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Introducao

OENCAS INFECCIOSAS s30 causadas por micro-organismos patogenicos

(por exemplo, bactérias, virus, fungos e parasitas) que invadem as células

do hospedeiro para a sua reprodugio. Essas doengas representam graves
problemas de satide ptblica que afetam uma fracao significativa da populagao
mundial e, em razdo de seu aspecto socioeconémico, representam um dos prin-
cipais desafios para o século XXI, especialmente nas regioes mais pobres e vulne-
raveis do planeta. De acordo com a Organiza¢io Mundial de Satde (OMS), as
doengas infecciosas sio responsaveis por aproximadamente um ter¢o das causas
de mortalidade no mundo. A relagdo entre essas enfermidades e a baixa renda
das populagoes mais carentes fica evidente ao se constatar que as doengas infec-
ciosas ocupam a primeira posi¢ao entre as principais causas de morte e incapaci-
dade permanente nos paises em desenvolvimento (WHO, 2008).

O processo de descoberta e desenvolvimento de firmacos ¢ complexo,
longo e de alto custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovagoes
cientificas e tecnologicas (Guido et al., 2008a). Os avangos expressivos da qui-
mica ¢ biologia e a melhor compreensao de vias bioquimicas, alvos moleculares
¢ de mecanismos que levam ao aparecimento ¢ desenvolvimento de doengas,
tornaram possivel a descoberta de inovagoes terapéuticas notdveis, proporcio-
nando melhorias significativas na qualidade de vida das diversas populagdes no
mundo.

A quimica medicinal, de reconhecido papel central no processo de P&D
de farmacos, caracteriza-se por seu relevante carater multidisciplinar, abrangen-
do diversas especialidades, tais como quimica organica, bioquimica, farmacolo-
gia, informatica, biologia molecular ¢ estrutural, entre outras. De acordo com
a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (da sigla inglesa Tupac — In-
ternational Union of Pure and Applied Chemistry), a quimica medicinal é uma
disciplina com base em quimica, envolvendo a inven¢ao, a descoberta, o plane-
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jamento, a identificagdo, a prepara¢io e a interpretagdo do mecanismo de a¢io
molecular de compostos biologicamente ativos. Além da descoberta de molécu-
las bioativas, a quimica medicinal também incorpora os estudos do metabolismo
e das relagoes entre a estrutura quimica e atividade (Wermuth, 2003). Assim, fica
claro o estabelecimento de interfaces fundamentais entre as ciéncias quimicas,
biologicas, farmacéuticas, médicas, fisicas ¢ computacionais.

Descoberta e desenvolvimento de novos farmacos

Na aplicagio de estratégias de planejamento de firmacos, os estudos dos
processos evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas biolégicos assu-
mem grande importancia, pois constituem as bases fundamentais para o enten-
dimento de propriedades como poténcia, afinidade e seletividade. Diante desse
complexo paradigma, as ferramentas biotecnolégicas associadas aos métodos de
quimica medicinal ganham papel destacado no desenvolvimento de novas molé-
culas com atividade biolégica.

O processo de descoberta e desenvolvimento de firmacos, conforme ilus-
trado na Figura 1, ¢ dividido em duas grandes fases: (i) descoberta (também
conhecida como pré-clinica ou pesquisa basica) e (ii) desenvolvimento (ou clini-
ca) (Lombardino & Lowe, 2004). Nos estagios iniciais da fase de descoberta, as
pesquisas se concentram geralmente na identificagao e otimizagao de moléculas
pequenas capazes de representar novas entidades quimicas (NCE, do inglés New
Chemical Entities) com potencial de desenvolvimento clinico. A validagao do
alvo molecular selecionado ¢ fundamental por uma série de razoes que envolvem
desde o estabelecimento de sua relevancia no processo fisiopatologico em estu-
do até a caracterizagao do impacto de sua modulagio seletiva no tratamento ou
na cura de doengas ou disfun¢des em humanos.
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Figura 1 — Etapas envolvidas no processo de descoberta e desenvolvimento de firmacos
(ADME - absorgao, distribui¢io, metabolismo e excre¢io; NDA — solicitagio
para um novo fairmaco, do inglés new drug application).

O alvo biolégico selecionado (por exemplo, proteina, DNA ou RNA)
pode ter a sua estrutura tridimensional (3D) conhecida ou ndo, fato que deter-
mina a priorizacao de estratégias de planejamento (Andricopulo et al., 2009).
Os grandes avangos da genomica e protedmica, aliados a evolu¢io das técnicas
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de cristalografia de raios-X e ressonincia magnética nuclear (RMN) proporcio-
nam um aumento significativo no nimero de alvos moleculares com estruturas
3D disponiveis no Banco de Dados de Proteinas (PDB, do inglés Protein Data
Bank).

As moléculas bioativas (ou ligantes, do inglés 4its) podem ser identifica-
das a partir de triagens reais (por exemplo, biolégicas, bioquimicas) ou virtuais
(por exemplo, computacionais) de produtos naturais, compostos sintéticos ou
cole¢des combinatorias, ou ainda mediante planejamento racional. Ressalta-se,
contudo, que, em todos os casos, as propriedades biologicas devem ser deter-
minadas experimentalmente, sendo necessario o desenvolvimento de ensaios
padronizados e validados de alta qualidade. Em geral, nas fases iniciais de pla-
nejamento, sio identificadas moléculas de baixa poténcia ¢ afinidade que devem
ser otimizadas em relagio a uma série de propriedades farmacodinimicas (por
exemplo, poténcia, afinidade, seletividade) e farmacocinéticas (por exemplo, ab-
sor¢ao, metabolismo, biodisponibilidade). Os compostos otimizados s3o sele-
cionados como compostos lideres (do inglés lead compounds) para posterior de-
senvolvimento de NCE candidatas a firmacos (Guido & Andricopulo, 2008).

Com o auxilio de métodos de quimica medicinal, é possivel explorar o
imenso espaco quimico delineando o trabalho de identificagdo, sele¢io e otimi-
zacao de moléculas capazes de interagir com alta afinidade e seletividade com o
alvo molecular selecionado (por exemplo, enzima, receptor), o qual representa
o espago bioldgico. Virias estratégias podem ser empregadas para a investigagao
do espago quimico-biolégico, tais como: a organizagio de bases de dados, a
aplicagao de filtros moleculares, o emprego de triagens biolégicas automatizadas
em alta escala (HTS, do inglés high-throughput screening) ¢ o uso da triagem
virtual (VS, do inglés virtual screening).

O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de comple-
xos do tipo ligante-receptor permite a aplicagdo de estratégias de planejamento
de firmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based
druy design). Em contraste, quando a estrutura do alvo eleito nido ¢ conhecida,
métodos de planejamento de firmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD,
do inglés ligand-based druy design) podem ser utilizados, explorando proprieda-
des e caracteristicas de séries de ligantes bioativos. Em muitos casos, o uso inte-
grado de estratégias de SBDD e LBDD pode gerar informagoes tteis no plane-
jamento de NCE, por meio da sinergia e complementaridade de conhecimentos
entre as estratégias (Guido et al., 2008a; Andricopulo et al., 2009). O gerencia-
mento qualificado da informag¢io é um fator muito importante nos dias atuais,
possibilitando a organizagdo e andlise do vasto volume de dados disponivel.

Biotecnologia e descoberta de farmacos

A revolugdo biotecnoldgica (por exemplo, gendmica, gendmica funcio-
nal, protedmica, metabolomica e citomica) tem fornecido informagoes extrema-
mente Uteis para a descoberta de farmacos. O sufixo “Omica” indica uma série

EsTUDOS AVANCADOS 24 (70), 2010 83



de novas disciplinas e procedimentos que visam a identificagio funcional ¢/
ou estrutural de tecidos, células, padroes de expressio génicos e caracteristicas
metabolicas (Bhogal & Balls, 2008). Essas estratégias encontram uma variedade
de aplica¢des por meio do monitoramento de indicadores celulares ou bioqui-
micos (por exemplo, transcri¢io de um gene especifico ou variagio da expres-
sdo/fun¢iao de uma determinada proteina), desde as etapas de identificagao de
alteragoes fisiologicas e/ou metabdlicas induzidas pelo estado de doenga até a
avaliagdo dos efeitos dos firmacos sobre o organismo humano (Tabela 1). Ape-
sar de promissoras, essas tecnologias apresentam algumas limitag¢oes, incluindo
(1) a necessidade de métodos capazes de interpretar e correlacionar de forma oti-
mizada a imensa quantidade de informagoes geradas e (ii) a aplicagao dos dados
biolégicos de forma racional e efetiva no planejamento de farmacos.

A gendmica funcional (ou transcritoma) visa ao conhecimento completo
do conjunto de transcritos (RNA mensageiros, RNA ribossomicos, RNA trans-
portadores e os microRNA) de um dado organismo, tecido ou linhagem celular.
Os estudos do genoma funcional sio baseados em técnicas de microarranjos ca-
pazes de identificar ¢ determinar os transcritos de RNAm em c¢lulas. As analises
de microarranjos de RNA de interferéncia (RNAi) tém contribuido de forma
significativa para a avaliagdo da fun¢io génica através do silenciamento genético
ou da diminui¢ao da expressao de proteinas (Mousses et al., 2003). Entretanto,
eventos pos-traducionais importantes para a regulagdo e sinalizagdo celular, tais
como fosforila¢ao, glicosilagao, ancoramento em membranas ¢ enovelamento,
sdo raramente detectados através dessa técnica. Os métodos protedmicos (Bla-
ckstock & Weir, 1999) sio alternativas tteis nesses casos €, apesar de serem
menos apropriados para ensaios em alta escala, fornecem dados mais precisos e
detalhados, uma vez que as estratégias envolvidas (por exemplo, espectroscopia
de massa) sio fundamentadas na capacidade de resolucdo e detecgio de protei-
nas especificas isoladas de diversas fontes.

Os estudos em metaboldémica permitem a identificagio de metabélitos de
baixa massa molecular mediante técnicas muito sensiveis como a RMN (Nichol-
son & Lindon, 2008), que necessita de apenas 20 mg de tecido ou fluidos bio-
logicos (Bollard et al., 2005). Além disso, os procedimentos envolvidos podem
ser amplamente aplicados em estudos de avaliagio de propriedades farmacoci-
néticas de candidatos a firmacos, tanto na fase pré-clinica em modelos animais
quanto nos ensaios clinicos em humanos (Figura 2). O uso da Base de Dados
do Metaboloma Humano (do inglés Human Metabolome Database) (Wishart
et al., 2007) auxilia no trabalho de avaliagio do impacto das doengas sobre o
metabolismo de diferentes organismos.

A citémica, caracterizada pelo estudo dos sistemas celulares, baseia-se em
uma premissa menos reducionista que integra os dados da genémica funcional e
metabolomica para elucidar os eventos genéticos e bioquimicos em uma célula
isolada (Valet, 2006). Técnicas anteriormente exclusivas dos estudos celulares,
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tais como a citometria de fluxo, microscopia confocal, bioimagem e fluorescén-
cia, estao sendo aplicadas em P&D de firmacos, pois permitem a aquisi¢ao de
dados em tempo real, evidenciando um cendrio realistico dos fendbmenos biol6-

g1cos.

Tabela 1 — Estratégias ¢ métodos biotecnoldgicos

Estratégia | Amostra Tecnologia Informagéo Vantagens LimitacGes
Gendbmica DNA Sequenciamento | Sequéncia de | Eficiéncia na Geracao
de DNA nucleotideos geracao de excessiva de
dados dados dados
Genbdmica RNA Determinacéo Padrées de Eficiéncia na Extrapolacéo
funcional de transcritos — | hibridizag8o de | geracéo de da transcricédo
RNAmM RNAmM dados do RNAm para
a expressdo de
proteinas
Proted- Proteinas | Espectroscopia Sequen- Dados Baixa eficiéncia
mica de massa, ciamento de gerados em na geragao de
eletroforese aminoacidos, | média-escala; dados, ruido
em gel, chips modificacdes relevantes associado
de proteinas, pos-traducio- |indicacBes para
arranjos de nais, interagbes | a descoberta
anticorpos entre proteinas | de novos alvos
Metabo- | Metabdlitos | Espectroscopia | Moléculas que | Triagem em Misturas
|6mica de massa, RMN, | constituem os |alta escala com complexas,
CLAE metabdlitos significativa |ruido associado,
capacidade de |reprodutibilidade
transferéncia
para estudos
Citbmica Células Imagem digital, Fotons Otimizacao da Dificuldade
fluorecéncia, visualizacéo em obter
imuno- temporal e biomarcadores
histoquimica espacial dos relevantes
efeitos celulares
dos farmacos

Em geral, as diferentes estratégias biotecnologicas discutidas produzem

grandes quantidades de dados que devem ser analisados de forma rapida e efi-
caz. Nesse contexto, os métodos em bioinformatica tém papel fundamental,
possibilitando a organizagdo, o gerenciamento, a visualizac¢ao e interpretagao da
informagao gerada. O objetivo € o estabelecimento de padroes de correlagio en-
tre os diversos eventos bioquimicos e celulares envolvidos no estado de doenga
(ou durante o tratamento com um candidato a firmaco). Da anilise integrada
desses dados, origina-se a interatomica (Cusick et al., 2005), caracterizada pelo
mapeamento das redes de interagdo entre os diversos fendmenos biologicos (por
exemplo, moleculares, bioquimicos, celulares). Um nimero expressivo de da-
dos contendo os mapas de interagao de diversos sistemas biolégicos encontra-se
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disponivel em bases de dados de acesso publico, como: (i) Mapa do Interatoma
de Proteinas Estruturais (PSI-MAP — do inglés Protein Structural Interactome
Map) (Gong et al., 2005); (ii) Base de Dados de Interagao de Proteinas (DIP
— do inglés Database of Interacting Proteins) (Xenarios et al., 2000); (iii) Base
de Dados de Redes de Intera¢io Biomolecular (Bind — do inglés Biomolecular
Interaction Network Database) (Bader et al., 2003); e (iv) Base de Dados de In-
teracio Molecular (Mint — do inglés Molecular INTeraction database) (Zanzoni
etal., 2002).

Farmaco

Clinicos = Clinicos =

m | studos Estudos
E | Fase Il Fase IV

Citdmica

Figura 2 — Integragdo da biotecnologia no processo de P&D de firmacos.

Doengas tropicais negligenciadas

As doengas tropicais negligenciadas (DTN) sdo consequéncias marcantes
do subdesenvolvimento social, retratando com mintcia a situa¢do das regioes
mais pobres ¢ desfavorecidas do planeta (Beyrer et al., 2007). As DTN sdo endé-
micas em vdrias regioes geograficas importantes (Dias et al., 2009), afetando mi-
lhoes de pessoas e determinando altos indices de morbidade e mortalidade. Para
a maioria das DTN prioritarias nos programas especiais da OMS (por exemplo,
maldria, tripanossomiase africana (doenga do sono), tripanossomiase americana
(doenga de Chagas), dengue, lepra, leishmaniose, esquistossomose, oncocerco-
se, entre outras), as opgoes terapéuticas sao insuficientes e apresentam uma série
de problemas, tais como baixa eficicia, elevada toxicidade e a emergéncia de
cepas resistentes (Guido & Oliva, 2009). Esse cendrio ¢ agravado pelo niimero
limitado e pela falta de inovagao nos programas de P&D de firmacos na area de
DTN (Nwaka & Hudson, 2006; Nwaka et al., 2008) Dessa forma, é essencial a
concentragao de esfor¢os globais (governo — academia — industria) para a criagao
¢ manutengdo de programas de P&D para a descoberta de novas alternativas te-
rapéuticas para o controle e tratamento dessas doengas (Guido & Oliva, 2009).

O Programa Especial para Pesquisa ¢ Treinamento em Doengas Tropicais
(TDR, do inglés Special Programme for Research and Training in Tropical Di-
seases) da OMS, o Programa de Medicamentos para Malaria (MMYV, do inglés
Medicines for Malaria Venture) e a Iniciativa de Medicamentos para Doengas
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Negligenciadas (DNDi, do inglés Drugs for Neglected Diseases Initiative) sdo
exemplos de parcerias ptblico-privadas que tém como objetivo criar, estimular e
investir em P&D de firmacos contra uma variedade de DTN (Dias et al., 2009).
Alguns exemplos de firmacos que chegaram ao mercado por meio de parcerias
publico-privadas sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Farmacos contra DTN desenvolvidos através de parcerias publico-privadas

Farmaco Registro |Indicagéo terapéutica| Parcerias publico-privadas
Praziquantel 1976 Esquistossomose Bayer / TDR
Mefloquina 1984 Malaria Hoffman La Roche /
Wrair'/ TDR
Ivermectina 1987 Oncocercose Merck / TDR
Halofantrina 1988 Maléaria Smith Kline Beecham,
Wrair' / TDR
Eflornitina 1991 Doenga do Sono Marion Merrel Dow / TDR
Anfotericina B Liposomal 1994 Leishmaniose NeXstar / TDR
Artemisinina 1997 Maléria Rhone Poulenc Rorer /
Kunming / TDR
Artemisinina-lumefantrina 1999 Maléria Novartis / governo chinés
Artemotila 2000 Maléria Artecef / WRAIR / TDR
Miltefosina 2002 Leishmaniose Zentaris, Indian CMR / TDR
Artesunato-amodiaquina 2007 Maléria Sanofi-Aventis / DNDi
Artesunato-mefloquina 2008 Maléria Farmaguinhos / DNDi

" Instituto Militar de Pesquisa Walter Reed (Wrair, do inglés Walter Reed Army Institute of Re-
search).

Iniciativas nacionais de P&D na area de DTN

Iniciativas de extrema importancia vém sendo executadas com sucesso para
inserir o Brasil em um panorama cada vez mais expressivo no campo da ciéncia
e tecnologia. Trés exemplos sdo apresentados para ilustrar a abrangéncia e a di-
versidade de redes e parcerias que tém proporcionado grandes oportunidades ¢
desafios na area de DTN.

O Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural (CBME) ¢ fruto de cola-
boragoes solidas estabelecidas em projetos de P&D de firmacos que envolvem:
(i) os Laboratérios de Cristalografia de Proteinas e Biologia Estrutural, e de
Quimica Medicinal e Computacional (LQMC) do Instituto de Fisica de S3o
Carlos da Universidade de Sao Paulo (IFSC-USP), (ii) o Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS) de Campinas, ¢ (iii) os Departamentos de Quimi-
ca (DQ), de Genética e Evolugio (DGE) e de Ciéncias Fisiol6gicas (DCF) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). O CBME ¢ um dos dez Centros
de Pesquisa, Inovagio e Difusao (Cepid) apoiados pela Funda¢ao de Amparo a
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Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Fapesp) (CBME, 2010). Entre os principais
objetivos do CBME, destacam-se a realiza¢do de pesquisa basica e aplicada, a
geragao de inovagio cientifica e tecnoldgica, a disseminagio de conhecimento e
difusiao da educa¢ao em todas as dreas da biotecnologia. Para cumprir seus ob-
jetivos, o CBME adotou uma abordagem multidisciplinar integrada, que inclui
a aplicagio de métodos de biologia molecular, bioquimica, quimica organica,
biologia estrutural e quimica medicinal.

Os projetos de pesquisa do CBME possuem como elo comum uma abor-
dagem molecular, explorando sistemas biologicos complexos de grande impor-
tancia para dreas sensiveis de nossa sociedade, como a de firmacos ¢ medica-
mentos, agronegocios ¢ biotecnologia. Um dos grandes objetivos do CBME
¢ alcangar a maxima integragdo com o setor produtivo, particularmente com
indtstrias farmacéuticas nacionais ¢ multinacionais, indastrias biotecnoldgicas,
instituigoes de pesquisa em satide humana, entre outros, para o estabelecimento
de parcerias ¢/ou outras formas de cooperagio na drea de P&D de firmacos.
Em resumo, nos tltimos dez anos, o CBME tem conduzido projetos inovadores
em biotecnologia estrutural e quimica medicinal, incluindo o desenvolvimento
de patentes e transferéncia de tecnologia. A disseminagao da ciéncia e a difusao
do conhecimento, alcangadas por meio de programas dedicados a alunos e pro-
tessores do ensino médio, bem como a populagio em geral, também merecem
especial destaque.

O Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Biotecnologia Estrutural
¢ Quimica Medicinal em Doengas Infecciosas (INBEQMeDI) é outro exemplo
bem-sucedido de iniciativa multidisciplinar integrada com foco no desenvolvi-
mento de candidatos a novos fairmacos empregando alvos moleculares especifi-
cos em micro-organismos associados a doengas infecciosas. O INBEQMeDI foi
criado no programa Institutos Nacionais de Ciéncia ¢ Tecnologia (INCT) do
MCT/CNPq/MS/Fapesp. Esse programa tem metas ambiciosas e abrangen-
tes em termos nacionais como possibilidade de mobilizar e agregar, de forma
articulada, os melhores grupos de pesquisa em dreas de fronteira da ciéncia e
em areas estratégicas para o desenvolvimento sustentavel do pais; impulsionar
a pesquisa cientifica bdsica e fundamental competitiva internacionalmente; esti-
mular o desenvolvimento de pesquisa cientifica e tecnoldgica de ponta associada
a aplica¢des para promover a inovagio e o espirito empreendedor, em estreita
articulagdo com empresas inovadoras, entre outras (INBEQMeDI, 2010a).

O INBEQMeDI é um desdobramento da iniciativa bem-sucedida do “CB-
ME-Cepid-Fapesp” e tem como sede o Instituto de Fisica de Sio Carlos da
USP. Além disso, fazem parte grupos associados do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Sio Carlos (DQ-UFSCar), do Instituto de Biocién-
cias (IB-USP), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB-USP), da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP), além de dois grupos de jovens
pesquisadores da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) e da Uni-
versidade Federal de Vigosa (UFV). As abordagens empregadas sao fundamen-
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tadas em biotecnologia estrutural e quimica medicinal moderna. A estratégia
de a¢io do INBEQMeDI ¢ realizar tanto pesquisa bdsica quanto aplicada, bem
como promover o desenvolvimento tecnoldgico e a disseminagdo da educagio
na area de DTN. Para alcangar esses objetivos, o INBEQMeDI vem promoven-
do uma abordagem multidisciplinar, incluindo a utilizagio de métodos de biolo-
gia molecular, bioquimica, biologia estrutural (cristalografia de proteinas, RMN
multidimensional, modelagem molecular e bioinformatica), quimica medicinal
baseada em produtos de origem natural e sintética, planejamento de firmacos,
imunologia molecular, biologia celular e farmacologia (INBEQMeDI, 2010b).

Como ultimo exemplo, vale destacar que o nosso grupo foi selecionado
pela Organizagio Mundial da Satde (OMS), em seu Programa Especial para
Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais (Special Programme for Rese-
arch and Training in Tropical Diseases — TDR/WHO-Unicef/UNDP/World
Bank — Business Line on Lead Discovery for Infectious Tropical Diseases — New
Medicinal Chemistry Centers to Join Drug Discovery Networks), como Centro
de Referéncia em Quimica Medicinal para Doenga de Chagas. O nosso Centro
da OMS tem como objetivo fundamental avan¢ar no desenvolvimento de can-
didatos a novos firmacos para o tratamento da doenga de Chagas. As atividades
de pesquisa envolvem uma integragio efetiva com laboratérios parceiros da rede
de quimica medicinal da OMS, incluindo grandes empresas farmacéuticas como
a Pfizer, Merck, Chemtura e Pharmacopeia (WHO, 2010).

Alvos moleculares para a descoberta de firmacos

As enzimas sdo alvos bioldgicos extremamente importantes para o plane-
jamento de novos fairmacos, em razao do seu papel essencial em vias bioquimi-
cas associadas a doengas e disfungdes em humanos. Outros atrativos sao a sua
facil obteng¢io, adequagio para ensaios bioldgicos e versatilidade na aplicagao de
técnicas de SBDD e LBDD (Mestres, 2005). Os inibidores enzimaticos do tipo
reversivel sao os candidatos a firmacos mais estudados e podem ser classificados
em competitivos, ndo competitivos e incompetitivos. Existem ainda os inativa-
dores enzimaticos irreversiveis, que atuam especialmente como agentes marca-
dores de afinidade (do inglés affinity labels) ou como inativadores enzimaticos
com base no mecanismo (do inglés mechanism-based inactivators), levando a
modificagoes covalentes da enzima (Copeland, 2005).

De acordo com dados da FDA (sigla inglesa para U.S. Food and Drug Ad-
ministration), aproximadamente 25% das NCE registradas (317 em 1.278 NCE)
tinham como alvo 71 enzimas provenientes de cinco fontes distintas (Figura 3)
(Robertson, 2005).

Exemplos de aplica¢io de métodos de planejamento de farmacos

Um dos grandes desafios da quimica medicinal no processo de planeja-
mento de firmacos ¢ contribuir para o aumento da taxa de sucesso na desco-
berta de NCE. A integracdo de métodos experimentais ¢ computacionais tem
enorme importancia na identificagdo e no desenvolvimento de novas moléculas
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bioativas a partir de cole¢des de compostos reais ou virtuais. Nesse ambito, as
estratégias de SBDD e LBDD assumem natural destaque (Andricopulo et al.,
2009). Os métodos de SBDD se baseiam no conhecimento do arranjo topolégi-
co de alvos biolégicos, logo, utilizam como pré-requisito dados 3D detalhados
da macromolécula em estudo. Essa informagao pode ser obtida mediante a ana-
lise de estruturas cristalogrificas, de RMN ou de modelagem por homologia. A
docagem molecular (do inglés molecular docking) é uma das principais estraté-
gias de SBDD, que consiste na predi¢ao da conformagio bioativa de uma peque-
na molécula (ligante) no sitio de liga¢ao de uma macromolécula (proteina-alvo),
seguido da avaliagdo (pontuagao) e classificacio do modo de ligagdo proposto.
A triagem virtual baseada na estrutura do receptor (SBVS, do inglés structure-
based virtual screening) emprega métodos de docagem molecular na analise de
grandes bases de dados de compostos com o objetivo de caracterizar um espago
quimico-biologico privilegiado e permitir a selegdo de compostos para testes
bioquimicos e/ou biolégicos (Guido et al., 2008a; Andricopulo et al., 2009).

Humana
48

Bactéria
13

Protozoario

Figura 3 — Enzimas como alvos moleculares de firmacos aprovados pelo FDA (Robert-
son, 2005).

O planejamento de firmacos antiparasitarios se baseia, especialmente, na
investigagdo de vias bioquimicas do parasita e, quando apropriado, na com-
paragdao dessas com a do hospedeiro, com o objetivo de identificar possiveis
alvos para modulagdo seletiva por moléculas pequenas (Verlinde et al., 2001).
A aplicagdo de estratégias modernas de quimica medicinal pode ser observada
no exemplo da purina nucleosideo fosforilase de Schistosoma mansoni (SmPND),
uma enzima-chave da via de salvagio de purinas (Postigo et al., 2010). Nesse
trabalho, o sitio ativo da SmPNP foi selecionado como alvo para o desenvolvi-
mento de um modelo farmacoférico 3D, que foi empregado na triagem virtual
de uma grande base de dados, levando a identificacdo de trés derivados tioxo-
tiazolidinonas com atividade % vitro ante a enzima-alvo (Figura 4A). Posterior-
mente, a integrac¢do entre planejamento molecular, sintese organica e avaliagio
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biolégica foi fundamental no processo que resultou na identificacio de uma
série de vinte derivados tioxotiazolidinonas, proporcionando o estabelecimento
de relagdes entre a estrutura e atividade (SAR, do inglés structure-activity rela-
tionships). Vale enfatizar que o processo de otimiza¢do molecular resultou na
descoberta de um composto-lider (figuras 4B ¢ 4C) com poténcia aproximada
vinte vezes superior aos seus precursores.

A) Tioxotiazolidinonas Identificadas na VS | B) Composto-Lider

% Ot O oy

o
IC5>200 pM  ICs=86 M ICso = 198 pM ICs5=9 pM

Figura 4 — (A) Estrutura molecular dos compostos selecionados na VS. (B) Composto-
lider identificado. (C) Modo de ligagio dos inibidores da SmPNP identifi-
cados por meio de estratégias de SBDD. A enzima estd representada pelo
modelo de fitas e o sitio ativo ¢ indicado pela superficie acessivel ao solvente.
O modelo farmacoférico estd indicado por esferas que delimitam as dreas fa-
voraveis para grupos aceptores/doadores de ligagdo de hidrogénio (magen-
ta), grupos doadores de ligagdo de hidrogénio (azul) e grupos hidrofébicos
(laranja). O composto-lider (amarelo) e uma das tioxotiazolidinonas (rosa)
estdo representados como modelos de bastoes.

Além de sua importancia na identifica¢io de novos moduladores (isto é,
ligantes de receptores ou moléculas pequenas com atividade bioldgica), os es-
tudos em quimica medicinal s3o tteis no desenvolvimento de NCE candida-
tas a firmacos. Nesse sentido, destacam-se os métodos de QSAR (do inglés,
quantitative structure-activity velationshisps) que t€ém como objetivos relacionar
a informagao em conjuntos de dados (estrutura quimica e atividade biologica)
e criar modelos estatisticos com capacidade preditiva externa. Assim, s3o ex-
tremamente valiosos no planejamento de moléculas com propriedades (farma-
codinamicas e farmacocinéticas) superiores em relagio aquelas do conjunto de
dados original empregado na modelagem molecular (Salum & Andricopulo,
2009, 2010; Moda et al., 2007). Contudo, deve ser observado que os estudos
de QSAR requerem cuidadosa padroniza¢ao em aspectos cruciais, tais como: (i)
as moléculas do conjunto de dados devem ser quimicamente relacionadas; (ii)
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o parametro biolégico deve ser quantitativo e obtido sob as mesmas condi¢oes
experimentais para todos os membros do conjunto de dados; (iii) todos os com-
postos da série devem atuar em um Unico alvo molecular, na mesma cavidade
de ligagao e por meio do mesmo mecanismo de agao (Farutin et al., 1999); (iv)
o método estatistico deve ser apropriado para o nivel de informagio disponivel,
de modo que o modelo gerado possa fornecer informagoes tteis para o plane-
jamento molecular (Salum & Andricopulo, 2009, 2010). O processo ciclico de
geragao de dados, constru¢ao de modelos de QSAR e predigao de propriedades
evolui para a sintese e avaliagdo bioldgica de novas moléculas, culminando na
descoberta de NCE candidatas a estudos clinicos.

Outra op¢io amplamente explorada, quando estruturas 3D dos alvos ma-
cromoleculares sao disponiveis, ¢ a integragao dos métodos de QSAR e de SBDD.
Por exemplo, uma vez que as caracteristicas quimicas e estruturais associadas a
propriedade biologica sejam identificadas na modelagem de QSAR, essas podem
ser comparadas com as informag¢oes obtidas da topologia 3D do receptor em
questdo. Nisso reside a esséncia complementar dos métodos ¢ a sua importincia
como estratégia de planejamento de fairmacos (Trossini et al., 2009).

A integra¢io dos métodos de QSAR e SBDD pode ser verificada nos es-
tudos realizados com uma série de inibidores da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), um alvo molecular atrativo para o desenvolvimento
de fairmacos para o tratamento de tripanossomiases (Guido et al., 2008b). O
conjunto de dados utilizado na gera¢ao dos modelos de QSAR 3D preditivos
era constituido de 70 derivados de adenosina (Figura 5A), que foram planeja-
dos com base nas diferengas estruturais significativas entre os sitios ativos das
enzimas do parasita Leishmania mexicana ¢ do seu homologo humano. As pro-
priedades moleculares foram quantitativamente relacionadas a poténcia inibi-
toria, empregando os métodos de andlise comparativa dos campos moleculares
(CoMFA, do inglés comparative molecular field analysis) (Cramer et al., 1988)
e andlise comparativa dos indices de similaridades moleculares (CoMSIA, do
inglés comparative molecular similarity indices analysis) (Klebe et al., 1994).
Esses métodos consideram que a atividade bioldgica das moléculas de um con-
junto de dados estd diretamente relacionada com as interagoes intermolecula-
res predominantes no processo de reconhecimento molecular e afinidade de
ligagao, ou seja, as interagdes estéreo-eletronicas (nao covalentes) envolvidas
na formagdo de complexos do tipo firmaco-receptor. Em razao do seu carater
3D, campos moleculares de intera¢io (MIFs, do inglés molecular interaction
fields) sio usados como descritores. Outra caracteristica marcante ¢ o estudo
das conformagoes bioativas e o alinhamento estrutural 3D (orienta¢do no es-
pago cartesiano) das moléculas do conjunto de dados. Para isso, foi utilizado
neste trabalho o método de docagem molecular para obtengio do alinhamento
molecular dos inibidores no sitio de ligacao da enzima LmGAPDH (Figura
5B). Modelos CoOMFA e CoMSIA com elevada consisténcia interna (correlag¢ao)
¢ externa (predi¢ao) foram gerados, indicando sua utilidade no planejamento
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de novos inibidores mais potentes e seletivos (Figura 5C). Uma caracteristica
adicional dos métodos de QSAR 3D ¢ a de proporcionar a visualizagao de re-
gides no espago que possam estar diretamente relacionadas com a propriedade
biologica (Figura 5D). A analise detalhada dos mapas de contorno possibilitou
a elucidagao das bases estruturais envolvidas no processo de reconhecimento
molecular, bem como na poténcia e seletividade dos inibidores investigados.
Evidenciam-se, assim, a natureza complementar e a sinergia entre os métodos
de QSAR e SBDD.

A) Derivados de Adenosina B) Alinhamento 3D das Moléculas do
Inibidores da LmGAPDH Conjunto de Dados

s 3, 45 55
Vabores Exparimentais de piCs,

65

Figura 5 — (A) Estrutura geral da série de inibidores da LmGAPDH, derivados de adeno-
sina. (B) Alinhamento estrutural dos 70 inibidores empregados na modela-
gem de QSAR. Os compostos estio representados como modelos de bastoes
no sitio ativo da LmGAPDH, indicado pela superficie acessivel ao solvente.
(C) Geragdo de modelos CoMFA com elevada consisténcia interna e externa.
(D) Mapas de contorno das principais caracteristicas estéreo-eletronicas do
conjunto de dados. O inibidor mais potente (azul-claro) e o menos potente
(laranja) sio mostrados na cavidade de liga¢do de liga¢io da proteina. Mapas
de contornos (i) estéreo: favoravel em verde, desfavoravel em amarelo; e (ii)
eletrostatico: favoravel em azul, desfavoravel em vermelho.

Outro exemplo interessante da integragio de métodos experimentais ¢
computacionais, em particular, da cinética enzimatica ¢ modelagem molecular,
pode ser apreciado no estudo de uma série de chalconas com atividade ante a
proteina tirosina fosfatase A de Mycobacterium tuberculosis (MtPtpA) (Figura
6A), uma biomolécula que desempenha fungao central nos processos de sina-
liza¢do e invasdo celular em micobactérias (Mascarello et al., 2010). Nesse tra-
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balho, parametros quantitativos como poténcia (IC, , concentragao de inibidor
requerida para reduzir em 50% a atividade enzimitica) e afinidade (K, constante
de inibi¢io) foram determinados experimentalmente, bem como a elucida¢ao
do mecanismo de a¢do. Resumidamente, os estudos de cinética enzimatica in-
dicaram um mecanismo reversivel do tipo competitivo para as chalconas, com
valores de K na faixa do baixo micromolar (Figura 6B). Com base nessas in-
formagoes, estudos de modelagem molecular foram conduzidos para avaliar o
modo de intera¢do dos inibidores ante a enzima alvo e identificar as bases es-
truturais responsaveis pelo processo de reconhecimento molecular. Os mode-
los indicaram o papel fundamental de liga¢oes de hidrogénio e intera¢oes de
elétrons-w entre funcionalidades quimicas dos ligantes (substituintes do grupo
fenila e o sistema aromatico naftila) e dos residuos de aminoacido do sitio ativo
da MtPtpA (Thrl2, Argl7, His49 e Trp48, Figura 6C). Posteriormente, estudos
in vitro ¢ in vivo evidenciaram tanto a baixa toxicidade das chalconas sintéticas
quanto a sua capacidade de inviabilizar a sobrevivéncia e proliferagio intracelular
de micobactérias, sugerindo o potencial dessa classe para o desenvolvimento de
candidatos a novos firmacos para o tratamento da tuberculose.

A) Chalconas como Inibidores da MfPtpA

B) Mecanismo de Inibi¢iio C) Modo de Interaciio
. f ™
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Figura 6 — (A) Série de chalconas com potente inibi¢io contra a MtPtpA. (B) Grifico
de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para o mecanismo de inibi¢io com-
petitivo. (C) Modelagem molecular e estudos do modo de interagao dos
inibidores. O sitio ativo da M#PtpA estd indicado pela superficie acessivel ao
solvente, os inibidores como modelos de bastoes e as liga¢oes de hidrogénio
como linhas pontilhadas.

Conclusao
Os avangos cientificos e tecnologicos nas interfaces entre a quimica e bio-
logia tém proporcionado oportunidades ¢ desafios notaveis na drea de P&D de
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farmacos, com amplo destaque para dois componentes fundamentais: inovagio
¢ integracdo, que traduzem muito bem o papel central da quimica medicinal
moderna. A area de P&D de firmacos vem crescendo de forma acentuada no
Brasil. Essa tendéncia deve ser ampliada cada vez mais, mediante investimentos
em infraestrutura, qualifica¢io de pessoal e em pesquisa, incentivando um de-
senvolvimento regional mais equilibrado e a consolidag¢ao de parcerias entre uni-
versidade, governo e industria. Olhar para o futuro requer uma visao estratégica
numa perspectiva de continuidade. Sao fundamentais criatividade e ousadia para
perceber e antecipar novas oportunidades. O compromisso comum ¢ integrar
acoes, participar e contribuir da melhor maneira possivel para o avan¢o do co-
nhecimento cientifico ¢ do dominio tecnolégico. E essencial somar esforgos de
forma organizada, articular estratégias de captagao de recursos financeiros, ma-
teriais ¢ humanos, consolidar ideias e encontrar novas solugdes para que possa-
mos evoluir, nas préoximas décadas, de uma nagdo emergente para uma poténcia
mundial na area de farmacos ¢ medicamentos.
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REsumo — Estratégias modernas de planejamento de fairmacos se fundamentam no co-
nhecimento da fisiopatologia das doengas, no estudo de vias bioquimicas ¢ na sele¢io de
alvos moleculares. As ferramentas biotecnol6gicas modernas tém fornecido informagdes
valiosas para a descoberta e o desenvolvimento de novos firmacos. A quimica medicinal
possui papel central em virios processos que visam a identifica¢io de substancias bioa-
tivas ¢ ao desenvolvimento de compostos-lideres com propriedades farmacodindmicas
e farmacocinéticas otimizadas. O presente artigo apresenta uma abordagem de alguns
aspectos fundamentais da biotecnologia e da quimica medicinal como ferramentas tteis
para o planejamento de candidatos a novos firmacos para a terapia de doengas infeccio-
sas.

PALAVRAS-CHAVE: Planejamento de firmacos, Quimica medicinal, Doengas infecciosas,
Modelagem molecular, Enzimas, inibidores.

ABSTRACT— Current drug design strategies are based on the understanding of the physio-
pathology of diseases, biochemical pathways and selection of molecular targets. Modern
biotechnological tools have provided valuable information to facilitate the discovery of
new drug candidates. Medicinal chemistry has a vital role in a variety of processes aimed
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at the identification of bioactive substances and the development of lead-compounds
with optimized pharmacodynamic and pharmacokinetic properties. The present paper
presents some fundamental aspects of biotechnology and medicinal chemistry as usetul
tools in the design of new chemical entities for the therapy of infectious diseases.

KeYworps: Drug design, Medicinal chemistry, Infectious diseases, Molecular modeling,
Enzymes, Inhibitors.
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