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APRESENTACAO

Ha exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000,
um dos anuncios mais esperados nos ultimos tempos pela comunidade cientifica era
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como
denominaram traria novas expectativas quanto a doencas incuraveis, desafios éticos,
novas propostas tecnolbgicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade
muito maior ao conceito de genética para a populagao.

Desde entdo uma revolucdo molecular péde ser observada, novos conceitos
adentraram as salas de aula, novos equipamentos evoluiram os laboratérios de
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real”
as descobertas no campo ambiental, microbioldgico, industrial e da saude. Podemos
dizer também que a genética chegou como nunca as mesas das familias, deixando de
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos basicos da
genética” torna-se relevante ndo apenas por abordar assuntos relativos a comunidade
académica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de areas que hoje utilizam
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estdo diretamente
relacionados ao dia-a-dia da populagao.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos
largos e rapidos no sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto €
relevante destacar que investimentos e esforcos nessa area contribuem grandemente
com o desenvolvimento de uma nacgéo. A genética como sabemos possui um campo
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 0s
avancos cientificos e tecnolégicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na area, ja que a
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessiveis e novas descobertas sao
possiveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada a resultados
promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento seja
difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.
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CAPITULO 20
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RESUMO: E crescente a necessidade do
desenvolvimento de farmacos mais seguros,
eficazes e com menos efeitos colaterais.
Um dos caminhos pelos quais as células se
ajustam a mudancas ambientais é através
da alteracdo do padrdo de expressdo das
proteinas. Assim, técnicas protedmicas estao
sendo aplicadas com o objetivo de obter uma
visdo integrada da biologia e de extrair alvos
adequados para a descoberta de drogas.
A descoberta ou sintese de uma molécula

Conceitos Basicos da Genética

BIOATIVAS E SEUS ALVOS

com potencial ativo e a sua correlagdo com
o alvo biolégico apropriado constitui o inicio
do processo de pesquisa e desenvolvimento
racional de farmacos. Neste intuito a mais nova
area cientifica, quimioprote6mica, que visa
estudar sistematicamente o efeito bioldgico
de uma grande variedade de ligantes em uma
ampla gama de alvos macromoleculares, utiliza
ferramentas biotecnoldégicas como analises
protedbmicas globais e analises direcionadas
baseadas na afinidade ou na atividade para
identificacéo de novas proteinas e a descoberta
de novos alvos terapéuticos. Estas tecnologias
exploram a afinidade entre uma molécula
organica e a sua proteina putativa alvo,
assumindo que a interacdo € um pré-requisito
para os efeitos funcionais. Esta revisao discutira
as principais abordagens metodologicas
utilizadas para a pesquisa por potenciais alvos
e escaneamento de novas moléculas bioativas.
PALAVRAS-CHAVE: Quimioproteémica, alvos

moleculares, farmacos

ABSTRACT: There is a growing need for the
development of drug more safer, effective and
with fewer side effects. One of the ways in
which cells adjust to environmental changes is
by changing the expression pattern of proteins.
Thus, proteomic techniques are being applied
with the aim of obtaining an integrated view of
biology and extracting suitable targets for drug
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discovery. The discovery or synthesis of amolecule with active potential and its correlation
with the appropriate biological target is the beginning of the rational drug research and
development process. In this sense, the newest scientific area, chemoprotective, which
aims to systematically study the biological effect of a wide variety of ligands on a wide
range of macromolecular targets, uses biotechnological tools such as global proteomic
analyzes and directed analysis based on affinity or activity for identification of new
proteins and the discovery of new therapeutic targets. These technologies exploit the
affinity between an organic molecule and its target putative protein, assuming that
interaction is a prerequisite for functional effects. This review will discuss the main
methodological approaches used for the search for potential targets and the scanning
of new bioactive molecules.

KEYWORDS: Chemoproteomic, molecular targets, drugs.

11 INTRODUCAO

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é um processo que se inicia
com a identificacdo de substancias com propriedades bioativas e a sua correlagao com
o alvo biolégico. Essa etapa da pesquisa basica € extremamente importante, ja que os
dados de eficacia e seguranca sao determinados. Considerando os resultados obtidos
na fase inicial, novos parametros sao avaliados até que um composto seja aprovado
como medicamento pelas agéncias fiscalizadoras (Ferreira et al. 2009, Guido et al.
2010).

Estima-se que sejam necessarios 12 anos para que 0 processo de pesquisa
e desenvolvimento de farmacos seja concluido. Os altos investimentos na area de
pesquisa e desenvolvimento (P&D) contrastam com o nUmero de novos medicamentos
gue tém chegado ao mercado nos ultimos anos. De acordo com Calixto & Siqueira
2008, de cada 30.000 moléculas sintetizadas, 20.000 (66,7%) entram na fase de
estudos pré-clinicos, 200 (0,67%) entram na fase | dos estudos clinicos, 40 (0,13%)
passam para a fase Il, 12 (0,04%) entram na fase lll e somente nove (0,027%) sao
aprovadas pelos 6érgéos regulatérios. Dos medicamentos aprovados, apenas 1
(0,003%) € incluido nos protocolos terapéuticos. Este complexo panorama tem forcado
a adocgao de novas estratégias com o objetivo de aumentar a eficiéncia do processo
de Pesquisa e desenvolvimento de farmacos, tendo como alicerces as inovacoes
cientificas e tecnologicas.

Coerente com a sua amplitude, a ciéncia farmacéutica continua a sustentar-se da
investigacéo e inovacdo de muitos campos tecnoldgicos, especialmente em relacao
a identificacao de alvos, estudo de sistemas bioldgicos in vitro, predi¢cao in silico da
farmacocinética, farmacodinamica e toxicologia (Kalgutkar & Dalvie 2015). A revolugdo
biotecnoldgica, especialmente com os avancos da biologia molecular, introduziu um
grande numero de tecnologias emergentes que tém sido aplicadas em projetos de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos visando a identificacéo funcional e estrutural
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de tecidos, células, padrdes de expresséo génica e caracteristicas metabdlicas, o que
tem proporcionando o aumento da compreensao e a predicdo do comportamento de
farmacos em sistemas biologicos (Matthews et al. 2016).

A eleicdo do alvo-terapéutico é uma etapa critica no planejamento e
desenvolvimento de farmacos. As interacbes entre o farmaco e os componentes
celulares devem ser amplamente caracterizadas para uma melhor compreensao
das suas atividades, o que depende estreitamente dos conhecimentos bioquimicos
sobre a fisiopatologia da doenca em estudo e seus mecanismos farmacolégicos.
Neste contexto, destacam-se a genémica e a protedmica, que oferecem informacdes
relevantes de novos e atrativos alvos moleculares e sua relagdo com os mais diversos
processos fisiopatoldgicos (Zhu et al. 2015).

Dos estudos na area da genbmica e protedmica emergem estratégias que
podem ser aplicadas no monitoramento de indicadores celulares ou bioquimicos,
desde as etapas de identificagcdo de alteragdes fisiolégicas e metabdlicas induzidas
pelo estado de doenca até a avaliagdo dos efeitos dos farmacos sobre 0 organismo
humano como por exemplo, transcricdo de um gene especifico ou variacdo da
expressao ou fungdo de uma determinada proteina. Além disso, uma investigacao das
principais vias bioquimicas possibilita a identificacdo de proteinas essenciais para o
crescimento e desenvolvimento do micro-organismo alvo. Ja uma anélise comparativa
dos organismos pode levar, preferencialmente, a selecédo de proteinas ausentes no
hospedeiro ou entdo com importantes diferencas estruturais em relagdo as proteinas
que desempenham func&o analoga em humanos, culminando em ligantes seletivos e
minimizando problemas como inespecificidade e toxicidade (Zhang et al. 2014)

Esta revisdo concentrara nas abordagens quimioprotebmicas utilizadas para
a descoberta de alvos de farmacos e rastreamento de compostos com potencial
terapéutico, como cromatografia de afinidade, perfil de proteinas baseado na atividade
e estabilidade, imobilizagao de moléculas usando microarranjo de proteinas e rastreio
virtual.

2| PROTEOMICA E QUIMIOPROTEOMICA

Adisponibilidade das sequéncias genbmicas paradiversos organismos procariotos
e eucariotos tem direcionado a compreensao das bases moleculares da vida em suas
diversas formas. No entanto, o conteudo da informacéao presente genoma é limitado e
nao pode por si sé explicar os processos fisioldgicos e patologicos complexos, que séo,
em geral, controlados por proteinas. Neste cenario novas estratégias para a analise
sistematica dos produtos génicos tém ganhado relevancia e pesquisas estdao sendo
direcionadas para as proteinas, na perspectiva de saber quais s&o e como interagem
entre si (Gomase et al. 2008; Wang et al. 2014).

O termo proteina foi introduzido na linguagem cientifica no ano de 1938,
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pelo quimico sueco Joéns Jacob Berzelius, para descrever um tipo particular de
macromoléculas composto por uma cadeia linear de aminoéacidos, e que eram
abundantes em organismos vivos. Proteinas sdo as biomoléculas mais abundantes
e ocorrem em grande diversidade em um organismo, podendo agir como enzimas,
anticorpos, horménios, componentes estruturais e receptores celulares. Catalisam
uma grande quantidade de reag¢des quimicas, fornecem rigidez estrutural a célula,
controlam o fluxo do material através da membrana, regulam as concentracées dos
metabolitos, atuam como sensores e chaves, produzem movimentos e controlam a
funcé@o genética. Devido a essa diversidade de funcbes, as proteinas exercem um
papel fundamental em quase todos os fenémenos biolégicos, como producdo de
energia, defesaimunoldgica, contracdo muscular, atividade neuroquimica e reproducao
(Nelson & Cox 2002).

A técnica de estudo do perfil de proteinas, a protedmica, surgiu no final de 1970
quando pesquisadores comecgaram a criar as bases de dados de proteinas, usando
naquela época a técnica de eletroforese bidimensional. O termo proteoma foi proposto
por Wilkins e Willians em 1994, como sendo todo o conteudo de proteinas expressas
por um genoma ou, no caso de organismos multicelulares, ao complemento proteico
expresso por um tecido ou células diferenciadas (Parker et al. 2010). O proteoma é
altamente dindmico e dependente do estado da célula. Além disso, a complexidade
do proteoma nao se explica apenas pelo numero de proteinas, mas também, devido
as inumeras possibilidades de interacbes proteina-proteina e modificacbes poés-
traducionais, as quais apresentam um papel importante na funcéo das proteinas.

As abordagens tradicionais da protedmica inicialmente focavam em estratégias
que procuravam decifrar as proteinas que sao diferencialmente expressas em qualquer
condicao de doenca ou ap6s o tratamento com algum medicamento, fornecendo
informacdes sobre a identidade e a abundancia dessas proteinas. Os objetivos,
posteriormente, se diversificaram para a andlise de varios aspectos funcionais
das proteinas, como modificagdes poOs-traducionais, interacdes proteina-proteina,
existéncia de isoformas, atividades e estruturas. Além disso, o campo de atuacao
desta ciéncia estende-se a descoberta de novos farmacos, terapias, diagnosticos,
microbiologia e bioquimica (Lau et al. 2003; Leclerc et al. 2014).

Quanto a aplicacéo da proted6mica na descoberta de farmacos, esta se relaciona
com processo de deconvolugdo do alvo, ou seja, na identificacdo e caracterizacéo
de proteinas ligantes a um farmaco de interesse. Este € um passo crucial no
desenvolvimento de compostos bioativos que permite a definicdo da seletividade do
composto e na deteccao precoce de potenciais efeitos colaterais (Schirle et al. 2012).
A deconvolucéo do alvo pode ser realizada através de ensaios bioquimicos in vitro
medindo a capacidade do farmaco de interagir com ligantes candidatos e, quando
enzimas, a capacidade de interferirem na sua atividade.

Uma abordagem metodolégica atualmente empregada para este fim €& a
quimioprote6mica, que representa um novo conceito de pesquisa, focada no estudo
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de mecanismos moleculares de acéo de compostos bioativos, identificacdo de alvos
moleculares, caracterizacédo de alteragdes no proteoma induzidas por farmacos e
prospeccéo de farmacos baseados em alvos ja elucidados. Dentro do universo da
guimioprotedmica, uma gama de tecnologias é utilizada com o propésito de identificar
alvos moleculares subjacentes a efeitos fenotipicos induzidos por moléculas organicas
em sistemas complexos. Um dos aspectos que é comum a todas as tecnologias
da quimioprotedmica é que em determinado momento a afinidade entre a composto
bioativo e a sua proteina putativa alvo € explorada, assumindo que a interagao € um
pré-requisito para efeitos funcionais (Nguyen et al. 2017).

Das estratégias experimentais da quimioproteémica, resultou o desenvolvimento
de inibidores de proteinas cinases terapéuticas, principalmente como drogas
anticancer (Colzani et al. 2014). A HSP70 foi revelada como um alvo para o oridonin,
um diterpendo anticancer, em células Jurkat (Dal Piaz et al. 2013). Novos alvos de
drogas e marcadores moleculares de vias de tumores de cabeca e pescoco foram
identificados, abrindo uma abordagem mais racional para diagnostico de cancer e
terapia individualizado (Wu et al. 2011). Os modos de acédo baseado em pesquisa
de alvos moleculares de argentilactona e Tiossemicarbazida canfeno no fungo
Paracoccidioides brasiliensis foram propostos (Silva et al. 2018; Borba et al. 2018).
Além das aplicacdes in vitro descritas acima, muitas estratégias quimioprotedmicas
podem potencialmente ser adaptadas para a identificacao e avaliacédo do perfil de
atividade de alvos em células vivas e em modelos animais (Edgington et al. 2009).

31 METODOS QUIMIOPROTEOMICOS DIRECIONADOS AO ESTUDO DE ALVOS
PARA FARMACOS

3.1 Analise Proteomica Global

E conhecido que para cada tipo celular e condicdo ambiental, o nivel de
expressao, modificacéo e interacdes das proteinas sao diferencialmente detectadas.
Em protedmica quantitativa, varias metodologias para envolvidas na anélise global do
proteoma sao disponiveis, tal como eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
(2D PAGE), uma metodologia analitica capaz de separar grande quantidade de
proteinas em uma unica corrida analitica. Neste caso, o gel, ja com a amostra
aplicada, € submetido a um campo elétrico para separacao bidimensional. Na primeira
dimensao, a separacdo ocorre de acordo com os pontos isoelétricos das proteinas
(focalizacao isoelétrica). Ja na segunda dimenséao, a separagao se da de acordo com
suas massas moleculares (Gorg et al. 2004). A identificacdo das proteinas presentes
nos géis 2D é realizada excisando-se 0s spots de proteina, digerindo a proteina com
tripsina, extraindo os peptideos e identificando estes fragmentos por espectrometria
de massas (Godovac-Zimmermann & Brown 2001). Quando combinada com técnicas
de marcacéo fluorescentes, tal como DIGE, os géis 2D permitem analise de alto
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rendimento da expressao da proteina e padrées de modificagdes.

A técnica 2-D PAGE é conceitualmente simples, porém, com varias limitacdes,
como a impossibilidade de se analisar todas as proteinas de uma amostra bioldégica em
um unico gel devido a grande variacao de abundéancia das proteinas, a necessidade
de se encontrar uma estratégia de solubilizacéo e separacao que atenda a todas as
proteinas de uma amostra. Proteinas hidrofobicas requerem solubilizagdo com o uso
de surfactantes e requerem multiplos passos de extracéo. Proteinas basicas podem
requerer técnicas de enriquecimento. Proteinas muito grandes (maiores que 200 kDa)
podem ndo migrar eficientemente no gel, e proteinas muito pequenas (menores que
10 kDa) se sobrepdem (devido a sua alta mobilidade no gel) na segunda dimenséao, o
gue resulta em perda de resolucéao (Miklos & Maleska 2001).

Em contraposicdo a analise do perfil proteico por gel 2D, a espectrometria de
massas surge como ferramenta imperativa, permitindo o processamento de uma
variedade de amostras em uma unica andlise. Nesta metodologia, a identificacéo de
proteinas se faz ap6s uma digestéo proteolitica das proteinas que resulta em uma
colecao de peptideos, os quais sdo posteriormente ionizados. Apds a ionizacéo, os
analisadores de massas separam os ions produzidos em funcéo da relacdo massa/
carga (m/z), detectando-os qualitativa e quantitativamente por sua respectiva taxa m/z
e abundancia. Estes dados sao confrontados com informacgdes disponiveis em bancos
de dados resultando na identificacdo das proteinas (Pennington & Dunn 2001).

A aplicacdo desta metodologia foi utilizada para avaliar o perfil proteico de
Paracoccidioides brasiliensis na presenca de argentilactona e tiossemicarbazida
canfeno (Silva et al. 2018; Prado et al. 2015) e de Aspergillus fumigatus na apos
tratamento com voriconazol (Amarsaikhan et al. 2016).

3.2 Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade tem sido reconhecida como uma técnica util para
elucidar ligantes proteicos de moléculas bioativas. Nesta metodologia, uma molécula
€ imobilizada através de um grupo funcional sobre um suporte sélido, seguido pela
adicao do extrato proteico. ApOs varios passos de lavagem, proteinas retidas na
coluna devido a afinidade a molécula sao eluidas por desnaturacao ou competicao
com ligante livre. As proteinas eluidas em seguida, sao separadas por eletroforese em
gel e identificadas por espectrometria de massa (Hage et al. 2017).

Uma desvantagem desta abordagem é a ocorréncia de ligagbes inespecificas.
Embora uma lavagem mais rigorosa possa ser utilizada para reduzir os niveis das
proteinas contaminantes, ha o risco de perder parceiros fracos de ligacao. Assim, as
interacdes nao-especificas entre um composto e proteinas de ligacdo muitas vezes
levam a dificuldade de determinar a especificidade do ligante primario. Uma proposta
para diferenciar parceiros de ligacédo especifico do inespecifico € a adogdo de um
analogo estrutural inativo da droga que seria gerado como um controle negativo
para a avaliagdo ndo-biolégica das interagdes relevantes. Ao comparar as proteinas
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eluidas, tanto da molécula ativa como do analogo inativo, alvos relevantes podem ser
identificados (Katayama & Oda 2007).

Outra estratégia alternativa para distincéo de ligagdo nao especifica foi descrita
por Yamamoto et al. 2006, em que o extrato de proteina é aplicado a resina com
o ligante imobilizado, que é subsequentemente removido. Uma nova resina é, em
seguida, incubada com o mesmo lisado de proteinas. Ambas as resinas devem
capturar a mesma quantidade de proteinas alvo especificas. A necessidade de um
analogo inativo como um controle negativo &, por isso, diminuida.

Conceitualmente estratégias distintas, baseadas na cromatografia de afinidade,
podem ser desenvolvidas, como por exemplo, a abordagem utilizada por Yla-Herttuala
2003, que nao imobiliza o composto bioativo diretamente sobre a resina, mas utiliza
colunas de avidina e compostos ligados a biotina. Esta estratégia fundamenta-se na
forte interacé@o entre a biotina e a avidina, resultando na imobilizagdo ndo-reversivel
do composto bioativo e a resina. A vantagem de farmacos marcados com biotina para
purificacdo por afinidade é a possibilidade do uso da mesma resina de avidina para
diferentes moléculas. No entanto, algumas considera¢des devem ser levantadas antes
da utilizacdo deste método, como por exemplo, se a marcagdao com biotina altera as
caracteristicas de ligacao ou atividade biol6gica do principio ativo (Lesch et al. 2010).

Uma promissora abordagem, é a captura de um subproteoma usando resina de
afinidade e eluicéo seletiva para proteina alvo. Uma reviséo sobre quimioprote6mica
destacou a vantagens da captura de proteinas pertencentes a classe terapeuticamente
relevantes, como quinases, lipases, helicases, desidrogenases, fosforilases, sintetases
e transferases (Hall, 2006). Seguindo esta estratégia, Graves et al. 2002 utilizou uma
matriz de afinidade de ATP-imobilizado para capturar proteinas de ligagao de purinas,
gue sao muitas vezes alvos de farmacos. Bantscheff et al. 2007 imobilizaram varios
inibidores da quinase, resultando na captura de um subproteoma de 200 quinases.

3.3 Perfil de Proteinas Baseado na Atividade

Embora os métodos de genbmica e protedmica convencionais, que
comparativamente quantificam os niveis de expressdo dos transcritos e proteinas,
tém sido muito uteis, estas plataformas sdo, no entanto, limitadas na sua capacidade
de identificar alteracdes da atividade da proteina que séo causadas por mecanismos
pds-traducionais. Assim, considerando que é a atividade de uma enzima determina
0 seu papel na fisiologia celular e patologia, tecnologias prote6micas que medem
diretamente este parédmetro sdo imprescindiveis.

Neste contexto, a técnica de perfil de proteinas baseado na atividade, utiliza
sondas quimicas reativas projetadas para se ligarem ao sitio ativo de seus alvos
enzimaticos (Li et al., 2007, Nguyen et al., 2017). A estrutura geral das sondas é dividida
em trés porcdes funcionalmente distintas: um componente reativo que interage com
o sitio catalitico da proteina alvo, uma regiao de ligacdo que modula a reatividade e

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 20




especificidade do componente reativo, dirigindo-o para diferentes locais ativos das
enzimas e uma tag, utilizada para posterior identificacdo e purificacdo de enzimas
modificadas (Jeffery, 2004). Grupos radioativos, fluor6foros ou mesmo os marcadores
de afinidade, tais como biotina, podem ser utilizados como repérteres para marcagao
das sondas.

Devido as sondas se ligarem aos sitios ativos de seus alvos enzimaticos, elas
podem formar a base para o rastreio de inibidores competitivos de enzimas, como
hidrolases, proteases (Kidd et al., 2001; Patricelli et al., 2001) e quinases (Yee et al.,
2009). Além de monitorar a atividade enzimatica especifica, as estratégias de perfil de
proteinas baseado em atividade também foram usadas para identificar alvos protéicos
de produtos naturais (Krysiak & Breinbauer, 2012).

Avancos nesta abordagem metodologica estdo sendo desenvolvidas, como
por exemplo, a combinacao da técnica de perfil de proteinas baseado em atividade
com espectrometria de massa, o que permite a identificacdo de uma variedade de
enzimas ativas a partir de uma Unica amostra (Speers & Cravatt 2009). Além disso,
visto que in vitro, as analises protedmicas podem, em certos casos, nao correlacionar
precisamente com a atividade de enzimas in vivo, uma versdo de ABPP sem tag foi
desenvolvida para analisar atividades enzimaticas em células e animais vivos. Esta
inovacao permite a analise funcional das enzimas nas suas configuragées nativas,
facilitando, assim, a descoberta de proteinas que sdo seletivamente ativos in vivo
(Speers et al. 2003; 2004).

3.4 Perfil de Proteinas Baseado na Estabilidade

O perfil de proteinas baseado na estabilidade € uma metodologia livre de
marcacao que explora a capacidade do alvo (proteinas), em resposta a afinidade ao
ligante (molécula bioativa), mostrar estabilidade frente a protedlise. Essa estabilidade
pode ser detectada analisando, por SDS- PAGE e espectrometria de massas, o padréo
proteolitico entre amostras controle (sem interagdo com o composto) e amostras
complexadas com o composto. Devido esta metodologia ndao requerer modificagéo
prévia dos compostos, essa técnica tem possibilitado a elucidacao de alvos moleculares
de produtos naturais como resveratrol (Lomenick et al., 2011).

O perfil de estabilidade das proteinas também pode ser identificado a partir das
taxas de oxidacdo. Semelhante ao perfil de estabilidade frente a protedlise, o perfil
de estabilidade por taxa de oxidacado baseia-se na estabilidade que uma molécula
bioativa confere a uma proteina. A diferenca é que no perfil de estabilidade a partir das
taxas de oxidacdo, se mede as alteracbes induzidas pela molécula bioativa na taxa
de oxidacdo da metionina de proteinas alvo. Essa metodologia foi o método escolhido
para definir o alvo de Manassantin A, um produto natural que mostrou ter atividade
anticancerigena (Geer Wallace et al., 2016). Um dos fatores limitantes da técnica &
gue apenas as proteinas mais abundantes em cada amostra podem ser identificadas
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e quantificadas com precisao.

3.5 Microarranjo de Proteinas

O microarranjo de proteina, também denominado chip de proteina, foi criado
para a imobilizacdo de diferentes proteinas numa superficie sélida possuindo uma
variedade de aplicacgOes, incluindo a identificacédo de interacbes proteina-proteina,
as interacdes proteina-fosfolipideo, proteina-moléculas. Na perspectiva de avaliar
interac6es molécula bioativa e proteina, esta técnica tem se destacado e consiste
na imobilizacdo de moléculas de proteinas recombinantes ou anticorpos sobre a
superficie de vidro ou silicio. Compostos de interesse, marcados para a detecgao, sao
adicionados a fim de monitorar a ligagcao das proteinas do chip (Yang et al. 2011),

A vantagem desta técnica é que varias proteinas podem ser imobilizadas sobre a
superficie, de tal modo que a afinidade das moléculas de interesse pode ser avaliada
para uma multiplicidade de parceiros proteicos simultaneamente. Huang et al. 2004
usaram microarranjo de proteinas de levedura para estudar interacées proteina-droga.
Eles utilizaram uma matriz com uma molécula biotinizada, inibidora da rapamicina,
para encontrar alvos de proteinas que podem estdo envolvidos na via de resposta
alvo-rapamicina (TOR). Ptacek et al. 2005 estudaram a fosforilacdo de proteinas em
leveduras com o uso de chips proteinas.

Por outro lado, moléculas bioativas imobilizadas podem ser utilizadas para ligar
a proteinas especificas de interesse. A imobilizagcdo destas moléculas representa
um grande desafio, neste caso, uma vez que ndo existe uma estratégia geral para
imobilizar estruturas quimicas a superficie do chip de proteinas. No entanto, uma vez
gerada, matrizes quimicas permitem rastreio de grandes bibliotecas de compostos
imobilizados para ligagdo a uma proteina especifica de interesse (Ma & Horiuchi 2006).

4 1 QUIMIOPROTEOMICA NA TRIAGEM DE BIBLIOTECAS DE COMPOSTOS

Com o0 aumento tanto do numero de compostos disponiveis, bem como a
elucidacao de alvos moleculares, uma mudanca no processo de pesquisa por novos
farmacos tem emergido. Neste contexto, as técnicas de triagem biol6gica automatizada
em alta escala (HTS - high throughput screening) e de triagem virtual (VS - virtual
screening) sao vistas como elementos-chave para o preenchimento do pipeline de
descoberta de drogas na industria com novos compostos quimicos e novos modos de
acao (Mayr & Fuerst 2008).

A triagem biol6gica automatizada em alta escala propicia a avaliacéo biolégica in
vitro de varios compostos contra uma proteina alvo ou sistema celular definido.
Os processos de triagem em alta escala evoluiram consideravelmente nas ultimas
décadas, gracas aos progressos da tecnologia da robotizacdo e de equipamentos
automatizados que tornaram possivel a realizacao de ensaios miniaturizados de forma
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rapida, eficiente e confiavel. Estes ensaios tém sido aplicados na identificacédo de
molécula inibidoras contra atividade de protease NS3/4A do virus da hepatite C (Lee
et al. 2013) e de fosfatases de Mycobacterium tuberculosis (Arora et al. 2014).

Por outro lado, a pesquisa por novos compostos baseado em métodos in vitro, é
um processo oneroso, que demanda tempo e com grande taxa de insucesso. Assim,
a identificacdo de compostos empregando estratégias computacionais tem sido
constantemente empregada. Ao filtrar grandes bibliotecas de compostos em conjuntos
menores passiveis de serem testados experimentalmente e orientar a otimizagao dos
compostos, seja para aumentar a afinidade ou otimizar o metabolismo dos farmacos,
as metodologias in silico tem um papel importante no processo de pesquisa e
desenvolvimento de farmacos.

A triagem virtual € um método in silico, com o objetivo de identificar moléculas
com potencial de interacdo com proteinas alvos ou predicéo de estruturas passiveis
de terem atividade bioldgica, minimizando o risco de posterior rejeicdo (Villoutreix,
2016). Duas estratégias de triagem virtual sdo conhecidas: (i) triagem virtual baseada
na estrutura do ligante, onde moléculas podem ser avaliadas quanto a similaridade
de ligantes com atividade biolégica ja conhecida, e (ii) triagem virtual baseada na
estrutura do receptor, onde moléculas sédo triadas levando em consideracdo seu
potencial de ligacao a sitios de ligacao de proteinas validadas como alvos (Lavecchia
& Di Giovanni, 2013; Katsila et al., 2016).

Os métodos de triagem virtual baseados na estrutura do ligante se fundamentam
em estudos de similaridade ou na construcao de relacao estrutura-atividade preditiva
e quantitativa (Kalyaanamoorthy & Chen, 2011). As buscas por similaridade quimica
envolvem a geracdo de impressdes digitais moleculares para todas as moléculas
disponiveis em bancos de dados, progredindo posteriormente para a compara¢ao com
um ligante de referéncia, o que permite a classificacdo dos compostos em relagcéo a
sua similaridade quimica (Geppert et al., 2010).

Dentre as diferentes metodologias de triagem virtual baseada no ligante, destaca-
sei) atriagem baseada em formas, a qual baseia-se no conceito de que compostos que
compartilham similaridade na forma e volume molecular também poderiam compatrtilhar
similaridade quanto a atividade biol6gica. Asemelhanca da forma é determinada através
de métodos de alinhamento, que constroem uma sobreposicao tridimensional de duas
formas ou através de métodos vetoriais, que reduzem as formas de um composto a um
vetor com caracteristicas de menor dimensao que sdo comparados numericamente.
Além do volume estérico, as caracteristicas eletrostaticas ou farmacopéicas da
forma sédo consideradas para avaliacao da similaridade (Koes & Camacho, 2014), ii)
Docagem molecular, metodologia que possibilita a selecdo de moléculas bioativas
apresentando um conjunto favoravel de interacdes intermoleculares, com base em um
determinado mecanismo e modo de ligacdo. Um requerimento para essa abordagem
€ 0 conhecimento prévio da estrutura tridimensional da proteina, que pode ser
representada experimentalmente, ou representada por um modelo construido a partir
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de proteinas homologas com alta identidade (Lavecchia & Di Giovanni 2013).

Utilizando a triagem virtual, varios compostos foram propostos para inibir o
crescimento de P. brasiliensis, tendo como alvo proteinas como malato sintase (Costa
et al. 2015) e tioredoxina redutase (Abadio et al., 2015). Além disso, diferentes métodos,
baseado em triagem virtual foram empregados para selecionar produtos naturais com
potencial atividade anticancerigena (Cavalcante et al. 2018).

51 CONCLUSAO

A quimioprotedmica, area multidisciplinar, tornou-se indispensavel na pesquisa
e desenvolvimento de novos farmacos. Embora as tecnologias disponiveis divirjam
nas coberturas e limitagdes, elas podem ser usadas em um contexto mais amplo,
integradas entre si, resultando em abordagens mais eficazes para a obtencé&o do
perfil dos alvos de novas drogas que tornam, assim, os futuros medicamentos mais
eficientes, confiaveis e menos téxicos.
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