgica ou afinidade de ligac@o pelo receptor alvo. O ideal € o uso
de parametros quantitativos in vitro contra a proteina alvo, ja que
dados obtidos em ensaios celulares sdo dependentes de vdrias outras
propriedades (e.g., permeabilidade celular, solubilidade, estabilidade).
Por outro lado, os dados provenientes de diferentes fontes devem ter
sido obtidos com 0 mesmo protocolo e sob as mesmas condi¢des
experimentais, assegurando a confiabilidade dos resultados. Bases
como a MDDR (MDL - drug data report) e a WOMBAT (world of
molecular bioactivity) retinem dados padronizados de alta qualidade
para diversos alvos bioldgicos, facilitando a organizagdo de conjuntos
de dados para a aplicacio de métodos de LBVS.

A descoberta de novas classes de compostos (quimicamente dis-
tintas) € um dos maiores desafios dos métodos de LBVS. Estratégias
de VS por similaridade quimica ou modelos farmacofdricos permitem
ainvestigacdo de conjuntos de dados com diversidade estrutural mais
ampla do que aquela encontrada em estudos de QSAR.¥7#>* Alguns
exemplos ilustram a aplica¢@o destas técnicas na identificacio de
novos esqueletos quimicos (scaffold hopping).*

similaridade ou em modelos construidos a partir de conjuntos de ligan-
tes e ndo ligantes.** As buscas por similaridade quimica envolvem a
geracdo de impressodes digitais moleculares para todas as moléculas
das bases de dados. Esta etapa evolui para a comparacdo de cada
molécula das bases com um ligante de referéncia (i.e., um composto
com atividade bioldgica conhecida), o que permite a classificagdo dos
compostos em relagio a sua similaridade quimica (Figura 3a). Embora
a opcdo mais simples consista no emprego de apenas um ligante de
referéncia, o desempenho desta estratégia pode ser melhorado quando
diversos ligantes séo utilizados.* Para a classificagdo das bases de
dados pode ser utilizada a andlise comparativa da maior similarida-
de, ou da média das similaridades de cada composto em relagio aos
ligantes de referéncia. Por outro lado, para a construgdo de modelos
para a predicao da propriedade biolégica, o conjunto de dados pode
ser dividido em conjunto treinamento, usado para a geragdo estatistica
dos modelos, e conjunto teste (contendo novas moléculas que nio
fizeram parte da geracéio dos modelos), empregado para a validacio
externa do modelo. Neste contexto, diversos modelos sdo avaliados
e 0 mais robusto pode ser utilizado na LBVS, empregando métodos
de QSAR e SVM (Figura 3b).
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b Experimentos |

Figura 3. Estratégias de LBVS: a) LBVS baseada em similaridade quimica;

| Base de dados I

b) LBVS empregando modelos para predi¢do de atividade bioldgica. No caso
de modelos construidos por SVM, informagdes sobre compostos inativos
também sdo incorporadas ao modelo
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As técnicas de LBVS tém encontrado grande versatilidade de
emprego e notdvel qualidade na integracdo com métodos de SBVS
ou HTS, levando a identifica¢@o de moléculas bioativas com elevada
diversidade estrutural para um conjunto amplo de alvos moleculares.?’
Em particular, a partir de um conjunto de ligantes selecionados por
HTS ou SBVS, a LBVS pode ser utilizada na busca de novos com-
postos bioativos. Outrossim, esta técnica € util na andlise prévia de
grandes bases de dados, permitindo a geragdo de colegdes dirigidas
para avaliagdes posteriores, experimentais ou computacionais.!>!74145

TRIAGEM VIRTUAL BASEADA NA ESTRUTURA DO
RECEPTOR

A SBVS abrange a avaliacdo de bases de dados a partir da
simulacdo de interagdes intermoleculares entre moléculas peque-
nas (ligantes) e receptores bioldgicos (proteinas). Os métodos de
SBVS permitem a descoberta de novos ligantes com diversidade
estrutural maior em comparacao aqueles identificados na LBVS. Em
contrapartida, um requerimento essencial € o conhecimento prévio
da estrutura tridimensional da proteina, que pode ser determinada
experimentalmente, ou representada por um modelo construido a
partir de proteinas homdlogas com alta identidade. A exigéncia do
conhecimento da estrutura tridimensional do alvo pode ser apontada
como uma das principais limitagdes da SBVS, ja que esta informagao
ndo estd disponivel para diversos alvos terapéuticos validados, cuja
cristaliza¢@o ainda constitui grande desafio. Sdo exemplos importantes
os receptores transmembrana, que incluem as diversos GPCRs. No
entanto, os frequentes avangos da biologia estrutural t€m propor-
cionado novas oportunidades e desafios para a aplicacdo da SBVS.

A aplicagdo harmonica e eficaz dos métodos de SBVS exige
diversos cuidados. Primeiramente, a preparacdo dos ligantes da
base de dados requer o célculo de cargas atdmicas e a representagiao
correta de estereoisdmeros, tautdbmeros e estados de protonagdo.*$
Por outro lado, a preparac@o da proteina envolve fatores importantes
como a escolha do modelo tridimensional, a defini¢do do estado de
protonac@o de residuos e a presenca de moléculas de d4gua na cavidade
de interagdo (Figura 4).
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Figura 4. Cuidados na preparagdo do receptor para SBVS
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A estrutura tridimensional da proteina alvo, determinada por
técnicas experimentais como a cristalografia de raios-X ou RMN, ou
ainda, por métodos computacionais como a modelagem por homolo-
gia, deve apresentar informacdes Uteis e de alta qualidade. No caso
da disponibilidade de diversas estruturas do mesmo alvo molecular, a
escolha do modelo a ser empregado deve levar em conta a resolugio
e a flexibilidade das estruturas, bem como a presenca de ligantes e as
variagdes conformacionais, principalmente no sitio de ligagdo alvo.

Devido ao grande nimero de conformeros possiveis, a proteina é
geralmente tratada de forma rigida (i.e., em uma tinica conformacao
observada por cristalografia) ou com flexibilidade limitada. Esta
restri¢do, associada ao ajuste induzido frequentemente observado na
formacdo de complexos proteina-ligante, faz com que a SBVS seja
mais bem sucedida quando sdo utilizadas estruturas da proteina em
complexo com ligantes.™ A flexibilidade dos residuos de aminoécido
do sitio alvo deve ser avaliada de forma criteriosa, principalmente, se
houver vdrias estruturas disponiveis. Assim, € possivel discriminar as
regides de maior flexibilidade e priorizar os residuos a serem tratados
como flexiveis, se o programa de docagem molecular possuir esta
funcionalidade. Diversas estratégias levam em conta a flexibilidade
proteica, como a utiliza¢do de vérias estruturas para a docagem,’'>
o emprego de miiltiplos rotdmeros para determinados residuos,** a
simulacé@o do efeito indutivo de ligantes®® e o emprego de métodos
de minimizagdo da estrutura de complexos proteina-ligante apds a
docagem.”’

A presenca de moléculas de dgua conservadas deve ser investi-
gada nas estruturas dos complexos, uma vez que podem participar
de interacdes intermoleculares cruciais para a formacao do complexo
proteina-ligante. Por sua vez, os resultados de estudos de docagem
molecular sdo influenciados diretamente pela presencga (ou auséncia)
de moléculas de dgua, levando a padrdes distintos de reconhecimento
molecular.’* Para uma mesma proteina, ligantes dispares podem
causar o deslocamento de diferentes moléculas de dgua,* devendo-
se estimar para cada ligante quais as moléculas de dgua presentes
no sitio de interacdo. No entanto, os altos custos computacionais,
envolvidos para estimar as contribui¢des entdlpicas e entrépicas no
deslocamento de moléculas de dgua do sitio para o solvente, tornam
invidvel esta avaliacio para um grande nimero de compostos. Alguns
progressos nesta drea tém sido observados, como o uso de programas
que estimam posi¢des mais favordveis para moléculas de dgua no sitio
de interesse,”® ou que consideram flexiveis algumas moléculas de
dgua, de modo que cada ligante possa ser docado na sua presenga
ou auséncia.®®¢! Uma alternativa simples que pode ser adotada para
aidentificacdo de moléculas de dgua conservadas € a comparagao de
estruturas da proteina alvo em complexo com diferentes ligantes. Em
geral, devido ao seu reconhecido papel na media¢do de interacdes
intermoleculares entre ligantes e receptores alvos, o processo de do-
cagem € beneficiado pela inclusdo de moléculas de d4gua conservadas.

Outras consideracdes importantes séo o estado de protonagio dos
residuos da proteina, a posi¢do dos hidrogénios em atomos polares
de cadeias laterais e a conformacio da amida dos residuos glutamina
e asparagina presentes no sitio de ligacdo. Como as coordenadas
cristalograficas obtidas do PDB geralmente ndo contém hidrogé-
nios, os mesmos devem ser adicionados ao receptor previamente ao
processo de docagem molecular. Neste procedimento, leva-se em
conta a presenga de doadores ou aceptores de ligacdes de hidrogénio
tanto para posicionamento dos hidrogénios polares (e.g., residuos de
cisteina, serina, tirosina e treonina), quanto para o estabelecimento
da conformacdo da glutamina e asparagina. Para o estabelecimento
do estado de protonagdo das cadeias laterais dos residuos tituldveis
(Tabela 2), o ambiente quimico e o pK, devem também ser analisados.
Desta maneira, os residuos de aspartato e glutamato sdo modelados
geralmente com carga negativa, ao passo que os de lisina e arginina,
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com carga positiva. Vale ressaltar que a histidina sempre requer
atengdo especial. Por apresentar pK, préximo ao do pH fisiolégico
(pk, = 6 para o imidazol da cadeia lateral da histidina), a histidina
pode ou ndo estar carregada positivamente, dependendo do ambiente
quimico ao seu redor. O imidazol, uma vez protonado, fica com dois
grupos —NH e uma carga positiva que ¢ distribuida nos dois nitrogé-
nios, sendo representado por duas estruturas de ressonancia. Além
disso, nos casos em que a cadeia lateral da histidina se encontra na
forma neutra, dois tautomeros podem estar presentes, diferindo na
ligacdo de um hidrogénio a N ou N, (Figura 4).

Tabela 2. pK, e estado de protonagdo de cadeias laterais de residuos titulaveis
em pH fisiolégico

Residuo pK, da cadeia lateral® Carga usual em pH
fisioldgico

Aspartato 39 -1
Glutamato 43 -1
Arginina 12,0 +1

Lisina 11,1 +1
Histidina 6,4 0ou+1
Cisteina 8.5 0

Tirosina 10,0 0

Mesmo os aminodcidos que se encontram carregados em pH
fisiolégico podem ter seu estado de protonacgdo alterado, depen-
dendo do ambiente quimico no sitio da protefna.®> Sdo exemplos as
proteases aspdrticas, que possuem dois aspartatos cataliticos no sitio
ativo. Apesar do baixo pK, da cadeia lateral desse aminodcido (pk,
= 4), apenas um dos residuos se encontra carregado negativamente,
enquanto o outro estd na forma neutra (ndo ionizado).”® Assim, a
definicdo do estado de protonacio dos residuos proteicos envolve a
apreciagio de dados experimentais ou a predi¢ao através de programas
computacionais desenvolvidos para este fim.%%6+65

Etapas da SBVS

Depois de finalizadas as etapas de preparacdo dos ligantes e do
receptor, o préximo passo da SBVS € a docagem molecular, na qual
ocorre o acoplamento (pose) dos ligantes da base de dados de acordo
com suas intera¢des intermoleculares com os residuos de aminoécidos
do sitio de ligac@o da proteina alvo. Neste processo, as varias confor-
magdes e orientagdes geradas para cada molécula sdo classificadas
de acordo com uma fungio de pontuagdo (scoring function) (Figura
5). Diversos métodos de acoplamento e funcdes de pontuagdo sido
disponiveis nos programas de docagem molecular mais comumente
empregados.®® De forma sucinta, o acoplamento de ligantes pode
ser realizado a partir de conformagdes pré-calculadas, por constru¢ao
incremental ou através de métodos em que sdo exploradas variacdes
aleatérias de conformacdes e orientagdes (e.g., algoritmos genéticos).
J4 as funcdes de pontuacdo podem ser fisico-quimicas, experimentais
ou com base no conhecimento. As funcdes fisico-quimicas sdo com-
postas por termos derivados de principios fisicos, como o célculo de
interacdes eletrostdticas e de van der Waals, bem como por penalida-
des de dessolvatacdo, sem ajustes a dados experimentais. Nas funcdes
experimentais, os diversos termos entdlpicos e entrépicos envolvidos
na associagdo protefna-ligante t€ém seu peso ajustado para reproduzir
um conjunto experimental de dados. Por outro lado, as funcdes com
base no conhecimento utilizam dados estatisticos provenientes de
estruturas de complexos proteina-ligante para estabelecer pardmetros
moleculares tteis, como distancias, angulos e interagdes favordveis
entre certos padrdes atdmicos.
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Independentemente do programa de docagem molecular escolhi-
do, ou da estratégia de planejamento de quimica medicinal adotada,
busca-se identificar ligantes com reconhecimento molecular privile-
giado em relag@o ao receptor alvo. As moléculas de melhor classifi-
cagdo sdo inspecionadas (e.g., ocupagdo do sitio, complementaridade
multifuncional, intera¢des intermoleculares: ligagdes de hidrogénio,
interaces iOnicas e de van der Waals)® com o auxilio de programas de
visualizacdo molecular, sendo que a intui¢do, experiéncia e talento do
pesquisador sdo elementos essenciais na sele¢do do conjunto final que
serd submetido a avaliagdo experimental (e.g., ensaio in vitro). Dentro
deste contexto, dois pontos particulares se mostram mais sensiveis:
as moléculas selecionadas devem ser comercialmente disponiveis ou
facilmente obtidas por sintese organica e, a avaliagdo experimental, os
ensaios in vitro devem ser padronizados e validados. Deste modo, os
hits computacionais podem se tornar ligantes reais da proteina alvo,
tendo propriedades importantes determinadas, como poténcia, afini-
dade e seletividade. A investiga¢d@o do mecanismo de agdo € também
parte importante destes estudos, agregando informacdes muito tteis.
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O processo de validagdo experimental pode evoluir para a determi-
nagdo de estruturas cristalogréificas de complexos proteina-ligante,
permitindo a elucidagdo do modo de liga¢do.” Estes elementos
fornecem bases sélidas em quimica medicinal para o planejamento
de novos ligantes com propriedades otimizadas.

Diversos exemplos de sucesso da aplicagdo da SBVS sdo descri-
tos na literatura, demonstrando sua versatilidade, alto desempenho e
grande utilidade em programas de descoberta farmacos.!2254571-73
interessante observar a rica variedade de classes quimicas identifica-
das para uma igualmente abastada diversidade de alvos bioldgicos.

TRIAGEM EXPERIMENTAL OU VIRTUAL: OS NOVOS
PARADIGMAS EM P&D DE FARMACOS

Os métodos de HTS e VS t€ém como objetivo comum a desco-
berta de moléculas bioativas com grande potencial de otimizagao
molecular. Dentre os vérios aspectos que devem ser levados em
conta na escolha do método, destacam-se a informagdo, a mio de
obra especializada, o investimento e a infraestrutura disponiveis.
Por exemplo, a infraestrutura requerida para a aplicacdo de métodos
experimentais ou computacionais € bastante distinta. A HTS envolve
altos investimentos iniciais para a aquisicdo e preparagao de solucdes
dos compostos, além da automatiza¢do dos ensaios para execug¢ao
em alta escala.’* Desta forma, esta técnica foi aplicada por muito
tempo quase que exclusivamente pelas grandes inddstrias farma-
céuticas. Mais recentemente, as universidades ganharam acesso a
esta estratégia através de algumas iniciativas publicas, podendo-se
destacar os centros de triagem experimental do programa NI/H Ro-
admap (National Institutes of Health, dos EUA),*27+7¢ No entanto,
essa técnica permanece inacessivel para grande parte da comunidade
cientifica, especialmente nos pafses em desenvolvimento. Por sua
vez, a VS exige investimentos e infraestrutura mais modestos e estd,
portanto, ao alcance de universidades, centros de pesquisa e pequenas
empresas de todo mundo.

Assumindo-se um cendrio ideal em que ndo houvesse limitacdes
importantes de investimento, mao-de-obra e infraestrutura, uma ques-
tdo fundamental seria como e porque escolher esta ou aquela técnica.
Este tem sido um tema amplamente debatido através da comparagdo
do desempenho das duas técnicas em uma série de casos.*'>'7 Uma
das vantagens do emprego da HT'S € a sele¢@o de compostos bioativos
que, por sua vez, ndo seriam identificados na VS (caracterizando-se
como falso-negativos). Em func@o de sua natureza nio baseada no
mecanismo, a HTS possibilita a identificagdo de compostos que se
ligam a outros sitios da proteina alvo (além do sitio ativo),””® o que
ndo € possivel no caso da VS que, por ser uma técnica baseada no me-
canismo, envolve a avaliagdo de um tnico sitio de ligacdo especifico
do alvo. Em contrapartida, uma das grandes desvantagens da HTS €
o niimero expressivo de falso-positivos, uma vez que os hits devem
ser validados através de ensaios in vitro secundarios, aumentando os
custos e o tempo do processo.*'? Outra limita¢do € que classes qui-
micas pouco representativas podem ndo ser priorizadas para ensaios
secunddrios.'? Por outro lado, uma das principais vantagens da VS

Tabela 3. Vantagens e desvantagens dos métodos de HTS e VS
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¢é a descoberta de um percentual maior de compostos bioativos em
relag@io ao nimero de compostos avaliados experimentalmente.'*!¢
Contudo, uma desvantagem desta técnica reside no fato de que classes
interessantes de hits podem nao se identificadas devido a sua baixa
pontuagdo, ou ainda porque os compostos se ligam a cavidades dis-
tintas do sitio de ligagdo selecionado para a VS (Tabela 3).

Embora algumas andlises comparativas entre as duas técnicas
tenham relevado informagdes tteis, deve ser observado que na maioria
dos casos as condigdes de comparacdo nao foram as mais apropria-
das. Por exemplo, em muitos casos a base de dados de compostos
investigada era distinta para cada uma das técnicas.'*!¢ Desta forma,
os resultados refletiam ndo somente potencialidades e limitacdes
inerentes as técnicas empregadas, mas, sobretudo, as caracteristicas
das bases de dados.

INTEGRACAO DAS TECNICAS DE TRIAGEM VIRTUAL E
EXPERIMENTAL

Antes de mais nada, € importante salientar que o uso de uma
técnica ndo exclui, necessariamente, o emprego da outra. A aplicagio
conjunta das técnicas de HTS e VS permite experimentar na pratica
a sinergia entre as duas abordagens em projetos de planejamento
de farmacos. Existem basicamente duas estratégias que podem ser
exploradas: o uso da VS como filtro precedendo a aplicagdo da
HTS e, a aplicagdo em paralelo das duas técnicas, com a andlise
integrada de etapas e resultados (Figura 6). No primeiro caso, o
emprego da VS proporciona a sele¢do de uma fragdo de compostos
da base de dados para a avaliacdo experimental in vitro, levando a
uma considerdvel otimizagdo (e.g., custos, tempo) na identificacio
de moléculas bioativas.'>!” Por outro lado, um ponto negativo deste
procedimento é que compostos mal classificados na VS ndo sdo
avaliados experimentalmente, podendo levar a ndo identifica¢do de
possiveis hits. No segundo caso, os métodos podem ser realizados em
paralelo, sendo os hits comuns priorizados para ensaios secundarios
in vitro.'*'* Este procedimento tem como vantagem a possibilidade de
identificar hits de HTS que normalmente ndo seriam priorizados para
ensaios secunddrios, devido a baixa representatividade de sua classe
quimica dentre as centenas de hits obtidos.'? Além disso, em alguns
casos a aplicac@o desses métodos em paralelo permite a identificagdo
de falso-negativos de HTS, inicialmente ndo identificados por essa
técnica devido a sua baixa afinidade pelo alvo,* ou de falso-negativos
da VS, que ndo seriam considerados no primeiro caso, em que esta
técnica € aplicada como filtro para a HTS.

CONCLUSOES

A organizacdo de bases de dados de compostos e o emprego de
métodos de triagem em larga escala (experimental — HTS, virtual -
VS) desempenham um papel essencial no processo de descoberta
de novas moléculas bioativas para uma ampla variedade de alvos
moleculares. A aplicacdo criteriosa destas estratégias constitui as
bases cientificas necessdrias para o seu sucesso em quimica medicinal.

Meétodo  Vantagens Desvantagens
Informagao experimental sobre toda a base de dados Alta porcentagem de falso-positivos
HTS Possibilidade de descoberta de inibidores que atuem em diversos sitios do receptor ) . .
) . = . Grande exigéncia de infraestrutura
Independente de determinagdo prévia de estrutura tridimensional do alvo
Niimero de compostos a serem testados Necessidade de modelo tridimensional do alvo
AN Menor exigéncia de infraestrutura Ligantes restritos a um determinado sitio de ligagdo

Maior porcentagem de ligantes especificos entre compostos avaliados experimentalmente

Falso-negativos
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Figura 6. Integragdo das estratégias de HTS e VS: a) uso da VS como filtro
para selecionar compostos para avaliagdo por HTS; b) aplicagdo em conjunto
das duas técnicas para priorizagdo de hits para ensaios secunddrios in vitro

E preciso entender as caracteristicas de cada caso a ser estudado e
realizar um planejamento cuidadoso de todas as etapas envolvidas,
buscando entender as suas limitacdes e vantagens. O impacto positivo
do uso dos métodos de HTS e VS pode ser notado no ntimero expres-
sivo de trabalhos desenvolvidos ao longo das dltimas décadas, que
levaram a identificac@o e ao desenvolvimento de diversas moléculas
com comprovado potencial terapéutico. A integracdo destes métodos
deverad ser cada vez mais explorada pelos laboratérios de universida-
des e industrias farmacéuticas, proporcionando novas oportunidades
e desafios nesta fascinante drea de descoberta de formacos.
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