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Artigo convidado 2

Modelagem Molecular
de Farmacos

Rafael V. C. Guido & Adriano D. Andricopulo

A indtstria farmacéutica vem passando por grandes transformagdes guiadas pelas
inovagdes cientificas e tecnoldgicas em seus programas de pesquisa e desenvolvimento
(P&D) de farmacos. Os modelos tradicionais de pesquisa basica estdo progressivamente
dando lugar a estratégias modernas baseadas em uma combinagdo de especialidades
atuando em carater multi- e interdisciplinar. Neste contexto, a quimica medicinal moderna
envolve a aplicacdo de métodos computacionais como a modelagem molecular, que
contribuem significativamente para a otimizagdo de propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas de moléculas bioativas. O presente artigo tem como objetivo apresentar
uma abordagem dindmica de alguns aspectos fundamentais e aplicacdes da modelagem
molecular como ferramenta util no processo de planejamento de candidatos a novos
farmacos.

Palavras-chave: modelagem molecular; planejamento de farmacos; métodos
computacionais.

The pharmaceutical industry is facing major challenges on the scientific and
technological front of their Research & Development (R&D) programs. The modern
research paradigm has been and continues to grow at a rapid pace, integrating knowledge
of multi- and interdisciplinary teams. Recent advances in medicinal chemistry have
created an important foundation in the search for new drug candidates. Modern drug
design strategies employ computational methods such as molecular modeling as
essential tools in the optimization of pharmacodynamic and pharmacokinetic properties
of bioactive molecules. The aim of this chapter is to provide some fundamental concepts
and applications of molecular modeling as a useful tool in the design of new drug
candidates.

Keywords: molecular modeling; drug design; computational methods.
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Introducdo

QUIMICA MEDICINAL E A DESCOBERTA DE
NOVOS FARMACOS

O processo de descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos ¢ bastante complexo e fundamenta-se na
integragao de varias areas estratégicas, tais como: inovagao,
conhecimento, tecnologia, gerenciamento e investimentos
em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D).! Os avangos da
quimica e biologia, aliados a melhor compreensdo de
mecanismos fisiologicos e farmacoldgicos que levam ao
aparecimento e desenvolvimento de doencas, tornaram
possivel o planejamento e a descoberta de farmacos
capazes de representar notaveis inovagdes terapéuticas,
proporcionando melhorias significativas na qualidade de
vida das diversas populagdes no mundo.”* Na estratégia
de planejamento racional de farmacos, os estudos dos
processos evolutivos de reconhecimento molecular
em sistemas biologicos assumem grande importancia,
pois constituem as bases fundamentais para a poténcia,
afinidade e seletividade dos farmacos por seus receptores-
alvos. A quimica medicinal possui papel central nesse
complexo paradigma de planejamento e otimizagdo de
novas moléculas com atividade biologica.>”’

A quimica medicinal possui forte carater
multidisciplinar, abrangendo diversas especialidades
importantes, como a quimica organica, bioquimica,
farmacologia, informatica, biologia molecular e estrutural,
entre outras. Segundo a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union
of Pure and Applied Chemistry), a quimica medicinal
envolve a descoberta, desenvolvimento, identificagdo e
interpretagdo domecanismodeac¢domolecularde compostos
biologicamente ativos. Além da descoberta de moléculas
bioativas, também estuda os fendmenos envolvidos no
metabolismo e o estabelecimento de relagoes entre a
estrutura quimica e atividade (SAR, do inglés, structure-
activity relationships).® A quimica medicinal é uma ciéncia
interdisciplinar fundamentada em quimica e que envolve
aspectos importantes das ciéncias farmacéuticas, médicas,
bioldgicas, fisicas e computacionais.

FARMACOS E INDUSTRIA FARMACEUTICA

O setor de P&D de farmacos ¢é extremamente

competitivo e se caracteriza por elevados niveis
de investimentos, que estdo associados a riscos de
proporcional magnitude. A idéia de que as maiores
companhias farmacéuticas sdo as melhores em P&D
tem se tornado um dogma mundial, ja que os farmacos
da categoria blockbuster (termo do inglés para designar
os farmacos com vendas anuais superiores a US$ 1
bilhdo) sdo os principais responsaveis pelo crescimento
da industria farmacéutica. A capacidade da induastria em
destinar recursos para P&D esta diretamente relacionada
a sua competéncia em gerar receitas através da venda de
um conjunto atrativo de farmacos.*!!

O processo de descoberta ¢ desenvolvimento de
novas entidades quimicas (NCEs, do inglés, new
chemical entities) é longo e envolve altos custos.!? Desde
a concepgdo do projeto até a introducdo de um unico
farmaco no mercado farmacéutico, sdo investidos de
12 a 15 anos em P&D, com valores totais estimados, no
biénio 2004-2006, da ordem de US$ 500-880 milhdes,
podendo em alguns casos alcangar cifras superiores a
USS$ 1 bilhdo (Figura 1).713:14

Inovagdes terapéuticas de grande sucesso, entretanto,
sdo capazes de gerar rendimentos significativos, na
ordem de bilhdes de ddlares anuais. Dentre os farmacos
incluidos na categoria blockbuster, estdo o hipolipemiante
atorvastatina (Lipitor®, da Pfizer), que gerou extraordinarios
US$ 12,68 bilhdes em vendas somente no ano de 2007; o
antitrombotico clopidogrel (Plavix®, da Sanofi Aventis); o
antiulceroso esomeprazol (Nexium®, da AstraZeneca); e
o anti-psicético olanzapina (Zyprexa®, da Eli Lilly), entre
outros (Tabela 1).'

O processo de descoberta ¢ desenvolvimento de
farmacos ¢ dividido em duas grandes fases, a saber: (i)
pré-clinica (descoberta ou pesquisa basica) e (ii) clinica
(desenvolvimento).”'® Nos estagios iniciais da fase pré-
clinica, as pesquisas se concentram na identificagdo e
otimiza¢do de moléculas pequenas capazes de modular
a atividade do alvo macromolecular eleito para o
processo de planejamento (Figura 2). A validagdo do alvo
molecular selecionado ¢ fundamental, pois estabelece a
sua relevancia no processo fisiopatolégico em estudo,
além de evidenciar se a sua modulagdo seletiva ¢ capaz
de gerar a resposta farmacologica esperada no controle
de uma doenga ou disfun¢do em humanos.®'"!8

As moléculas bioativas ou ligantes (do inglés, hits)
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Figura 1: Visdo geral do processo de P&D de um novo farmaco.'

tem sua origem a partir de produtos naturais ou através
de sintese orgénica ou cole¢des combinatorias (Figura
2). As moléculas bioativas podem ser identificadas
através de triagens reais ou virtuais, ou ainda através
de planejamento racional, mas em todos os casos as
suas propriedades bioldgicas devem ser determinadas
experimentalmente. Nessa fase inicial geralmente

sdo identificadas moléculas com baixa afinidade, que
necessitam ser otimizadas em relagdo a uma série de
propriedades (e.g., poténcia, afinidade, seletividade,
biodisponibilidade, toxidez). Os compostos bioativos
com melhores propriedades sdo selecionados como
compostos lideres (do inglés, lead compounds) para
posterior otimizag¢do molecular (Figura 2).!7-20:2!

Tabela 1: Os 10 medicamentos da categoria blockbuster mais vendidos no ano de 2007."

Posigio Medicamento Classe
teraptutica
1 Lipitor® Redutor de
(atorvastatina) colesteral
Plavix” _
2 (clopidrogel) Anticoagulante
3 Advair® Anti-inflamatério;
(fluticasona; salmeterol)  broncodilatador
(] = LS
4 hexium Anti-ulcera
(esomeprazol)
Diovan® o .
3 {valsartan) Anti-hipertensivo
6 Z}'prcxla Anti-psicdtico
{olanzapina)
Singulair® )
G {montelucaste) Broncodilatador
Seroquel” o
8 {quetiapina) MNeuroléptico
Effiexor” _ _
’ {venlafaxina) Anti-depressivo
Cozaar” o
10 {lozartan) Anti-hipertensivo

A . Vendas em 2007
Indicagio Companhia (USS bilhes)
Pfizer 12,68
Doengas Sanofi-
cardiacas Aventis 871
Asma GSK 6,98
Ulcera AstraZeneca 5,22
Do Novartis 5,01
arterial &
Esquizofrenia Eli Lilly 4,76
Asma Merck & Co 427
Esquizofrenia AstraZeneca 4,03
Depressio Wyeth 3,80
Hipertensio gk & Co 335
arterial
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Figura 2: Etapas evolutivas de identificagio, selecdo e otimizagdo de moléculas no processo de planejamento de farmacos (HTS, triagem
em larga escala; QSAR, estudo das relagdes quantitativas entre a estrutura e atividade; ADME/Tox, propriedades farmacocinéticas/

toxicas: absorgdo, distribui¢do, metabolismo e excre¢do).?

Com o auxilio de métodos em quimica medicinal é
possivel explorar o imenso espago quimico delineando
o trabalho investigativo na identificagdo, sele¢do e
otimizacdo de moléculas capazes de interagir com
alta afinidade e seletividade com o alvo molecular
selecionado (e.g., enzima, receptor), o qual representa
0 espago biologico do binémio quimico-bioldgico em
questdo. Varias estratégias podem ser empregadas, como
a organizagdo de bases padrdes de dados, a aplicagdo de
filtros moleculares, o emprego de triagens biologicas
automatizadas em larga escala (HTS, do inglés, high-
throughput screening) e a triagem virtual (VS, do inglés,
virtual screening). Além disso, técnicas de planejamento
baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés,
structure-based drug design), e de planejamento
baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés,
ligand-based drug design) sdo amplamente utilizadas,
bem como o estudo das relagbes quantitativas entre
a estrutura e atividade (QSAR, do inglés, quantitative
structure-activity relationships). Em todos estes casos,
o gerenciamento qualificado da informagédo possibilita a
geracdo de conhecimento apropriado a partir dos dados
disponiveis.?>?

Uma das etapas-chave da Figura 2 ¢ a otimizagdo
de compostos lideres em relagdo as suas propriedades
farmacodindmicas e farmacocinéticas, com o objetivo
da descoberta de NCEs com elevado potencial de
desenvolvimento clinico. Variagdes estruturais sao

Jul / Dez de 2008

utilizadas para adequar o perfil das moléculas as
caracteristicas necessarias ao uso terapéutico em
humanos. Neste sentido, a quimica medicinal oferece
varias estratégias capazes de gerar colegdes dirigidas
de compostos.?* Os estudos de SAR e de QSAR sio
importantes para guiar a sintese de novas moléculas com
propriedades otimizadas, minimizando o universo de
compostos aserem considerados nos programas de triagem
biologica. Idealmente, propriedades farmacodinamicas
como poténcia, afinidade e seletividade, além de
propriedades farmacocinéticas de ADME (Absor¢ao,
Distribuigdo, Metabolismo e Excre¢do) devem ser
consideradas conjuntamente, facilitando a eliminago de
candidatos com propriedades inadequadas e reduzindo os
custos do processo de P&D.?"* Na fase pré-clinica de
pesquisa bésica ¢ realizada uma série de testes in vitro e
in vivo para avaliar o potencial dos candidatos a NCEs
em relacdo a sua seguranga ¢ eficacia, visando a sua
introdug@o em fases clinicas para testes em humanos.

Os métodos computacionais estdo integrados ao
planejamento de farmacos. O seu emprego nos estudos
em quimica medicinal vao desde a identificacdo, selecao
e otimizacdo de moléculas candidatas até a proposicao
de novas NCEs para uso clinico. A integracdo desses
métodos ao trabalho quimico e bioldgico experimental
¢ um requerimento essencial para a gera¢dao de novas
moléculas bioativas qualificadas, com propriedades
multiplas otimizadas.>?328-30
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Apo6s a conclusdo da fase pré-clinica, as NCEs
selecionadas sdo submetidas a aprovacdo das agéncias
regulatorias, como a Administragdo Federal de Alimentos
e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA, do inglés,
Food and Drug Administration), para autorizagdo da
realizagdo de testes em humanos através da chamada
licengaparainvestiga¢do deumnovo candidato a farmaco
(IND, do inglés, investigational new drug) (Figura 1). No
Brasil, a responsavel pelo controle das pesquisas clinicas
e registro de fArmacos ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Nas fases clinicas sdo realizados
diversos estudos para avaliar a eficacia e a seguranca das
NCEs candidatas a farmacos.'*!¢

Fundamentos Metodoldgicos

ESTRATEGIAS DE PLANEJAMENTO DE
FARMACOS

As estratégias de planejamento de candidatos a novos
farmacos fundamentam-se no conhecimento prévio do
processo fisioldgico envolvido no surgimento da doenga
alvo e na sele¢@o de um alvo macromolecular adequado.
O alvo molecular (e.g., proteina, DNA ou RNA) pode ter
a sua estrutura tridimensional (3D) conhecida ou ndo, fato
que auxilia na escolha das estratégias de planejamento."”
Os grandes avangos da gendmica e protedmica, bem como
a evolugdo de técnicas como a cristalografia de raios X e
ressonancia magnética nuclear (RMN), proporcionam um
aumento significativo no niimero de alvos moleculares
que possuem suas estruturas 3D disponiveis no Banco
de Dados de Proteinas (PDB, do inglés, Protein
Data Bank).*'** O conhecimento da estrutura do alvo
macromolecular ou da estrutura de algum complexo
ligante-receptor, permite o planejamento de racional de
inibidores enzimaticos, ou de agonistas ou antagonistas
de receptores através de estratégia de SBDD.!??

Em contraste, quando a estrutura do alvo
macromolecular eleito ndo ¢ conhecida, aplicam-se
métodos de LBDD envolvendo o estudo de caracteristicas
multifuncionais de ligantes bioativos conhecidos.!3*3
Em muitos casos, o uso integrado das técnicas de SBDD
e LBDD pode gerar informagdes e novos conhecimentos
uteis no planejamento de NCEs, explorando a sinergia e
complementaridade inerente entre as técnicas.!
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QUIMICA MEDICINAL E OS METODOS DE
MODELAGEM MOLECULAR

M¢étodos computacionais sdo ferramentas amplamente
empregadas nos projetos de P&D de novos farmacos,
desdeaidentificagdo de moléculas comatividade biologica
até a otimizagdo multiplas de propriedades de compostos
lideres. Devido a rapida evolug@o nas areas de hardware,
software e métodos, o0s processos computacionais
anteriormente executados exclusivamente em estacdes de
trabalho de alto desempenho sdo hoje em dia realizados
em microcomputadores numa escala de tempo bastante
razoavel. Diante desse cendrio, a integragdo entre
técnicas experimentais ¢ computacionais assumiu grande
importancia no processo de planejamento de farmacos.**
3% Neste contexto, duas estratégias de grande impacto
destacam-se, o SBDD e o LBDD.

PLANEJAMENTO BASEADO NA ESTRUTURA
DO RECEPTOR

O SBDD ¢ uma técnica baseada no conhecimento
do arranjo topoldgico de alvos moleculares, logo, utiliza
como pré-requisito a informacdo 3D detalhada da
macromolécula em estudo. Essa informagao ¢ geralmente
adquirida através da andlise de estruturas obtidas por
cristalografia de raios X, estudos de RMN ou modelagem
por homologia.! Tais estruturas encontram-se depositadas
em bases de dados publicas onde podem ser acessadas
livremente. As principais bases de dados sdo: PDB,*!
InterPro,**#! ExPASy,* ¢ Relibase.***

A docagem molecular (do inglés, molecular docking),
ou simplesmente docagem ou ancoramento (do inglés,
docking), ¢ uma dos principais métodos de SBDD
empregados em estudos de quimica medicinal. Esta
técnica consiste na predi¢do da conformagdo bioativa de
uma micromolécula (ligante) no sitio de ligacdo de uma
macromolécula (e.g., enzima, receptor, DNA ou RNA),
seguida da avaliagdo (pontuaggo) e classificacdo do modo
de ligagdo proposto.'** A Figura 3 apresenta um esquema
geral do processo de do cagem molecular. Uma estratégia
bastante difundida que emprega os métodos de docagem
molecular ¢ a triagem virtual (VS). Nesta aplicago, os
programas de docagem molecular sio utilizados para
identificar e classificar as conformag¢des bioativas de
moléculas pertencentes a bases de dados podendo conter



centenas de milhares de compostos disponiveis para
aquisi¢do comercial ou sintese.*

A docagem molecular foi introduzida no inicio da
década de 80 tendo contribuido significativamente tanto
na fase de descoberta de novas moléculas bioativas, quanto
na fase de otimizac¢do de compostos lideres em relago a
uma série de propriedades, como poténcia e afinidade,
além de algumas propriedades farmacocinéticas, entre
outras.*** Um dos primeiros grandes desafios em SBDD ¢é
aselecdo do programa de docagem molecular. Os métodos
disponiveis sdo baseados em conceitos que diferem
ligeiramente entre si, fazendo com que um programa
em particular seja mais adequado para um determinado
projeto. E estimado que existam aproximadamente 30
programas de docagem molecular disponiveis,*’ entre os
quais destacam-se 0 DOCK,*® Gold,* FlexX,* Glide,?"-*?
Autodock,*® e Surflex-Dock.>*

O processo de docagem molecular pode ser dividido
em duas etapas principais: (i) modelagem do modo de
ligagdo (predigdo da conformacao bioativa) e (ii) predigdo
da afinidade do ligante pelo sitio. A predicdo do modo de
ligacdo de moléculas no sitio de interacdo de receptores-
alvos ¢ considerada a etapa mais simples e robusta do
processo.* Para realizar essa primeira etapa, os programas
utilizam diferentes métodos de amostragem que atribuem
flexibilidade a molécula do ligante. Os métodos de

amostragem podem ser classificados em trés categorias
principais: (i) Métodos Sistematicos (e.g., Construgio
Incremental, Amostragem Conformacional); (ii) Métodos
Aleatorios ou Estocasticos (e.g., Método de Monte Carlo,
Algoritmo Genético); e (iii) Métodos de Simulagao (e.g.,
Dindmica Molecular e Minimizagdo de Energia). A etapa
de predigdo da afinidade do ligante pelo sitio de ligagdo ¢
realizada baseada em fun¢des de pontuagdo desenvolvidas
para avaliar e classificar o modo de interagdo proposto na
etapa anterior. As fun¢des de pontuacao utilizadas podem
ser agrupadas em trés categorias basicas:*® (i) Campos
de Forga, geralmente baseados em métodos de mecénica
molecular, quantificam a energia proveniente das
interagdes entre o ligante e receptor e a energia interna
do ligante (e.g., G-score e D-score, implementados no
pacote de programas SYBYL;*® Amber,”’ implementado
no programa AUTODOCK;* GOLDscore implementado
no programa GOLD);* (ii) Empiricas, sdo fungdes
basecadas no ajuste tedrico de dados experimentais
através do emprego de equagdes (e.g., regressdo linear)
(e.g., LigScore,*® PLP,*® LUDI,*® F-Score,*® ChemScore
e X-score®); (iii) Fun¢des Baseadas no Conhecimento,
que utilizam dados estatisticos dos potenciais de pares
atdmicos de interagao, os quais sdo derivados de conjuntos
de dados proveniente de complexos cristalograficos entre
proteinas e ligantes (e.g., PMF® e DrugScore®).

Sitio de ligacdo da
macromolécula

macromolécula

Modelo de
interacio

micromolécula

Figura 3: Etapas envolvidas no processo de docagem molecular.
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No processo de reconhecimento molecular, a energia
livre de ligacdo (Energia livre de Gibbs) é determinada
pela combinagdo das contribuigdes entalpicas e
entropicas.”® Esse conceito ¢ implementado nas fungdes
de pontuacdo de maneira aproximada, uma vez que o
componente entalpico estd razoavelmente caracterizado
e descrito, entretanto, as contribui¢des entropicas sao
dificeis de descrever, pois ainda ndo sdo totalmente
compreendidas e dependem de um nimero significativo
de fatores, como, por exemplo, a area de superficie
hidrofébica, a liberagdo de moléculas de agua ligadas
a cavidade de ligagdo (dessolvatagdo) e a imobiliza¢do
das ligacGes rotacionaveis na molécula do ligante.
Portanto, as fung¢des de pontuagdo implementadas
nos programas de docagem molecular sdo fungdes
simplificadas e aproximadas. Entretanto, apesar de
explicarem parcialmente o processo de interacao ligante-
macromolécula, sdo uteis nos processos de descoberta de
novos compostos com atividade bioldgica.

PLANEJAMENTO BASEADO NA ESTRUTURA
DO LIGANTE

Os métodos de LBDD, muito empregados na
identificagdo de novas moléculas bioativas e na
otimizacdo de compostos lideres, ndo exigem informagao
sobre a topologia do alvo molecular.®’%> As principais
estratégias de LBDD sdo baseadas na analise comparativa
de moléculas bioativas e podem ser classificadas em
quatro categorias principais: (i) Buscas por Similaridade,
que utilizam principalmente métodos de impressdo
digital molecular (do inglés, molecular fingerprint)
para identificar e classificar compostos como similares
ou diferentes de um ligante bioativo.®® Esses métodos
sd0 baseados no principio das propriedades similares,
ou seja, moléculas estruturalmente relacionadas podem
apresentar atividade bioldgica similar; (ii) Farmacoforos,
comumente definidos como um arranjo tridimensional
de propriedades moleculares que determinam um
conjunto minimo de condi¢des necessarias para o
reconhecimento molecular. Esses métodos envolvem a
identificagdo de padrdes farmacoféricos comuns entre
conjuntos de moléculas bioativas e a utilizagdo deste
padrao (modelo farmacoforico) para buscas de novas
moléculas que satisfagdo os requisitos impostos pelo
modelo;* (iii) Inteligéncia Artificial, técnica que se
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baseia em regras classificatorias derivadas a partir de
um conjunto de moléculas ativas e inativas utilizado
para construir e treinar modelos computacionais com a
aplicacdo de técnicas de aprendizado de mdquina (do
inglés, machine learning). Posteriormente, o modelo
desenvolvido ¢ aplicado para a identificacdo e selegdo
de novos compostos com atividade bioldogica; (iv)
Métodos de QSAR, que buscam identificar e quantificar
as relacdes predominantes entre a estrutura quimica
e atividade biologica de um conjunto treinamento de
moléculas quimicamente relacionadas através do uso
de descritores moleculares especializados.** Os métodos
de QSAR (e.g., QSAR 2D, QSAR 3D) representam
uma das estratégias de LBDD mais empregadas e
tém como objetivo o planejamento de moléculas com
propriedades superiores em relagdo aquelas apresentadas
pelo conjunto de dados que deu origem ao processo de
modelagem. Para o estabelecimento de estudos com
alto padrdo de qualidade, as moléculas do conjunto
treinamento precisam ser quimicamente relacionadas
(ocupar o mesmo espago quimico), exercer seus efeitos
em um mesmo alvo terapéutico, atuando na mesma
cavidade de ligag@o e através do mesmo mecanismo de
acd0.°%7 A propriedade alvo, geralmente poténcia ou
afinidade, deve ser padronizada e validada para ser util no
desenvolvimento de modelos quantitativos. Propriedades
moleculares (e.g., campos moleculares estereoquimico,
eletrostatico, hidrofobico) sdo calculadas e empregadas
como descritores. Métodos estatisticos como a regressao
por minimos quadrados parciais (PLS, do inglés, partial
least squares) ou a regressdo linear multivariada
(MLR, do inglés, multiple linear regression) sao usados
para produzir uma relagdo (equacdo) que descreve as
variagdes na propriedade alvo em funcao dos descritores
moleculares. O processo ciclico de formulagdo de
QSAR, predi¢do da propriedade alvo, sintese e ensaios
bioldgicos, prossegue até que novas moléculas candidatas
a NCEs sejam selecionadas com elevado potencial de
desenvolvimento clinico.

Os métodos de QSAR sdo muito explorados em
conjunto com métodos de SBDD quando estruturas 3D
dos alvos macromoleculares eleitos sdo disponiveis.'
Nesse contexto se destacam os métodos de (i) andlise
comparativa de campos moleculares (CoMFA, do inglés,
comparative molecular field analysis),®® e (ii) andlise



comparativa dos indices de similaridade molecular
(CoMSIA, do inglés, comparative molecular similarity
indices analysis), que se baseiam na premissa de que a
atividade bioldgica estd diretamente relacionada com
as interagdes do tipo farmaco-receptor, ou seja, as
moléculas bioativas geralmente produzem seus efeitos
através de interagdes (e.g., de natureza nao-covalente)
estereoquimicas, eletrostaticas, hidrofobicas e ligagdo
de hidrogénio com o alvo macromolecular. Como essas
interacdes apresentam cardter tridimensional, estes
métodos consideram as moléculas em trés dimensdes,
utilizando campos moleculares de intera¢do (MIFs, do
inglés, molecular interaction fields) como descritores
moleculares.

MODELAGEM MOLECULARE O
PLANEJAMENTO DE INIBIDORES DE
PROTEINAS QUINASES

As proteinas quinases s@o conhecidas por regular a
grande maioria das vias celulares. O genoma humano
contém, aproximadamente, 500 genes para proteinas
quinases, 0s quais representam aproximadamente 2% de
todos os genes de eucariotos.”” A familia das proteinas
quinases compreende duas grandes subfamilias: (i)
proteinas tirosina quinases e (ii) proteinas serina—
treonina quinases. Dentre os membros da subfamilia
de proteinas serina—treonina quinases, encontram-
se as Aurora quinases.”! Os mamiferos expressam
trés tipos de Aurora quinases: A, B e C, cujas fungdes
bioldgicas estdo relacionadas a regulagdo da mitose. A
expressdo e atividade quinase das proteinas Aurora A
e B sdo determinadas pelo ciclo celular, de forma que
somente durante a mitose estas proteinas sdo expressas e
apresentam atividade biologica.”” A amplificagdo e super
expressdo do gene Aurora A foi observada em diversas
linhagens de células tumorais (e.g., mama, ovarios,
colon, prostata, neuroblastoma e cervical), sugerindo que
a proteina Aurora A estaria relacionada a transformagao
oncogénica.” Estes resultados levaram a formulagdo
da hipotese de que a inibigdo da atividade quinase das
enzimas Aurora A e B pudesse ser util no tratamento do
cancer.” O desenvolvimento de inibidores de quinases,
como o Imatinib (Gleevec®, da Novartis), Gefitinib
(Iressa®, da AstraZeneca) e Erlotinib (Tarceva®, da
Genentech/OSIP) ilustram o potencial terapéutico dessa

classe de enzimas. Mais recentemente, um potente
inibidor de Aurora A ¢ B que se encontra em testes
clinicos, 0 VX-680 (Vertex Pharmaceutical & Merck),”
foi capaz de suprimir o crescimento de tumores in vivo.

Com o objetivo de descobrir novas moléculas
inibidoras de Aurora quinases, uma cole¢do de cerca
de 250.000 compostos da AstraZeneca foi testada para
se avaliar a capacidade de inibigdo da enzima Aurora
A quinase.” Dentre os compostos testados, a anilino-
quinazolina (composto 1, Tabela 2) foi identificada
como sendo uma molécula bioativa, passando para os
estagios seguintes de desenvolvimento.” Esse composto
apresentou excelentes niveis de inibi¢ao da Aurora A
(IC,,=393 nM).

Tabela 2: SAR dos inibidores de Aurora A derivados quinazolina.

Yo NHCOPh
XNy
e I
NHCOPh S
@ HN)\ X
HN MeO ™y
MeO, )
"‘)” "0 N
MeQ N U\)
1 2-4
Composto X Y IC5y (nM) Log D
1 393 37
2 C C 110 35
3 C N 3 2,7
4 N C 629 -

Estudos de SAR envolvendo o grupo quinazolina
resultaram na descoberta do composto 2 (IC,, = 0,11
uM), onde o substituinte metoxila da posicdo C7 do
anel quinazolina foi substituido por 3-(1-morfolino)
propoxila, sendo este composto, aproximadamente,
quatro vezes mais potente que o composto 1. A avaliagdo
do composto 2 contra a Aurora B demonstrou que este
possui boa poténcia inibitéria (IC,, = 0,13 uM), ao
passo que o mesmo efeito ndo foi observado para outras
quinases. Estes resultados sugeriram que os derivados de
quinazolina sdo inibidores potentes e seletivos da Aurora
quinase A. Apesar de potente e seletivo, o composto 2 ndo
apresentava caracteristicas farmacocinéticas adequadas
para um novo farmaco, possuindo alta lipofilicidade,
baixa solubilidade em agua ¢ alta extensdo de ligacdo as
proteinas plasmaticas. Diante disso, procurou-se diminuir
o valor de log D (coeficiente de parti¢do octanol/solugdo
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tamponada pH 7,4) através da substitui¢do do grupo
anilina por um heterociclico como a pirimidina. Estratégia
semelhante foi utilizada anteriormente para aumentar a
solubilidade e polaridade do agente antifingico tioconazol
(Tralen®, da Pfizer), administrado por via topica. A
introdugo de um substituinte polar (OH) e a substituigdo
dos anéis heterociclicos (imidazol e tiofeno) por sistemas
mais polares (dois anéis triazol), levou a obtengdo do
farmaco fluconazol (Zoltec®, da Pfizer), administrado
por via oral, que apresenta maior solubilidade e atividade
contra as infec¢Oes sistémicas.”’

O derivado 5-pirimidina (composto 3, Tabela 2)
apresentou menor lipofilia (log D = 2,7) e aumento
da fra¢do livre no plasma (4,5% livre), apesar da
solubilidade em solugdo aquosa continuar baixa. Além
disso, a modificacdo estrutural que levou a obtenc¢do do
composto 3 teve como reflexo o aumento da poténcia
inibitoria (IC,, = 3,0 nM, Tabela 2). O isdmero estrutural
2-pirimidina (composto 4) também foi sintetizado e
avaliado frente a enzima Aurora A. Curiosamente,
mostrou-se aproximadamente 200 vezes menos ativo

que o isdmero S-pirimidina. Diante deste resultado, os
pesquisadores da AstraZeneca utilizaram métodos de
SBDD (cristalografia de proteinas e docagem molecular)
para identificar os fatores moleculares determinantes
relacionados com este dado biologico. A analise do modo
de interag@o do derivado 5-pirimidina no sitio catalitico
da enzima sugeria que este isdmero ¢ mais potente que o
isdmero 2-pirimidina devido a sua capacidade de formar
ligagdes de hidrogénio adicionais com residuos do sitio
ativo (Figura 4). De acordo com este modo de interacao,
o isomero 2-pirimidina presente (composto 4) ndo seria
capaz de realizar essas interagdes (Figura 4), oferecendo
assim uma explicagdo para a menor atividade inibitdria
deste derivado. Posteriormente, foi obtido um complexo
cristalografico entre o dominio catalitico da Aurora A e
derivado de quinazolinico 5-pirimidina (cédigo PDB,
2C6E), que revelou o modo de ligagdo do composto
e comprovou os dados de modelagem molecular.

Utilizando a estrutura de 3 como composto lider,
foram investigados os efeitos no padrio de substitui¢do
do anel fenila do gupo benzamida.” Os resultados

I HYN @TH ) 2-pirimidina
¢ NI\;L difel’enga 0 m IC50 =629 ]J.M
NH "
5-pirimidina . OH, N o
ICso=3uM | ~200x K
N 0/\/\N/\I N O/V\N/\I
4 k/o /4 k/c-
< y .
Lys161

%

TN 87
Asp273 ¥

Asp273\'

Figura 4. Painel esquerdo: Estrutura molecular e modelo de interagdo do isdmero mais potente 5-pirimidina e os residuos do sitio ativo da Aurora A. Painel
direito. Estrutura molecular e modelo de interagio do isdbmero menos ativo 2-pirimidina e os residuos do sitio ativo da Aurora A. As moléculas dos inibidores e dos
residuos do sitio de ligagdo estdo representadas em modelos bastdo, a molécula de agua esta representada em modelo de esfera e as ligagdes de hidrogénio estao
representadas como linhas tracejadas. O isdmero S-pirimidina estabelece duas ligagdes de hidrogénio adicionais quando comparado com o isdmero 2-pirimidina: i)
entre 0 N3 do anel pirimidina com uma molécula de agua, a qual esté interagindo com o NH da cadeia principal do Asp273, ii) entre o N5 do anel pirimidina com

0 Nz da cadeia lateral da Lys161.
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indicavam uma preferéncia por substituintes pequenos ¢
lipofilicos, por exemplo, os andlogos 3-cloro e 3-cloro-
4-flior (compostos 5 e 6, Tabela 3). Estes compostos
apresentaram elevada poténcia in vitro contra a Aurora
A, bem como promissora atividade celular (80 e 20 nM,
respectivamente). A introdug@o de substituintes maiores
(compostos 7 e 8) foi desfavoravel, enquanto que a
introdugdo do substituinte sulfonilamina (composto 9)
resultou numa diminuicdo de 1.000 vezes na poténcia
bioldgica quando comparada com o composto 3 (Tabela
3). A substituicdo do anel fenila por um substituinte
heterociclico (4-piridil, composto 10) ou alquilico
(n-butila, composto 11) levou a moléculas com maior
solubilidade em agua, entretanto, com poténcia reduzida.
Apesar de melhorar a poténcia, a introduc¢ao de halogénios
no anel fenila resultou num aumento da lipofilia, fato que
determinou uma reducgdo na solubilidade e uma maior
ligagdo as proteinas plasmaticas desses compostos.

Estudos de modelagem molecular indicaram que o grupo
morfolino do C7 da quinazolina estaria posicionado
numa regido acessivel ao solvente. O refinamento

HyCO

ICso uny = 0,8 NM
ICﬁD cel = 24 nM
Solubilidade = 3.600 uM

Tabela 3: SAR dos inibidores de Aurora A, substitui¢gdes no anel

benzamida.

N NHCOX
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~_. N
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MeO
~N
7z
l/'\N /\/\O N )
0\)
Composto X ICsy (nM)
5 3-clorofenila <0,10
6 3-cloro-4-fluorfenila 0,15
7 3-bromo-4-metilfenila 70
8 4-etilfenila 85
9 (4-dipropilaminosulfonil)fenila 3.900
10 4-piridil 690
11 n-butila 17
H
N
SR
HN 2
N ICs enz = 110 NM
) IC5q ces = 1250 NM

Solubilidade = 2,5 uM

N
°' £

HiCO N
N N)
SANAS
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ICsce = 128 M

Solubilidade = 1.500 uM

Figura 5: Composto lider (2) e candidatos a farmacos na terapia do cancer (12 e 13).
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posterior do modelo sugeriu a introducdo de grupos que
pudessem causar um amento da solubilidade. Baseado
neste modelo, a substituicdo do grupo morfolino por
piperidino foi capaz de aumentar significativamente
a solubilidade e agua (composto 12). Embora altere
a poténcia inibitoria dessa molécula contra a Aurora A
nos ensaios enzimatico (IC,; = 0,8 nM) e celular (IC,;
= 24 nM) quando comparada aos demais analogos,
essa modificagdo molecular resultou em uma poténcia
aceitavel, tornando o composto 12 (Figura 5) candidato
a farmaco na terapia do cancer. Diante desse resultado,
os pesquisadores da AstraZeneca ainda retiraram o
substituinte cloro do anel fenila e adicionaram um grupo
hidroxila na cadeia alifatica entre o C7 da quinazolina e
o grupo piperidino (composto 13, Figura 5). O composto
13 apresentou boa solubilidade em agua e poténcia nos
ensaios enzimatico e celular (IC,; = 5 nM e 128 nM,
respectivamente). Atualmente, o composto 13 encontra-
se em fase clinica de desenvolvimento.”

Conclusao

Os métodos computacionais de modelagem molecular
de farmacos desempenham papel extremamente
importante em quimica medicinal moderna e no
processo de planejamento de farmacos, tanto na
indlstria quanto na academia. A criagdo de modelos
de intera¢do intermolecular ¢ de QSAR permite a
identificacdo de caracteristicas quimicas e estruturais
essenciais no processo de reconhecimento molecular.
Essas informagdes, aliadas ao conhecimento em quimica
medicinal e quimica sintética, sdo fundamentais na
geracdo de novas classes de candidatos a farmacos com
propriedades farmacodinamicas e/ou farmacocinéticas
otimizadas.
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