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Setembro de 2022

H4a poucas décadas se criou na comunidade cientifica a consciéncia
de que devemos ampliar o nosso raio de comunicagao. Sim, os cienti-
stas comegaram a se conscientizar de que ndo basta escreverem para
o seu circulo de especialistas, como se fazia no século XX. Nessa época,
um primeiro circulo de raio exiguo bastava aos cientistas para a comuni-
cacao que esperavam sobre seu trabalho. Escreviamos em jargao técnico,
publicdvamos nossos experimentos e resultados em revistas especial-
izadas, e isso nos satisfazia plenamente. Também as agéncias de finan-
ciamento bastava investigar quantos trabalhos tinhamos publicado, em
quais revistas e suas métricas de qualidade. Ficdvamos dentro de nosso
préprio, restrito, circulo de especialistas.

A transversalidade da Ciéncia se acentuou, e a necessidade de sensi-
bilizar um novo circulo de raio maior ficou premente. Os farmacolo-
gistas precisavam conversar com os bidlogos moleculares e, além disso,
na outra direcdo, com os inovadores e os industriais. Um novo e maior
circulo concéntrico se formou em torno de cada um de nds, resultado da
necessidade criada pela multidisciplinaridade.

A partir do século XXI, ficou claro e cristalino que as criangas e os
jovens também precisavam conhecer a ciéncia ja na escola, com sufi-
ciente detalhe que lhes permitisse compreender as realidades do mundo
gue deviam apreender. Um novo e ainda mais amplo circulo se criou em
torno dos cientistas, porque precisaram agora conversar com os profes-
sores e seus alunos —a divulgacao cientifica entrou na escola, e ampliou o
alcance do conhecimento cientifico. Era a oportunidade de capturarmos
jovens coragdes e mentes para as profissdes baseadas na Ciéncia, cada
vez mais numerosas. Também tornou-se necessario atrair meninos e
meninas para a profissao de cientista, ja ndao mais vestida de fantasia —
homens apenas, geralmente excéntricos e descabelados.

Por fim, a pandemia nos invadiu e escancarou a inadiavel importancia
de obter o apoio de amplos setores da populagdao, em todas as classes



sociais, de todas as profissdes, homens e mulheres, meninos e meninas.
Foi o ultimo circulo que faltava, o maior deles. Ciéncia para todos.

Essa trajetoria nos obrigou a navegar de um circulo a outro, buscando
adaptar a linguagem, usar midias digitais, jogos virtuais, ilustracdes
artisticas refinadas, musica e diversao. Cada um de nds, em sua especiali-
dade, busca agora ampliar o seu circulo, revelando a mais e mais cidadaos
o encanto e a importancia da Ciéncia.

Valorosa expressao dessa evolucdao geracional na comunidade
de cientistas, é este livro de Frangois Noél, farmacologista de renome,
especialista em binding... Epa, o que mesmo vem a ser binding? Caimos
novamente no jargao, mas agora temos a ajuda do livro que os leitores
estdo prestes a degustar. Pelo que depreendi, agora enriquecido com
ilustracdes e vestido com uma diagramacao de enorme bom gosto e deli-
cadeza de autoria da jovem Aimée (Sarang) Mothé, temos um livro reno-
vado patrocinado novamente pela Sociedade Brasileira de Farmacologia
e Terapéutica Experimental.

Continua o movimento de ampliacao dos circulos concéntricos em
torno de nosso microuniverso do laboratério. Cada um de nés cientistas
cresce de alcance e influéncia. O movimento de popularizacado e difusao
da Ciéncia agora segue enriquecido com mais uma obra exemplar nesse
caminho de ampliacao de horizontes.

Roberto Lent

Professor Emérito do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ
Pesquisador do Instituto D'Or de Ensino e Pesquisa
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Outubro de 2022

A segunda edicao do livro: “Ensaios de

Binding: Fundamentos teoricos, aspectos

Education Ay X3 praticos e aplicacbes na descoberta de
";5;‘12-“5 ~52  farmacos” escrito pelo Dr. Frangois Noél,
""; professor titular do Instituto de Ciéncias
e ;-—"' Biomédicas da Universidade Federal do
%y Rio de Janeiro, é uma jornada incrivel pelo
mundo da farmacologia quantitativa. Nessa

segunda edicao, o autor, com o auxilio de sua aluna de Iniciacao Cientifica,
Aimée (Sarang) Mothé, traz uma inovacao relativa a primeira versao, ou
seja, ilustra de forma ludica, as principais mensagens de cada capitulo.
Essa mistura, de ciéncia e arte, deu um toque fantastico para o novo livro.
E possivel enxergar nitidamente, em cada paragrafo, a paixdo do autor
pela ciéncia dos receptores e a delicadeza da aluna na confec¢ao das ilus-
tracoes.

O livro é de facil leitura e consegue, de maneira didatica, trazer
aspectos conceituais/tedricos bem como aspectos praticos/experimen-
tais da drea de receptores farmacoldgicos. Ainda, demonstra as possibi-
lidades de aplicacdo desses aspectos, tanto no que diz respeito a ciéncia
bdsica, quanto nos eventos envolvidos na descoberta de novos farmacos.
Essa conjugacao de fatores faz com que esse livro seja de cabeceira para
os farmacologistas, mas também seja, de leitura compulsoéria, para os
pesquisadores de outras dreas que atuam na descoberta de farmacos.
Tenho certeza que esse sera, novamente, um grande sucesso.

Thiago Mattar Cunha

Professor Associado da USP-RP
Vice-Presidente da Sociedade Brasileira de Farmacologia e
Terapéutica Experimental (SBFTE), Gestdao 2021-2023
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O Dr. Frangois Noél, professor titular do Laboratdério de Farmacologia
Bioquimica e Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Univer-
sidade Federal do Rio de Janeiro, pesquisador com vasta experiéncia no
estudo da Farmacologia quantitativa, notadamente com o emprego da
técnica de binding (em portugués conhecida como unido especifica),
discute em um livro com nove capitulos as vantagens e as limitagdes do
emprego da técnica de binding em Farmacologia experimental. O livro
com edi¢ao cuidadosa esta escrito em uma linguagem objetiva e de facil
entendimento, recheado de exemplos ilustrativos (graficos, esquemas,
tabelas), quase sempre obtidos de experimentos realizados pelo préprio
autor e seus colaboradores.

Inicialmente o autor faz um relato sucinto, porém, representativo
sobre os estudos pioneiros que deram origem ao conceito e as bases
para a quantificacdo dos receptores farmacoldgicos e suas classificacdes
e funcdes, iniciando por Langley (1875), passando por Hill (1909), Ehrlich
(1913), Clark (1933), Stephenson (1956), Paton e Rang (1965) e finalizando
com Lefkowitz (1976). Esse ultimo realizou uma verdadeira revolucao
no campo da farmacologia quantitativa, utilizando a técnica de binding
acoplada aos estudos de biologia molecular, o que possibilitou a iden-
tificacdo de novos receptores acoplados a proteina G, abrindo caminho
para a identificacao de novos alvos farmacoldgicos e o desenvolvimento
de inumeros medicamentos. Por essas descobertas e seus impactos
no desenvolvimento de novos medicamentos, Robert J. Lefkowitz do
Instituto Médico Howard Hughes e Centro Médico da Duke University,
Durham, Carolina do Norte, foi agraciado em 2012 com o prémio Nobel
de Quimica.

O primeiro estudo descrevendo o emprego da técnica de binding
foi realizado por Paton e Rang em 1965 e descreveram a captacao de
[*H]-atropina no musculo liso intestinal da cobaia. Na década seguinte, o
emprego da técnica de binding tornou-se uma ferramenta de grande valia
para: i) identificar e classificar receptores; ii) estudar mecanismo de acao
de drogas; iii) identificar novos alvos terapéuticos, iv) realizar estudos
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envolvendo a relagdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica
de novos candidatos a farmacos e v) em funcao de sua sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade e facilidade de uso, a técnica de binding
tem sido amplamente usada tanto na industria como na academia para
realizar “screening” de grande numero de moléculas com o emprego de
ensaios de alta capacidade (High Throughput Screening - HTS). Todos os
aspectos listados acima sao muito bem exemplificados e discutidos pelo
autor nos varios capitulos do livro e, mais importante, sempre acompan-
hado das citagdes classicas que originaram essas descobertas.

Além da forma simples e clara como o livro foi escrito, o autor teve
o cuidado de destacar alguns pontos chaves para o correto emprego da
técnica de binding que ele classificou como “Dicas”, onde sao resum-
idos os cuidados especiais para aqueles interessados na realizacao dos
experimentos utilizando esta técnica, em especial com relagao a interpre-
tacao dos dados. Em fungao dos varios exemplos ilustrativos e citados no
livro, da citacdo dos trabalhos mais importantes nesta area, sera possivel
a partir da leitura do livro e de sua rica bibliografia a padroniza¢do da
técnica de binding em laboratoérios brasileiros, mesmo para um pesqui-
sador com poucos conhecimentos na area.

Nos capitulos 7 e 8 o autor faz uma analise cuidadosa e, sobretudo,
critica sobre as metodologias utilizadas para uso da regressao nao linear
e ajustes de doses e também sobre o emprego dos métodos estatisticos
para analise dos principais parametros utilizados na técnica de binding.
Sem duvida, esses dois capitulos sdo relevantes para os pesquisadores
interessados no uso da técnica. No capitulo 9 o autor menciona o port-
félio das técnicas de binding padronizadas e disponiveis no Laboratério de
Farmacologia Bioquimica e Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Finalizando, o livro “Técnica de Binding: Fundamentos teoricos,
aspectos praticos e aplicagdes no desenvolvimento de farmacos” que
sera lancado pelo professor Francois Noél, por ocasido da comemo-
racao do aniversario de 50 anos da SBFTE, além de ser muito oportuno
e bem vindo, vem preencher uma lacuna importante para os pesquisa-
dores interessados na padronizacao e no uso desta técnica da farmac-
ologia quantitativa relevante para o estudo do mecanismo de acao de
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drogas e, sobretudo, para desenvolver novos medicamentos, tendo em
vista que nao existe na literatura especializada da area uma referéncia
tao completa, atualizada e critica como a obra cuidadosamente prepa-
rada pelo professor Francois Noél. Além disso, o professor Noél foi muito
generoso ao deixar o pdf do livro na forma de e-book no site da SBFTE
para ser baixado gratuitamente pelos pesquisadores interessados. Felicito
o professor Francois Noél pela importante iniciativa e pelo tempo dedi-
cado para escrever esse livro por ocasidao do aniversario de 50 anos da
SBFTE. Com certeza, o livro tera grande interesse e sera apreciado pelos
pesquisadores brasileiros, ndo somente os farmacologistas, mas todos
aqueles interessados em dominar e utilizar a técnica de binding, tanto na
academia como nas industrias com ferramenta para o desenvolvimento
de novos medicamentos. Que a iniciativa do professor Frangois Noél
possa ser seguida por outros experientes farmacologistas brasileiros,
para deixar registrado na forma de livro, suas experiéncias no campo da
Farmacologia e da Terapéutica Experimental.

Joao B. Calixto

Professor Titular aposentado de Farmacologia da UFSC
Diretor do Centro de Inovacao e Ensaios Pré-clinicos (CIENP)
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E com muita honra que a Socie-

SBFTE dade Brasileira de Farmacologia e
AVAVAVe N :
eI T Terapéutica Experimental (SBFTE)

AVaVaVAVa.  chancela esta obra que o colega,

‘ EI’ professor e pesquisador Francois
Noél oferece nobremente a nossa

v
ngévévévf SBFTE em celebragdo do Jubileu de
M N\ \ 4 Ouro de sua fundag3o. Neste livro
“Técnica de Binding: Fundamentos
1966 - 2016 tedricos, aspectos praticos e apli-

cagdes no desenvolvimento de
farmacos”, o Prof. Francois Noél apresenta em linguagem leve, muito
didatica e bem humorada, seu entusiasmo sobre os avancos cientificos
nas Ultimas décadas sobre interagao farmaco-receptor e ferramentas de
farmacologia quantitativa. Ao longo da publicagao, seus conhecimentos,
vivéncia pratica e orienta¢cdes bdasicas com ensaios de ligacdo para o
estudo do complexo farmaco-receptor sdao colocados a disposicao com
dicas e ilustragdes organizadas de forma extremamente didatica e usadas
como ferramentas que guiam o leitor para o aprendizado das aplica¢cdes
dessa técnica no processo de descoberta de alvos para o desenvolvimento
pré-clinico de novos farmacos, uma darea de pesquisa estratégica e de
desafio para mais crescimento em nosso pais. E transparente durante a
leitura dos capitulos o perfil e objetivo do Prof. Francgois Noél de ndo apenas
“informar”, mas literalmente “compartilhar’ sua visao da darea e vasto
conhecimento acumulado até aqui em sua carreira académico-cientifica
nesse tdpico tao relevante da farmacologia e terapéutica experimental.
Ganham, portanto, professores, pesquisadores da academia e indUstria e
estudantes que trabalham ou tém interesse no ensino e pesquisa na area
de farmacologia com os ensinamentos deste “brinde farmacoldgico”
oferecido a todos pelo Prof. Francois Noél. Ganha também a SBFTE que,
em parceria com o Prof. Francois Noél, sdcio e colaborador da nossa
Sociedade de longa data, tém a honra de contribuir para a divulgacao
e distribuicao aberta e gratuita desta importante publicacao na pagina
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online da SBFTE (http://www.sbfte.org.br). Em celebracdo de 50 anos da
nossa sociedade, esta publicacdo representa também uma contribuicdo
histdrica, pois é o primeiro e-book a receber chancela no item “Ensino/
Material Didatico” (Projeto Iniciativas Educacionais SBFTE), que tem
por objetivo incentivar e divulgar instrumentos didatico/praticos de alta
qualidade, construidos por farmacologistas da nossa sociedade. Vislum-
bramos com essas a¢des fomentar a constru¢do de uma cultura de troca
permanente de conhecimento e aprendizado, contribuindo para uma
Sociedade e comunidade cientifica mais qualificada e preparada para
enfrentar o futuro e o avanco da farmacologia no nosso pais. Como
ressaltado no prefacio escrito neste livro pelo Prof. Jodo B. Calixto “Que a
iniciativa do Prof. Francois Noél possa ser sequida por outros experientes
farmacologistas brasileiros, para deixar registrado na forma de livro,
suas experiéncias no campo da Farmacologia e da Terapéutica Experi-
mental”. Parabenizo o Prof. Francois Noél por esta empreitada, agrade-
cendo a oportunidade de registrar aqui estas palavras. Como Presidente
SBFTE, colega e amiga, sinto-me honrada e orgulhosa de cumprimenta-lo
por obra de tao elevado gabarito e que certamente se tornara fonte de
referéncia na nossa comunidade cientifica. Com muita honra, a SBFTE
oficializara o lancamento deste e-book nas acdes de Comemoracao dos
50 anos SBFTE a serem apresentadas no 49° Congresso Brasileiro de
Farmacologia e Terapéutica Experimental, a ser realizado em Outubro,
2017, na cidade de Ribeirdo Preto, SP.

Maria Christina W. Avellar

(UNIFESP-Escola Paulista de Medicina)
Presidente da Sociedade Brasileira de Farmacologia e
Terapéutica Experimental (SBFTE), Gestao 2015-2017
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Apresentacao

“A ciéncia é a inteligéncia do mundo;
a arte, o seu coracao”

Maximo Gorky




Apresentacao

Desde que foi cunhada por Langley em 1875, a nocao de receptor se
tornou central para a Farmacologia, disciplina que se tornou quantitativa
apds uma abordagem matematica da interacdo farmaco-receptor (Hill,
1910; Clark, 1933). A farmacologia quantitativa, inicialmente baseada em
medidas de efeitos, pode enderecar diretamente o estudo da interacao
farmaco-receptor gracas ao surgimento da técnica de binding (ligacdo com
ligante marcado radioativamente) em meados dos anos 1970. Mais recen-
temente, com a clonagem do primeiro receptor de membrana plasmatica
(Devillers-Thiery e cols., 1983) e o estudo estrutural de receptores por meio
de difracdo de raios X de cristais obtidos com receptores livres ou compl-
exados a um ligante (Rasmussen e cols., 2007; 2011), o estudo da interacao
farmaco-receptor ganhou novas ferramentas.

Apaixonados por este tema, em 2017 decidimos tentar aproveitar
nossa experiéncia, que era entao de 35 anos no uso da técnica de binding,
para oferecer uma fonte de informacdes tedricas e praticas sobre esta
técnica classica e, ainda, muito atual, para o estudo da intera¢do farma-
co-receptor. Visando atingir um publico amplo, tinhamos optado por
disponibilizar um texto em portugués na forma de e-book que podia ser
baixado gratuitamente no site da Sociedade Brasileira de Farmacologia e
Terapéutica Experimental (SBFTE), com a chancela da mesma. Nota-se que
esta publicacdo se tornou o primeiro marco do que seriam as “Iniciativas
educacionais” da SBFTE, que deslancharam em 2021 e que contam agora
com vasto material. Cinco anos apds o lancamento deste e-book, achamos
gue era 0o momento de escrever uma segunda edicao, atualizada e modern-
izada como ilustrado a seguir:

A atualiza¢do incluiu a ampliacao de capitulos (e.g. 2 e 3) e inclusao de
sete novas figuras (retiradas de artigos do nosso laboratdrio, publicados
desde a primeira edicdo) e alteracao de duas figuras, assim como a inclusao
de 43 novas referéncias. Aumentamos também os links para matérias
nossas do glossario semantico de farmacologia da SBFTE;

A modernizacao se deu gracas a participagdo da nossa aluna de
iniciacao cientifica da Escola de Belas Artes da UFRJ, Aimée (Sarang) Mothé,
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gue foi convidada para fazer uma pagina¢dao mais moderna do e-book e
para ilustrar cada capitulo com desenhos originais, além da nova capa,
na tentativa de aproximar Arte e Ciéncia. O resultado nos agradou muito,
como era esperado apos o belissimo trabalho que Aimée havia feito como
responsavel pelo design e arte do jogo de tabuleiro Screener, outra inicia-
tiva educacional nossa chancelada pela SBFTE;

Quando A\rte e Ciéneia se encontran...

A primeira vista parece dificil pensar
em marcar um encontro entre Arte e
Ciéncia, ja que associamos Arte com
subjetividade, criatividade e inter-
preta¢ao enquanto que a Ciéncia nos
faz pensar em razao, método e obje-
tividade, o que explica a “convengao”
de tratar a arte com cores quentes e
a ciéncia com cores frias. Porém, é so
lembrar-se dos feitos de Leonardo Da
Vinci (1452-1519), capaz de pintar a
“Mona Lisa” e desenhar “O Homem
Vitruviano” (1490), para realizar que
ja temos um icone inegavel para a
integracao entre Ciéncia e Arte. Até
Albert Einstein (1879-1955), prémio

Nobel (1905) reconhecido pelos seus trabalhos de fisica (ciéncia “dura”) nds
deixou dicas de que atributos “artisticos” eram importantes em Ciéncia: “Eu
sou suficientemente artista para me deixar levar pela imaginagao”. Sera que o
ponto de intersecdo (encontro) entre estas duas faces da mente indivisa é justa-
mente a imaginacao, ou sera a motivacao, ja que Arte e Ciéncia tem o mesmo
desejo por descoberta e conhecimento novo? E interessante notar que Ciéncia
e Arte se encontram também na musica popular brasileira, como nestas letras
da musica “Quanta” (1955) de Gilberto Gil: “Sei que a arte é irma da ciéncia
ambas filhas de um Deus fugaz” ou ainda no samba “Ciéncia e Arte” (1948)
de Cartola e Carlos Cachaga: “Tu és meu Brasil em toda parte quer na ciéncia




ou na arte”. O futebol, outra paixdo brasileira, nés fornece outros indices de
possivel encontro entre Arte e Ciéncia ja que € comum ouvir falar que treina-
dores (frequentemente chamados de professores pelos atletas) “estudam” o
adversdrio enquanto gue jogadores que praticam a “arte” do drible sao reve-
renciados pelos amantes do chamado futebol-arte.

Além das alteragbes acima, mantivemos o esquema original do livro
para discutir aspectos essenciais, como os ensaios de ligacao classicos
(diretos, com farmaco de interesse marcado radioativamente, e indi-
retos, de competi¢cdo), mas também ensaios mais “sofisticados” para
avaliar cinética (tempo de residéncia), alosterismo e eficacia intrinseca,
por exemplo. Para cada ensaio, oferecemos exemplos tirados majoritar-
iamente de artigos do nosso laboratdrio, e ilustramos o seu campo de
aplicacdo com particular foco no processo de descoberta e desenvolvi-
mento pré-clinico de novos candidatos a farmacos. Como na primeira
edicao, exploramos também aspectos gerais de farmacologia e areas afins
como representacdo grafica de curvas concentracao-efeito, sua andlise
por regressao nao linear e aspectos estatisticos relacionados, esperando
interessar um leque maior de cientistas e alunos.

Ao longo do texto, utilizamos a nomenclatura e formalismo recomen-
dados pela IUPHAR (Neubig e cols., 2003) e pelas matérias do glossario
semantico de farmacologia da SBFTE.

Esperando que esta segunda edi¢cdo possa ser relevante para seus
experimentos e/ou para a interpretacdo de artigos utilizando estas
técnicas, ou mesmo pela rica discussao de aspectos fundamentais da
relacdo entre concentracao e efeito, de grande interesse em farmaco-
logia e areas afins, desejamos a todos uma boa leitura.

Rio de Janeiro, agosto 2022.
Frangois Noél



Apresentacao

Primeiramente gostaria de dizer que foi uma honra trabalhar neste
projeto com o professor Frangois. Trabalhamos juntos no desenvolvi-
mento do jogo de tabuleiro Screener, que foi um absoluto sucesso desde
seu lancamento. Apds 1 ano como bolsista, ele me convidou a fazer o
projeto grafico de uma nova edicdo comemorativa de seu livro Ensaios
de Binding: Fundamentos tedricos, aspectos praticos e aplicacdes no
desenvolvimento de farmacos e eu nao poderia estar mais feliz com seu
convite.

Comecar um projeto do zero é sempre um pouco assustador, mas
ao mesmo tempo intrigante, como uma nova aventura esperando por
vocé. E foi assim que comecei a fazer pesquisas e a rascunhar ideias para
este livro: com um frio na barriga e um sorriso no rosto.

Nao sei se vocé, querido leitor, teve a oportunidade de estudar sobre
0 processo artistico, mas saiba que envolve bem menos inspiragao divina
e misticismo do que costumam contar por ai. Arte é improviso e senti-
mento, mas também é estudo e método. O génio que nasceu com um
chamado divino da arte e produz obras de arte sempre que toca no papel
€ um mito. Na verdade, a arte é estudo, como a ciéncia. E é para todos,
independente de “dom”.

Para todos os projetos, a primeira etapa é a pesquisa. Buscar referén-
cias, inspiracdes e novas técnicas que queria aplicar. Nessa fase também
acontece muita conversa com o cliente, no meu caso o Francois. Na
verdade, essa comunicacao é imprescindivel em todo o processo para
gue o desenvolvimento do projeto flua sem problemas.

Apods conversas sobre qual linha de ilustracao seguir, optamos por
representar de maneira visual e ludica os conceitos tratados em cada
capitulo. Nesse momento o Francois foi de extrema ajuda para explicar os
assuntos de forma que uma leiga como eu pudesse entender. Sentamos
juntos (de maneira virtual, claro) e conversamos sobre as varias aborda-
gens que poderiamos seguir, e chegamos a esse estilo de aquarela.
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Processo de uma das ilustrag®es: 1. Primeiras ideias para serem escolhidas, 2. Lineart da ilus-
tracdo, 3. Arte final.

Em seguida, fiz varias op¢des de rascunhos para o Francois escolher
para a capa de cada capitulo, e apds isso eu fazia a arte seguindo o estilo
e a paleta de cores do projeto grafico. Algumas artes foram resolvidas em
um dia, outras demoraram semanas para ficarem prontas. Nunca é uma
férmula exata, e essa é a magia da coisa.

No final, cada desenho é uma aventura em si.

Rio de Janeiro, agosto 2022.
Aimee (Sarang) Mothé
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apitulo

teracao Farmaco-receptor

imaginacao é mais importante
o0 conhecimento”

Albert Einstein




Capitulo 1
Interacao larmaco receplor

Neste capitulo, reveremos alguns conceitos da interacao entre
farmacos e receptores, pelo menos os basicos, que sao considerados
indispensaveis para fundamentar os ensaios de binding. Para quem
desejar mais detalhes, recomendamos algumas boas revisdes disponiveis
na literatura sobre farmacodinamica quantitativa, a evolucao de alguns
conceitos e seus aspectos histéricos (Colquhoun, 2006; Rang, 2006;
Kenakin, 2013; Bylund & Toews, 2014; Kenakin, 2019).

1.1. Modelo e parametros que caracterizam a ligagcao de
um farmaco ao receptor e a producao de efeito

A Figura 1 apresenta de forma simplificada a sequéncia de eventos
entre a ligacdo de um farmaco (F) ao seu receptor (R) e a producao de
efeito. Apesar da sua simplicidade, este esquema apresenta de forma
didatica a diferenca entre a medida da formacdo do complexo Farma-
co-Receptor (FR), geralmente obtida através de ensaio de binding, e
a medida do efeito resultante (E), obtida em ensaio de farmacologia
funcional, qgue chamariamos de “classica”, pois era o Unico tipo de ensaio
disponivel até o surgimento da técnica de binding em meados dos anos
1970.

Através dos ensaios de binding de saturagao, detalhados no Capitulo
4, podemos medir diretamente a quantidade de complexo farma-
co-receptor formado e assim calcular o numero de receptores ([R]iotal)
presentes numa preparagdo (por exemplo, em pmoles/mg proteina) e a
constante de equilibrio de dissociacdo (Ky), que representa o inverso da
constante de associacao (K;). Assim sendo, quanto menor o valor de Kj,
maior a afinidade do farmaco para o receptor. Em 1909, Archibald V. Hill
expressou pela primeira vez de forma quantitativa a ideia de interagao
farmaco-receptor em termos de reacao bimolecular através da equacgao
agora conhecida como “Equagdo de Hill-Langmuir” para binding no
equilibrio, ou seja, quando a velocidade de associacao e formagao do
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complexo farmaco-receptor for igual a velocidade de dissociacdo do
complexo (Figura 1). O K4 pode ser também definido, e calculado (vide
Capitulo 4.4.), pela razdo entre a constante de velocidade de dissociacao
(k1) e a constante de velocidade de associacdo (k+1), como ilustrado na
Figura 1.

Binding vs. Funcional

ROl Rz

'-—-._I"‘,f' = Y

Afinidade Efeito
Binding F

Equacao 1A Equacao 1B

Figura 1. Esquema representando a formacdo de complexo entre um farmaco (F) e seu
receptor (R), seguindo uma reacdo bimolecular simples, e a producdo de efeito (E). O
esquema enfatiza o desfecho dos estudos de binding (concentragdo de complexos farma-
co-receptor formados) e de farmacologia cldssica (efeito). As equagBes caracterizando a
ligacdo do farmaco e a producdo de efeito sdo também representadas, com a terminologia
adequada dos parametros envolvidos. Esquerda (Equagdo 1A): Relacdo entre formacado
do complexo Farmaco-Receptor ([FR]), concentracdo do farmaco e parametros caracteri-
zando a concentragdo de receptores ([R] ot) € a afinidade do farmaco, conforme equacgdo
de Hill-Langmuir para ligagdo reversivel, caracterizando a ocupagdo dos receptores. K4 =
constante de equilibrio de dissociacdo (inversamente proporcional a afinidade); constantes
de velocidade de dissociacdo (k.1) e de associacdo (k+1). Direita (Equagdo 1B): Relagdo entre
producdo de efeito, ocupacdo dos receptores e parametros correspondendo a eficdcia
intrinseca do farmaco () e a capacidade de amplificacdo do estimulo inicial (f). Nota-se que
dois parametros sdo caracteristicas do farmaco (K4 e €) e dois sdo propriedades do sistema
biologico ([Rliot € f)



Por outro lado, contrariamente
ao gue Alfred J. Clark havia inicial-
mente previsto na sua Teoria da
Ocupacao (1933), a ocupacao de
receptores nao é condicdo suficiente
para producdo de efeito; portanto,
a afirmativa de que “O efeito do
farmaco é diretamente proporcional
a fragdo de receptores ocupados”
nao é correta. De fato, os antagoni-
stas sdo caracterizados pelo fato de
se ligarem ao receptor, porém sem
provocar efeito préprio (mas, sim, difi-
cultar o efeito de agonistas). E justa-
mente em funcao desta observacao
que John N. Stephenson (1956) intro-
duziu o conceito de eficacia intrin-
seca (g), segundo parametro que
caracteriza os farmacos (ao lado da
afinidade). Desta forma, Stephenson
foi o primeiro a claramente distin-
guir as duas propriedades farmacod-
inamicas fundamentais dos farmacos:
sua capacidade de se ligar ao receptor
(afinidade) e de ativa-lo (eficacia), uma
vez ligado. Como pode ser visto na
equacao 1B (Fig. 1), o efeito produzido

Dica 1. Agonistas. Na realidade, a
situacdo é um pouco mais complicada,
sobretudo para os agonistas. De fato, como
explicado no Capitulo 6.1., para o caso
de receptores metabotrépicos (GPCR),
a afinidade de agonistas medida em
ensaio de binding sera sempre aparente
(“macroscopica”), pois é contaminada pela
eficacia, caso ndo se impeca a formacdo
de complexo terndrio “agonista-recep-
tor-proteina G”. O equivoco de Stephenson
ao declarar que os dois parametros afini-
dade e eficacia eram independentes foi
claramente exposto no modelo de Castil-
lo-Katz (1957, apud Changeux & Edelstein,
2011), que esclarecem que a afinidade
tal qual é medida em ensaio de binding
corresponderia, na verdade, a afinidade
“macroscopica”, pois depende de duas
constantes, correspondendo as duas
formas do complexo farmaco-receptor (FR
e FR*, sendo R* a forma ativa do receptor)
gue depende, portanto, da eficacia intrin-
seca (capacidade de ativar o receptor).

por um farmaco vai depender do nivel de ocupacao dos receptores (o que vai
depender da sua concentragao e afinidade), mas também da sua eficacia intrin-
seca (se for igual a zero, como no caso dos antagonistas, havera ligacdo, mas nao
efeito). Ademais, o efeito observado dependera também da amplificacdo do sinal
(), fator que depende do ambiente celular no qual o receptor esta inserido, e nao
do farmaco. Assim, o efeito do farmaco depende da sua concentracao (obede-
cendo a Lei de Acdo das Massas), de duas caracteristicas do farmaco (afinidade
e eficacia intrinseca) e de duas caracteristicas da célula (nUmero de receptores e

capacidade de amplificagao do sinal).


https://en.wikipedia.org/wiki/Alfred_Joseph_Clark
https://www.bps.ac.uk/about/about-pharmacology/pharmacology-hall-of-fame/articles/r-p-(-steve-)-stephenson

E importante ressaltar que diferentes modelos foram propostos para
descrever a interacdo farmaco-receptor (ligacdo e efeito) ao longo da histdria
da Farmacologia, como o modelo operacional de Black e Leff (1983). Por outro
lado, durante muito tempo houve coexisténcia de dois paradigmas (selecao vs.
inducdo) em relacdo as diferentes conformagdes que podem assumir os recep-
tores: 0o modelo de Koshland-Némethy-Filmer (induced-fit, ou “ajuste induzido”)
considera que o agonista induz uma modificagao conformacional do receptor
gue se torna, entao, ativo (de certo modo semelhante ao esquema mostrado
na Figura 1), enquanto que o modelo de Monod-Wyman-Changeux, que depois
gerou 0 modelo conhecido como “de dois estados”, considera que o agonista
seleciona uma conformacdo ativa pré-existente. Atualmente, parece prevalecer
o modelo de selecdo de conformagbes (Changeux & Edelstein, 2011; Kenakin,
2013), a partir de um conjunto de conformacgdes pré-existentes diferentes mas
similares em termos de energia livre (Kenakin, 2019).

1.2. Técnica de binding: aspectos histoéricos

Ninguém melhor do que Paul
Ehrlich (1913) para enaltecer a
importancia da ligacdo do farmaco
ao seu receptor para a produgdo
dos seus efeitos, quando cunhou a
famosa frase corpora non agunt nisi
fixata (as substancias ndo atuam a
nao ser que se fixem). No escopo
deste livro, nao podemos deixar de
referenciar seu carater visiondrio
guando ilustrou de forma didatica
0 que seria o reconhecimento de
substancias exdgenas (toxinas) por

estruturas membranares das células

(side chains, Fig. 2). Figgra 2. Re.pre.sentag‘ao da .formagao de
toxinas e antitoxinas (side chains) durante o

Apesar desta figura ter sido processo de imunizacdo (Ehrlich, 1899).
inicialmente introduzida em 1899  Agradecemos a The Royal Society (Londres)
para explicar um mecanismo de pela permissdo de uso desta Figura.
depuragao de substancias toxicas

Paul Ehrlich, 1900
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(lembramos que Ehrlich foi laureado com o prémio Nobel por seus trabalhos
em imunologia), ela serve muito bem, até hoje, para ilustrar a interacdo
farmaco-receptor com suas caracteristicas de complementaridade estrutural,
localizagdo majoritariamente membranar e saturabilidade. De fato, apds ter
inicialmente relutado a ideia de receptor farmacoldgico introduzida por John
N. Langley desde 1875, Ehrlich aplicou depois seu conceito de “quimiorre-
ceptores” para farmacos (1917), o que o levou a descoberta da arsfenamina
(Salvarsan®), primeiro quimioterapico para o tratamento da sffilis, razdo pela
gual é reverenciado até hoje como o “Pai da Quimioterapia” (Noél, 2020). Seu
lema da “bala magica” (magic bullet: para uma determinada doenca, deve
haver um alvo preferencial a ser modulado por um farmaco seletivo) marcou
também de forma importante a industria farmacéutica e o processo de desco-
berta de novos farmacos.

A primeira evidéncia de possibilidade de estudo direto da ligagcao de
um farmaco ao seu receptor foi obtida por Luthi e Waser (1956) utilizando a
técnica de autorradiografia com [**C]-decametonio em diafragma de camun-
dongo (Fig. 3).

Figura 3. Autorradiografia de diafragma de camundongo com [*4C]-decameténio (Luthi &
Waser, 1956). Reimpresso com permissao da Macmillan Publishers Ltd: Nature, direitos auto-
rais 1956 (http.//www.nature.com/nature/index.htmi).
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Dez anos depois, William D.M. Paton e Humphrey P. Rang (1965)
realizaram o primeiro estudo quantitativo de binding ao medir a captac¢ao
de [3H]-atropina pelo musculo liso intestinal da cobaia. Porém, é nos anos
1970 que se observou uma explosao de trabalhos utilizando a técnica de
binding para o estudo de receptores.

A abordagem de lavagem rapida e filtragem adotada por Solomon
H. Snyder provou ser o avan¢o técnico necessario para demonstrar
conclusivamente a existéncia de receptores especificos para opiaceos
no sistema nervoso central (Pert & Snyder, 1973). Snyder desenvolveu
a seguir ensaios de radioligacao para todos os principais receptores de
neurotransmissores no cérebro. Um ano depois a ligacao do [3H]-alpren-
olol ao receptor B-adrenérgico foi reportada em fragdo membranar de
eritrécitos de sapo (Fig.4) por Robert J. Lefkowitz (Lefkowitz e cols., 1974)
cuja contribuicdo para o estudo dos receptores adrenérgicos foi recom-
pensada pelo prémio Nobel de Quimica em 2012. Em meados desta
década, foram estabelecidos os critérios necessarios para que a ligacao
de um radioligante se desse ao nivel do receptor fisioldgico (Lefkowitz e
cols., 1976; vide também Capitulo 4.)
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Figura 4. Inibic3o da ligagdo de (3H)(-)-alprenolol por antagonistas. Retirado de Lefkowitz e cols., 1974.
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Essa nova metodologia foi empregada para tratar de questdes
importantes em farmacologia, como isolamento e caracterizacdao de
receptores, alteracdes em receptores de neurotransmissores associadas
ao desenvolvimento do cérebro, tratamento farmacoldgico e transtornos
neuroldgicos e psiquiatricos, quantificagdo dos niveis de farmacos e
neurotransmissores em tecidos e fluidos bioldgicos (Bylund & Enna,
2018).

Nos anos 1990, apareceram técnicas para avaliacdao da interagao
farmaco-receptor sem a necessidade de marcacao do ligante (label-free),
como a ressonancia plasmonica de superficie (vide capitulo 3.) Em 2006,
Copeland e colaboradores chamaram a atencdo sobre a importancia que
poderia ter o tempo de residéncia do farmaco no alvo, e nao somente
a sua afinidade, para explicar o seu efeito. Este aspecto cinético é geral-
mente avaliado pela técnica de binding e sera abordado no capitulo 5.3.
Outro aspecto importante a destacar foi o advento da biologia estrutural
no processo de descoberto de farmacos. Gracgas a cristalografia de raios X
foi possivel fornecer informacgdes estruturais extremamente abrangentes
sobre a interacdo de um ligante com um alvo farmacolégico (Maveyraud
& Mourey, 2020). Este avanco tecnoldgico abriu uma avenida para a
avaliacao in silico da potencialidade de ligacao de uma substancia a um
receptor como através da técnica de docking, cada vez mais empregada
nas etapas iniciais do processo de selecao de novas substancias poten-
cialmente ativas. Um momento histdrico que podemos destacar nesta
caminhada foi a obtencdo de cristal de um complexo formado pelo
receptor B, adrenérgico e pela proteina Gs, pelo grupo de Brian K. Kobilka
recebedor do prémio Nobel de Quimica em 2012 junto com Lefkowitz
(Rasmussen e cols., 2011), o que ajudou no entendimento da relacdo
entre binding e ativacao de um receptor.

A figura 5 apresenta de forma resumida e visual algumas das desc-
obertas que consideramos importantes para o conceito da interagao
farmaco-receptor e a técnica de binding.
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Figura 5. Linha do tempo: pesquisadores com grande contribuicdo para o estudo dos recep-
tores e os ensaios de binding.
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Capitulo 2

O papel dos ensaios de binding (alvo dirigido) no
processo de descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos

Neste capitulo, reveremos alguns conceitos da interacao entre
farmacos e receptores, pelo menos os basicos que sao considerados
indispensaveis para fundamentar os ensaios de binding. Para quem
desejar mais detalhes, recomendo algumas boas revisdes disponiveis
na literatura sobre farmacodinamica quantitativa, a evolucao de alguns
conceitos e seus aspectos histéricos (Colquhoun, 2006; Rang, 2006;
Kenakin, 2013; Bylund & Toews, 2014; Kenakin, 2019).

2.1. Introducao

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos que
culmina com a aprovacao de um novo medicamento pela agéncia regu-
ladora é demorado e caro, ja que leva em média 11-13 anos e custa em
torno de 0,9-1,8 bilhdes de dodlares (Paul e cols., 2010; Haber & Spaventi,
2017), com uma probabilidade de sucesso muito pequena, estimada
em uma substancia aprovada para cada 10.000 — 100.000 substancias
iniciais. Este processo multidisciplinar pode ser didaticamente dividido
em duas fases: uma de Descoberta e outra de Desenvolvimento (Paul e
cols., 2010; Blass, 2015), claramente separadas pela eleicdo do candidato
a farmaco (Blass, 2015), para o qual é solicitada uma autorizacao para
iniciar os estudos clinicos junto a agéncia reguladora.

De forma didatica, o processo de descoberta e desenvolvimento de
farmacos pode ser dividido em sete etapas representadas na figura 6.
Utilizando-se de modelos de complexidade crescente (in silico, in vitro e,
depois, in vivo, em animais de laboratério e seres humanos voluntarios),
sao averiguadas e aperfeicoadas caracteristicas essenciais de eficacia e
seguranca, assim como farmacocinéticas e farmacéuticas (Noél & Xexéo,
2021; Noél e cols., 2021).
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Figura 6. Mapa do processo de Descoberta e Desenvolvimento de Farmacos, indicando as 7
etapas consideradas no jogo educacional Screener. Retirado de Noél & Xexéo, 2021

A descoberta de novos farmacos inicia-se na avaliacdo da atividade
bioldgica de novas substancias, quer sejam sintéticas ou de origem natural
(Haber & Spaventi, 2017). Apesar do papel histérico que os bioensaios com
tecidos/6rgdos isolados tiveram na descoberta de novos farmacos (Black,
2010), a partir dos anos 1980 a grande industria farmacéutica adotou
0s ensaios de binding para a realizacao do screening farmacoldgico, i.e., a
triagem primaria de um grande nimero de substancias para “filtrar” substan-
cias ativas, ou “hits”, como sdo chamadas em inglés (Andrade e cols., 2016).
Nestes ensaios, avalia-se a afinidade de uma substancia por um receptor
guer seja de forma direta, quando se tem o farmaco marcado radioativa-
mente (vide Capitulo 4), ou indiretamente, em ensaio de competicdo, onde
uma substancia-teste compete com um ligante radioativo de referéncia para
a ocupacao do receptor (vide Capitulo 5). Assim sendo, este tipo de ensaio
enquadra-se perfeitamente na filosofia de descoberta de farmacos guiada
pelo alvo (estratégia alvo-dirigido), de acordo com os ensinamentos de Paul
Ehrlich (corpora non agunt nisi fixata e “bala magica”, vide Capitulo 1).

As principais vantagens destes ensaios de binding sao sua sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade, facilidade de uso e o fato de nao serem
limitados por problemas de poténcia e permeabilidade (Bigott-Hennkens e
cols., 2008), além de serem mais rapidos e exigir menores quantidades de
substancias, sem falar dos problemas éticos com o uso de animais de exper-
imentagdo que caracterizavam os bioensaios classicos baseados em 6rgaos
isolados. A facilidade de robotizagdo dos ensaios de binding foi também
uma vantagem fundamental para que a grande industria farmacéutica possa
assegurar um screening suficientemente rapido (High Throughput Screening
— HTS, screening de alta vazao ou rendimento), quando foi pressionada
pela velocidade com a qual novas substancias eram sintetizadas através da
guimica combinatoria ou disponibilizadas em quimiotecas cada vez mais
numerosas e ricas em quantidade de substancias.

Além de serem importantes para selecao de hits (substancias com ativi-
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dade em ensaio in vitro), os ensaios de binding sao também essenciais para
validar os modelos de docking, ferramenta cada vez mais empregada no
planejamento racional de farmacos baseada na estrutura do receptor (Target-
Based Drug Discovery). Da mesma forma, os valores de afinidade de um
conjunto de substancias da mesma série quimica constituem informacdes
essenciais para realizacdo de estudo de Relagcdo Estrutura-Atividade, tao
importante para a otimizagao de protétipos (lead compounds). Vale ressaltar
gue os ensaios de binding podem também ajudar a elucidar o mecanismo
molecular de acdo de uma substancia (vide Capitulo 4, Capitulo 5, Capitulo 6).

Além destes ensaios classicos, ensaios de binding mais “sofisticados”
podem fornecer informacgdes importantes quanto a eficacia intrinseca de um
ligante (binding funcional — Capitulo 6.1.) ou ajudar a identificar um mecan-
ismo de modulacdo alostérica (Capitulo 6.2.). Ademais, ensaios de cinética
sao usados para avaliar o tempo de residéncia do ligante no receptor, aspecto
da interagao farmaco-receptor que vem recebendo cada vez mais atengao
no processo de descoberta de novos farmacos (Capitulo 5.3.).

2.2. Ensaio alvo-dirigido ou fenotipico?

Embora os ensaios de ligacdo ao receptor ainda sejam amplamente
usados no processo de descoberta de farmacos, muitos autores consid-
eram que o valor preditivo de tais dados por si s6 é limitado no que diz
respeito a utilidade clinica. Se contrapondo a estratégia baseada no
alvo molecular, a estratégia fenotipica visa a geracao de protdtipos de
forma empirica e agndstica em relagao ao alvo para identificar moléc-
ulas farmacologicamente ativas que funcionam por meio de mecanismos
novos. Apesar do uso cada vez mais frequente de ensaios baseados em
células para screening de novas substancias ativas (hits) na industria
farmacéutica (Williams & Sewing, 2005), dados mostram que 71% dos
novos farmacos introduzidos no mercado em 2011 e 2012 foram desco-
bertos por screening baseado no alvo, sendo os 29% restantes através de
ensaios fenotipicos (Cumming e cols., 2014). A mesma constatacao vale
para a descoberta de farmacos com novo mecanismo de agao (first-in-
class) (Eder e cols., 2014), apesar de trabalho anterior muito citado indi-
cando superioridade da estratégia fenotipica (Swinney & Anthony, 2011).
Desta forma, é importante prestar atencao no ensinamento do “mago”
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James W. Black (2010) quando se quer comparar a valia dos diferentes
tipos de ensaios a serem usados no processo de descoberta de farmacos,
com avaliagdes indo do nivel molecular (binding) ao animal, passando
pelos ensaios fenotipicos baseados em células: “Nenhum nivel de aval-
iagdo é mais informativo do que o outro. Por isso, acredito fortemente
que a farmacologia precisa ser estudada em todos os niveis, sendo que
a escolha do nivel deve ser ditada pela natureza da questdo que é feita”.
Mesmo quando se opta pelo uso de ensaio fenotipico para screening,
uma vez selecionado um novo protétipo, sempre havera necessidade
de definir seu alvo molecular, podendo ser usada a técnica de binding
para elucidar o mecanismo molecular e ndo mais como ferramenta para
sele¢do de hits (Haber & Spaventi, 2017).

O uso cada vez maior de ensaios fenotipicos baseados em células,
ocorrido a partir dos anos 2000 na industria farmacéutica (Williams &
Sewing, 2005), se deu em funcdo de algumas vantagens como a capaci-
dade de avaliar a eficacia e ndo somente a afinidade da substancia (agon-
ista vs. antagonista) ja que a funcao de receptor pode ser medida, o que
nao ocorreria com os ensaios de binding, pelo menos na sua configuragao
bdsica (vide discussdo sobre ensaios de binding funcionais no Capitulo
6.1.). Outro fator que impulsionou esta mudanca foi a adaptacdo de
metodologias de manuseio de culturas de células que permitissem um
screening do tipo HTS, sendo cada vez mais empregadas células humanas
(Berg, 2021). Além dos desafios em desenvolver mais ensaios relevantes
em termos de doenca e de 6érgaos (Berg, 2021), é necessario considerar
algumas limitagdes na questao da translacionalidade, ja que existem
diferencas entre a bioquimica funcional de células em cultura e de células
in situ, e ainda mais de células de um organismo doente. Quanto ao uso
de células recombinantes (HEK, CHO) com superexpressao de receptores,
outra ferramenta de interesse e cada vez mais empregada, sabemos que
o ambiente celular diferente, com falta de proteinas “parceiras”, pode
levar a respostas diferentes daquelas que seriam observadas in vivo.
Apesar destes desafios, o uso da estratégia fenotipica cresceu de uma
estimativa de <10% para 25-40% do portfélio de projetos de algumas
empresas (Swinney & Lee, 2020).

Podemos concluir que o ensaio de ligagcao é mais Util para a desco-
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berta de farmacos quando é usada em conjunto com ensaios fenotipicos
funcionais. Assim, o ensaio de radioligacao deve permanecer uma ferra-
menta indispensavel para a descoberta de farmacos e para caracterizar o
local e 0 mecanismo de agao (Bylund & Enna, 2018).

y Dica 2. Qual seria o papel desta técnica de binding em laboratérios
| de pesquisa na Universidade?
o)) Além de excessivamente caros para a realidade académica, os
‘ ensaios de binding robotizados do jeito que sdo feitos na industria
(HTS) apresentam falhas potenciais, sobretudo falsos negativos,
0 que pode ocorrer com maior frequéncia no caso de receptores
ionotrépicos que possuem varios sitios moduladores (Noél e cols., 2001). Tal situagdo
pode ser particularmente prejudicial quando o nimero de substancias a serem testadas
é relativamente pegueno como no caso de moléculas desenhadas racionalmente em
laboratdrios universitarios, quer seja por técnicas de modelagem molecular funda-
mentadas na estrutura tridimensional do receptor ou por biocisomerismo, por exemplo
(Barreiro & Fraga, 2008).
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Capitulo 3

Metodologias para avaliacao do
complexo farmaco receptlor

O planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor
(SBDD, acrénimo do inglés Structure Based Drug Design) comecou na
década de 1980, quando ambas a cristalografia de raios X (vide cap.1) e
a modelagem molecular foram introduzidas pela primeira vez na desc-
oberta de farmacos; na década de 1990, a SBDD havia se tornado uma
abordagem usada rotineiramente. O primeiro grande sucesso da SBDD
foi a descoberta de inibidores da protease do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV, acronimo do inglés Human Immunodeficiency Virus) contra
a AIDS, como o indinavir, da Merck Sharp & Dohme (MSD) (Ravina, 2011).
Métodos in silico baseados na estrutura do receptor, quer seja crista-
lografica ou determinada por homologia, sdo cada vez mais bem aceitos
nas primeiras etapas de projetos de descoberta de farmacos para planejar
racionalmente novos ligantes ou mesmo “filtrar” quimiotecas, fisicas ou
virtuais (Maveyraud & Mourey, 2020). Além de fornecer informacdes
precisas sobre a interacao de um ligante com seu alvo farmacoldgico, a
cristalografia de raios X permite rastrear uma biblioteca inteira de frag-
mentos gragas a sua sensibilidade para detectar ligantes de baixa afini-
dade. Nota-se que 25 anos apds seu primeiro emprego, esta estratégia
de descoberta baseada em fragmentos (fragment-based drug discovery)
é cada vez mais usada (Erlanson e cols., 2016; Maveyraud & Mourey,
2020).

No que diz respeito a avaliacao direta da interacdo entre um ligante
e um receptor, essencial em alguma etapa do processo de descoberta
de novos farmacos, observamos uma mudanca nas técnicas de deteccao
ao longo dos ultimos anos, havendo tendéncia em trocar os métodos
baseados em radioatividade por métodos baseados em sondas fluo-
rescentes, sobretudo para evitar o problema ambiental de descarte de
residuos radioativos. Assim, uma grande variedade de técnicas foi desen-
volvida para medir diferentes aspectos da fluorescéncia (Fang, 2012). Dos
mais populares, podemos citar os ensaios de fluorescéncia resolvida no
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tempo, combinada ou ndo com transferéncia de energia de ressonancia
por fluorescéncia ou bioluminescéncia (Stoddart e cols., 2016).

3.1. Técnicas baseadas em métodos fluorescentes

3.1.1. Medida direta de fluorescéncia

Alguns dos primeiros casos de uso de ligantes fluorescentes para
monitorar a ligacdo a receptores usaram anisotropia de fluorescéncia,
também referida como polarizacao de fluorescéncia, ja que a fixacao da
molécula ao receptor altera a polarizacdo da fluorescéncia (Stoddart e
cols., 2016). Nesta técnica, hd introducdo de uma sonda fluorescente na
estrutura da pequena molécula ligante de interesse, geralmente através
de um espacador longo e flexivel para evitar interferir no sitio de ligacao
do ligante. Esta alteracao na estrutura do ligante, ao contrario do que
ocorre com farmacos marcados com tritio (3H), pode alterar sua confor-
macao, suas propriedades moleculares e afetar sua atividade biolégica,
razao pela qual ainda nao temos uma quimioteca tao rica de ligantes
marcados com fluoréforo para todos os receptores de interesse.

3.1.2. Transferéncia de Energia por Ressonancia

A transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia, conhe-
cido como FRET (acrénimo do inglés Fluorescence Resonance Energy
Transfer) é a transferéncia ndo radioativa de energia de um cromdforo
doador para um croméforo aceptor e é uma fungao da distancia entre os
dois. A mesma transferéncia ndo radioativa observada com FRET pode
ocorrer quando uma enzima luciferase oxida seu substrato atuando
como o doador em vez de um fluoréforo. Isto € o que chamamos de
transferéncia de energia por ressonancia de bioluminescéncia, conhe-
cido como BRET (acrénimo do inglés Bioluminescence Resonance Energy
Transfer). Desta forma, o BRET é muito semelhante ao FRET, mas ndo
requer fonte de luz externa para excitar o doador, tendo assim um ruido
(background) muito baixo e ndo sofre de problemas frequentemente
associados ao FRET, como autofluorescéncia, dispersao de luz ou fotode-
gradacao.
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No caso do BRET, podemos citar mais duas vantagens: 1. Esta
técnica se presta muito bem a analise cinética em tempo real das inter-
acoes ligante-receptor (Stoddart e cols., 2016) aspecto que sera discutido
mais adiante (vide capitulo 5.3.). 2. Ao fixar um elemento (tag) doador
e aceptor de energia em protéinas, podemos usar um ligante teste
genuino, nao marcado, e avaliar sua capacidade em ativar um receptor
e nao somente em se ligar ao mesmo. Esta estratégia ja foi muito usada
no caso de receptores acoplados a proteina G (GPCR), como fizemos para
avaliar a capacidade de um ligante sintético original do receptor D2 da
dopamina em ativar a proteina Gi (via candnica) e/ou translocar a B-ar-
restina 2 (via ndo candnica), como ilustrado na figura 7.

& Dopamina 10 uM
-& + Haloperidol
-+ +LASSBIio-579
-+ +LQFM 037

-~ + Clozapina

-8 Dopamina
-# Haloperidol
-+ LASSBio-579
-+ LQFM 037
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-+ Quinpirol

T a0 e 8 7 & 6 -10 L’Q C'“ -t‘;‘d -GM 5 4
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Figura 7. A. Curvas concentracdo-efeito para a ativacdo de Gi (efeito agonista na via canonica
do receptor D2). O sinal de BRET foi medido 5 minutos apds estimulacdo de células HEK-293T.
B. Curvas concentracdo-efeito para inibicdo da translocacdo de B-arrestina 2 induzida por
dopamina. O sinal de BRET foi medido 5 minutos apds estimulacdo de células HEK-293T com
dopamina (10 uM). Adaptado de Silva e cols., 2019.

3.2. Métodos biofisicos

Técnicas biofisicas alternativas estdao sendo empregadas para o estudo
direto da interacdo farmaco-receptor sem necessidade de marcacao
do ligante (label-free), como a ressonancia plasmonica de superficie, a
calorimetria de titulacdo isotérmica, a termoforese em microescala e a
microscopia eletronica em temperaturas criogénicas (Fang, 2012; vide
Dica 9).
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3.2.1. Ressonancia plasmodnica de superficie

A ressonancia plasmonica de superficie (RPS) é a técnica de ligacdo
sem marcagao mais popular. A RPS emprega ondas eletromagnéticas que
viajam ao longo da interface entre um metal e um dielétrico. Estas ondas
estimuladas por luz incidente servem para detectar a ligacao de farmacos
aos receptores imobilizados em uma superficie de ouro (Fang, 2012). Esta
técnica originou-se nos anos 1980 na empresa Pharmacia que criou uma
nova empresa especialmente dedicada ao desenvolvimento de nova tecn-
ologia para biossensores e resultou no langcamento do aparelho BlAcore
em 1990 (Liedberg e cols., 1995). O uso da tecnologia de microfluidos
permitiu a miniaturizacao do sistema e medidas continuas da cinética
de associacao e dissociacao do farmaco. Assim sendo, esta metodologia
€ muito eficiente e sensivel para o estudo da cinética de ligacao de um
farmaco genuino, ndo marcado, e é muito Util para o processo de desc-
oberta de novos farmacos. A principal limitacdo desta técnica reside na
necessidade de fixacdo do receptor (que deve ser purificado) no suporte
de ouro, o que pode alterar sua conformacao e gerar valores de afinidade
diferentes dos encontrados quando o receptor esta em meio liquido.
Por esta e outras razdes parece ser uma técnica bem mais interessante
guando se quer focar em um determinado receptor do que para fazer um
screening em dezenas de potenciais alvos, por exemplo.

3.2.2. Calorimetria de titulagao isotérmica

A Calorimetria de Titulagao Isotérmica (CTI) mede a mudanca de calor
gue ocorre quando um farmaco teste se liga a uma proteina alvo, sendo
a Unica técnica que mede diretamente a entalpia de ligagdo. Como a CTlI
permite a medicado precisa da afinidade de um ligante para seu receptor
(e portanto, o calculo da energia livre de ligacao - vide cap. 6.3.), é possivel
calcular o componente entrdpico e, assim, tracar um perfil completo dos
aspectos termodinamicos da ligagdo. Em termos praticos, uma vantagem
é de poder realizar adi¢cdes sequenciais de ligante e realizar uma curva
concentracao-ligacao cumulativa dentro de um Unico experimento.
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Como toda técnica, a CTl tem suas limitagdes entre as quais podemos citar:

« Sensibilidade relativamente baixa ja que complexos nao
covalentes podem gerar entalpias muito pequenas;

« Necessidade de preparagao relativamente pura do receptor;
« Alto consumo de proteina alvo;

« Interferéncia de solventes como DMSO, frequentemente usado
para dissolver farmacos;

« Velocidade e rendimento baixos, tornando a técnica inadequada
para screening;

. Falta de informacdes sobre a cinética da ligacao.

Jaem 2001, o uso desta técnica no processo de descoberta de farmacos
foi objeto de revisao detalhada que abordou os diferentes aspectos da CTl,
tanto tedricos como praticos (Ward & Holgate, 2001). Com o advento de
microcalorimetros mais modernos, a quantidade de material a ser usado
diminuiu e a técnica se popularizou, inclusive como ferramenta de apoio
para o planejamento de novos ligantes (Paketuryte e cols., 2019). De forma
geral, uma substancia cuja afinidade depende mais de uma diminuicao
de entalpia (enthalpy-driven reaction) pode ser mais atrativa do que uma
substancia com igual afinidade dependendo de aumento de entropia
(entropy-driven reaction).

3.2.3. Termoforese em microescala

A termoforese em microescala (comumente apelidada de MST,
acronimo do inglés Microscale Thermophoresis) é uma técnica mais
recente (Jerabek-Willemsen, 2014) baseada na deteccdo de uma
mudanca de fluorescéncia em uma amostra quando é aplicado um gradi-
ente de temperatura através de um laser infravermelho. Esta mudanca
de fluorescéncia da proteina alvo (intrinseca ou obtida por ligacdao cova-
lente de uma sonda fluorescente) em funcdo da temperatura é alterada
pela ligacdo do farmaco. A MST permite estimar indiretamente as
contribuicdes entrdpicas e entalpicas para estas interacdes bimolecu-
lares receptor-farmaco através do grafico de van’t Hoff (vide Cap. 6.3.).
Outra vantagem da MST é que é uma técnica muito sensivel que permite
a medicao das interacdes diretamente em pequeno volume de solugao
(microlitros) sem a necessidade de imobilizacdo em uma superficie.
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3.2.4. Microscopia eletronica em temperaturas criogénicas

Uma revolugao na biologia estrutural ocorreu nos ultimos anos, devido
a avancos dramaticos na tecnologia de microscopia eletronica em temper-
aturas criogénicas - crio-EM. A recente revolucao na crio-EM produziu uma
explosdo de estruturas em resolucdo quase atdmica (até 1,2 angstrons
em alguns casos). Esta técnica teve um impacto profundo na descoberta
de farmacos, definindo os modos de ligagdo e mecanismos de agao de
farmacos conhecidos, e impulsionando o planejamento e o desenvolvi-
mento de novas substancias ativas (Van Drie & Tong, 2020).

Apesar de algumas vantagens oferecidas por estas alternativas,
limitagbes técnicas fazem com que o ensaio classico de binding por
filtracdo, outrora reconhecido como método de escolha no screening de
grande numero de substancias na busca de hits (de Jong e cols., 2005),
continua sendo utilizado inclusive em empresas prestadores de servicos
como a Eurofins onde a técnica de binding com radioligantes é considerada
o padrao-ouro para detectar a interacao de substancias com GPCRs.
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Capitulo 4
Ensaio de ligacao direto

4.1 Introducao

O ensaio de binding direto é a forma mais facil de obter informacgdes
sobre afinidade e cinética de ligacdo de um farmaco. A maior limitacao é
a necessidade de dispor do farmaco marcado radioativamente. Quando
o farmaco de interesse ja é classicamente usado na literatura em tais
estudos, ele pode ser obtido comercialmente com facilidade através de
empresas especializadas como a PerkinElImer® (antiga linha da empresa
New England Nuclear®) e American Radiolabeled Chemicals®, ambas
representadas no Brasil por firmas que possuem licenga para importagao
e comercializacdo de produtos radioativos no pais. Caso a substancia de
interesse seja original, como, por exemplo, uma nova substancia estu-
dada dentro de um programa de descoberta de novos farmacos, a radi-
omarcagao pode ser encomendada a estas mesmas empresas, apesar de
ser um procedimento caro.

4.2. Aspectos praticos

Antes de entrar nos fundamentos e aspectos praticos dos ensaios
propriamente ditos, iremos primeiramente tecer comentarios sobre
aspectos praticos gerais a respeito do radioligante, das fontes de recep-
tores, das metodologias para separacao do radioligante ligado e livre,
das condi¢des de incubagdo e da determinacao da ligacdao inespecifica
(Bennett, 1978). Alguns destes aspectos sao também ilustrados em
um video que apresenta 0s equipamentos que usamos assim como a
sequéncia de manipulagdes caracteristicas de um ensaio de binding.

4.2.1. O radioligante

As propriedades gerais desejadas para um radioligante é que ele
tenha alta atividade especifica (expressa em Ci/mmol) para ter um bom
sinal, mesmo se houver poucos complexos formados entre o fdrmaco e o
receptor, pureza (para evitar marcacao inespecifica), estabilidade quimica
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https://www.youtube.com/watch?v=qyXGVaJW0h0

e atividade bioldgica idéntica a substancia nativa, ndo marcada.

Geralmente se faz uso de ligantes marcados com tritio (3H), em
funcdo das vantagens que tal marcacao oferece, como: a atividade
biologica da substancia ndo é afetada pela marcagao; a atividade espe-
cifica é, geralmente, suficientemente alta (> 20 Ci/mmol), o radioligante
é estavel por meses (e até anos, dependendo da substancia, na nossa
experiéncia) desde que armazenado apropriadamente. Recomenda-se
o armazenamento no frasco e solvente originais e no freezer, a -20°C.
O solvente etanol tem certa capacidade de neutralizar radicais livres e
evita o congelamento, o que é importante, pois este aumenta a radidlise
do produto. Finalmente, o tritio possui longo tempo de meia-vida radio-
quimica (12,32 anos).

Apesar de poderem ser usados em certos casos (peptideos, por
exemplo), onde ha necessidade de atividade especifica muito elevada,
ligantes marcados com iodo (**°1) sdo pouco empregados devido aos
seguintes problemas: possivel diferenca de atividade bioldgica em fungao
da introducao de um atomo pesado na substancia de interesse; geragao
de moléculas marcadas danificadas, alto grau de radidlise e curta meia-
vida radioquimica (59,49 dias).

4.2.2. Fonte do receptor

Durante muito tempo, foram usadas exclusivamente preparacdes
membranares de 6rgdos de animais de experimentacdo (sobretudo
ratos) como fonte de receptor. A escolha do drgao e, eventualmente,
da espécie é norteada pela distribuicao do receptor de interesse, onde
se busca um 6rgao, ou parte dele, no qual o receptor esta mais concen-
trado, permitindo assim a obtencdo de uma preparagcao mais enrique-
cida no receptor alvo. No caso do receptor serotoninérgico 5-HT1a, por
exemplo, decidimos utilizar o hipocampo de rato como fonte de mate-
rial (Noél e cols., 2014) ja que Hall e cols. (1985) haviam mostrado que
a ligacdo especifica do [3H]-8-OH-DPAT, um radioligante seletivo para
este subtipo de receptor, era mais elevada do que em outras estruturas
cerebrais como cortex, estriado e tronco cerebral. Uma vez escolhido o
orgdo/tecido, opta-se geralmente por fazer uma preparacdo membranar
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a partir do homogenato (caso o receptor seja localizado na membrana
plasmatica, como em trés das quatro superfamilias de receptores fisi-
oldgicos: ionotrépicos, metabotrdpicos e receptores ligados a cinases),
com o intuito de eliminar células intactas, nucleos, mitocondrias e outras
proteinas solUveis que aumentariam a ligacao inespecifica.

Ha atualmente uma mudanca de paradigma, ao usar como fonte
de receptor células transfectadas com cDNA do receptor humano de
interesse. Apesar do maior custo e sofisticacdao técnica necessarios para
produzir a preparagao, esta técnica esta sendo cada vez mais usada nao
somente para fornecer material para estudos de binding como também
para estudos fenotipicos com avaliacdao de diversos tipos de efeitos
(celular, segundo mensageiro, etc.). A grande vantagem é de poder
trabalhar com um Unico subtipo de receptor, de origem humana, além
de poder ter altos niveis de expressao, bem acima dos fisioldgicos. De
fato, enquanto o estudo de receptores como o 5-HT1, € facilmente real-
izado em preparacgao de hipocampo de rato onde ele se encontra em alta
densidade, com o uso de um radioligante seletivo para este subtipo, é
impossivel tracar a mesma estratégia quando o receptor de interesse é
um subtipo pouco expresso e minoritario em relagao aos outros subtipos,
como € o caso do receptor dopaminérgico D4, por exemplo, para o qual
nao existe radioligante suficientemente seletivo. No caso destas células
transfectadas, € também preferivel usar uma preparagdao membranar em
vez de um homogenato.

4.2.3. Meio e condicoes de incubacao

A priori, o ideal seria realizar os estudos de binding em condi¢cdes
mais proximas possiveis do contexto fisioldgico, quer seja de pH, temper-
atura e composicao do meio.

pH: Exceto para um eventual ensaio de ligacao a receptores intrace-
lulares, quando se pode escolher um pH de 6,8, o pH é normalmente
ajustado para 7,4 quando se estuda receptores inseridos na membrana
plasmatica.
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Temperatura: Enquanto parece dbvia a escolha pela temperatura de
37°C (a priori, ideal para o estudo de receptores humanos ou de organ-
ismos homeotérmicos), podemos observar que varios trabalhos foram
realizados numa temperatura de 25°C (temperatura “ambiente”) ou
mesmo de 4°C, geralmente sem discussao sobre a razao desta escolha.
A temperatura ambiente (pouco rigorosa como informacao e de dubia
reprodutibilidade) talvez se devesse a maior facilidade de trabalhar,
sobretudo quando se usa placas de 96 pocos ou mais, em HTS. A temper-
atura de 4°C poderia se justificar no caso de substancias (como neuro-
transmissores) que podem ser substratos de transportadores ativos os
guais sao muito sensiveis a temperatura: assim, baixando a temper-
atura se evitaria uma marcacao dos transportadores, favorecendo assim
a ligacdo aos receptores. Em outros casos, esta baixa temperatura foi
usada porque a afinidade dos farmacos era maior nesta temperatura,
como no caso da ligacao de benzodiazepinas ao receptor GABA, (Speth
e cols., 1979). Caso nao se use a temperatura fisioldgica, é importante
estar ciente de que a afinidade pode mudar em fun¢do da temperatura, e
de forma diferente para diversos farmacos (vide Capitulo 6.3.). Por outro
lado, podemos escolher realizar experimentos em diferentes temper-
aturas para ganhar informagdes sobre a termodinamica da rea¢dao, como
discutido mais adiante (vide Capitulo 6.3.).

Meio de incubagao: na pratica, a questdao do meio fisioldgico ndo é tao
simples ja que trabalhamos com suspensao de pedacos de membranas,
nao havendo, portanto, distincdo entre um meio intracelular e extracelular.
Por esta razao, muitos experimentos de binding sao realizados em meios
artificiais contendo somente um tampao (ex: Tris-HCI 50 mM), eventual-
mente com algum ion e um agente quelante como o EGTA. A questao dos
ions sera abordada em capitulo posterior tendo em vista sua importancia
nos ensaios de binding funcional (vide Capitulo 6.1.). Outro aspecto inter-
essante neste quesito é o fato do ion Na*facilitar a ligacao de diferentes
neurotransmissores a sistemas de captacao, sendo assim imprescindivel
caso se queira avaliar a ligacdo a estes transportadores ou, ao contrario,
indesejavel se o alvo do estudo for o receptor (neste caso, iremos preferir
dificultar a ligacdo do farmaco ao transportador). Ademais, o ion Na* pode
influenciar diferentemente a ligacdo de agonistas e antagonistas de recep-
tores acoplados a proteina G (vide Capitulo 6.1.). Desta forma, é impor-



tante avaliar de forma critica a composicao do meio de incubac¢ao quando
se quer comparar dados obtidos em laboratdrios diferentes.

4.2.4. Separacao do radioligante ligado e livre (Bound - Free)

Pelo método classico de ensaio de binding com radioligante, uma
etapa importante é a separacao do ligante ligado ao receptor (a ser quan-
tificado) do ligante livre (que sempre estard em excesso — vide Dica 3).
Nesta etapa, deve-se ter cuidado para que a separagao seja completa e
rapida para evitar que o complexo radioligante-receptor se dissocie, ja
que a reagao é reversivel na maioria dos casos.

O método mais utilizado e considerado como padrao-ouro é a
filtracdo a vacuo (Fig. 8), pois permite uma lavagem eficiente e rapida (em
poucos segundos, por exemplo, com 3 x 5 ml de tampao). Ademais, o uso
de tampao gelado diminuira a velocidade de dissociagdo do complexo
radioligante-receptor. Por outro lado, o método de centrifugacdo é muito
mais trabalhoso e menos eficiente, havendo a possibilidade de sequestro
de moléculas de radioligante livre dentro do pellet, que sera depois
ressuspenso e submetido a contagem de radioatividade. Assim sendo,
esta opcao de técnica de separacao somente é usada em casos muito
particulares como dissociacao extremamente rapida do complexo farma-
co-receptor ou alta ligacao inespecifica ao filtro.

Mais recentemente, apareceram ensaios como o de proximidade
de cintilacdo (Scintillation Proximity Assay - SPA) que nao necessitam
de separacao fisica do radioligante livre, o que facilitou muito o uso de
ensaios de radioligacao em plataformas de HTS. A chave para esta tecno-
logia é a capacidade de incorporar cintilantes em microesferas contendo
o receptor imobilizado na sua superficie. Desta forma, o ligante livre em
solucdo no meio de incubacgao estara distante demais do cintilante para
poder excita-lo devido ao fenbmeno de quenching que ocorre em meio
aquoso (Blass, 2011). Infelizmente, esta técnica é mais cara, o que pode
ser limitante para um laboratério académico.
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Figura 8. Esquema ilustrando o processo de incubacdo e filtracdo a vacuo para separar o
complexo radioligante (*L)- receptor (R) (*LR, retido no filtro) do radioligante livre (*L).

4.2.5. Determinacao da ligacao inespecifica (“nao especifica”)

4.2.5.1. Conceito

Além de se ligar ao receptor (sinal a ser medido), o radioligante é
capaz de se ligar de forma inespecifica a componentes bioldgicos da
preparacao (ou até aos filtros). Assim, como em qualquer medida, o valor
bruto deve ser diminuido de um valor “basal” para obter o valor do sinal
especifico que corresponde ao fendmeno estudado (ligacdo ao receptor),
conforme a seguinte equacao:

LEquacao2 T=S+NS

Onde: T = ligacdo total (Total binding), S = ligacdo especifica (Specific binding) ao receptor e NS
= ligacdo inespecifica (Non Specific binding).
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A ligacao inespecifica € medida na presenca de um excesso de ligante
nao radioativo que se liga ao mesmo receptor (e mesmo sitio de ligacao)
gue o radioligante. Idealmente, este competidor deve ser uma substancia
guimicamente diferente do préprio ligante marcado e deve ser usado em
concentracao suficientemente elevada (pelo menos 100 vezes seu Kjy),
para ter certeza de ocupar todos os receptores e assim assegurar que a
radioatividade remanescente corresponda somente a ligacao inespecifica
(aquela que nao corresponde a uma ligacdao ao receptor). Este procedi-
mento tem como base o fato da ligacao ao receptor ser, por natureza,
saturavel e, portanto, sujeita a competicdo que se fara obedecendo a lei
de acdo das massas (concentragdes relativas dos competidores) assim
como a relagdo entre as afinidades relativas dos competidores. Por outro
lado, a ligagao inespecifica é considerada como sendo nao saturavel,
impedindo assim que o competidor nao marcado possa deslocar o radi-
oligante destes sitios (Fig. 9).
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Figura 9. Experimento de saturacdo. A ligagdo especifica ao receptor (ligagao saturavel, S) é
determinada ao subtrair ponto a ponto a ligacdo inespecifica (NS, ndo saturavel) da ligagdo
total (T). Simulagdo com valores arbitrarios.

-~

— 34




4.2.5.2. Natureza da ligacao inespecifica (NS)

O valor da ligacdo inespecifica pode variar muito em funcdo das
caracteristicas quimicas do radioligante, como, por exemplo, sua lipofil-
icidade. De fato, a ligacdo inespecifica aos componentes bioldgicos da
preparacao (e.g., fosfolipidios) é geralmente maior com os radioligantes
mais lipossoluveis. Outro fator que pode contribuir para o valor da ligagao
inespecifica é o radioligante livre que nao foi lavado eficientemente, ou
que ficou ligado ao filtro.

4.2.5.3. Lavagem e uso de antiadsorventes

Para diminuir o valor da ligacao inespecifica, recomenda-se lavar o
filtro vérias vezes com pequeno volume de tampao gelado (geralmente
algo como 3 x 4-5 ml). Caso o valor da ligacdo inespecifica seja alto,
pode-se tentar diminuir a ligacao inespecifica ao filtro. Como usamos
geralmente filtros de fibras de vidro (material com cargas negativas),
substancias carregadas positivamente podem ficar adsorvidas no proprio
filtro. Neste caso, o tratamento dos filtros com uma solugao de polietile-
noimina (PEl) a 0,5% neutralizara estas cargas e diminuird o componente
da ligacao inespecifica proveniente da ligacdo ao filtro, como usamos
para ligacdo de [3H]-cetanserina ao receptor 5-HT,a de cérebro de rato
(Neves e cols., 2010).

4.2.6. Determinacao da quantidade de proteina

Na fase de validacao do método, vale a pena verificar a capacidade
maxima de proteina que se pode filtrar. De fato, esta quantidade maxima
ira variar em fungao da superficie do filtro (unidades de filtracdao clas-
sicas acomodam filtros com diametro de 24 a 25 mm, muito maior do
que em placas de 96 pocos). Ademais, esta capacidade de retencao varia
também muito em fungao do tipo de filtro de fibras de vidro, como sua
espessura e trama: com filtros do tipo GF/B da Whatman® podemos usar
uma quantidade de proteinas um pouco maior do que com filtros do tipo
GF/C, por exemplo, para os quais verificamos haver saturagdo dos filtros,
e perda de material através da trama do mesmo, quando se usa mais de
200-250 pg proteina por filtro.



No caso de filtros de nitrocelulose (pouco usados para experimentos
de binding), é a porosidade dos mesmos que determina a capacidade de
retencao (muito menor), como no caso dos filtros HAWP 29325 (Milli-
pore®) de 0,45 um de porosidade que usavamos em experimentos de
captacao de #°Ca?* (Cunha e cols., 1992).

4.3. Ensaio de saturacao no equilibrio

A determinacao da afinidade de um ligante ao seu receptor e do
numero de receptores em uma preparagao se faz através do experimento
de saturagdo, no qual se aumenta a concentragao do ligante manten-
do-se uma quantidade fixa de proteina. Para poder aplicar a equagao
de Hill-Langmuir (vide Figura 1), é imprescindivel que tal experimento
seja feito no equilibrio. Assim sendo, deve-se realizar primeiramente um
experimento avaliando a ligacdo do radioligante em funcdo do tempo
(time-course), como ilustrado na Figura 10, para se determinar o tempo
a ser escolhido para o experimento de saturacdo. Nota-se que devemos
utilizar uma baixa concentracdo de radioligante para este ensaio de
cinética (idealmente a menor concentracdo a ser usada no ensaio de satu-
racdo), ja que a velocidade com a qual se alcanca o equilibrio aumenta
com a concentragao.

mﬂ:;; 30 60 90 §\\\\§m
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Figura 10. Evolucdo temporal da ligagdo especifica (Time-course). Simulacdo com valores arbi-
trarios de contagem (CPM = Counts Per Minute).
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O experimento de saturacao é feito ao aumentar a concentracao
do radioligante, respeitando-se a progressao logaritmica tradicional-
mente usada em farmacologia (ex: 1, 3, 10, 30 nM, etc.). Nota-se que é
necessario avaliar o valor da ligacdo inespecifica para cada concentragao
de radioligante usada. Alternativamente, podemos utilizar um método de
saturacao por diluicdo isotdpica (cold saturation binding study) quando a
concentracao do radioligante é fixa, mas adicionamos concentracdes cres-
centes do ligante ndo marcado para variar a concentragao total do ligante
(Bigott-Hennkens e cols., 2008). Este procedimento permite uma grande
economia de radioligante, ainda mais porque s ha uma concentracao de
radioligante a ser avaliada quanto a ligacao inespecifica. Esta diminuicao
do nimero de “tubos/pocos” para se avaliar a ligacdo inespecifica diminui
também drasticamente a quantidade de preparacao necessaria, o que é
muito relevante quando se tem pouco material biolégico, como no caso
de pequenos parasitos, por exemplo, (Mendonga-Silva e cols., 2002), ou
de células transfectadas (Pompeu e cols., 2013), caras em termos de custo
se importadas ou em termos de trabalho se transfectadas e mantidas
no laboratério. Nota-se que sempre usamos esta estratégia de diluicdo
isotdpica no nosso laboratorio.

Dica 3. Zona A. Idealmente, o estudo de ligacdo deve ocorrer
na chamada zona A, onde menos de 10% do radioligante esta ligado
no equilibrio, para que haja minima alteracdo da concentracdo do
radioligante livre no decorrer da incubacdo. Desta forma, podemos
considerar que a concentracdo livre do radioligante continua igual
a concentracdo nominal introduzida no meio no inicio da reacdo,
durante todo o experimento. Temos que ter cuidado se usarmos
concentra¢Bes elevadas de receptor e/ou volumes pequenos de
meio de incubagdo. O problema ocorre frequentemente com radioligante de alta afinidade (< 1
nM), quando se deve fazer um cdlculo simples de qual é a fragdo do radioligante livre no final do
experimento. Para tanto, é so verificar a quantidade de CPM (Counts Per Minute) do tubo total
que foi recuperada no filtro e dividir pela quantidade de CPM que foi colocada no tubo (geral-
mente calculada através da medida de CPM numa aliquota do meio contendo o radioligante,
antes da adicdo da proteina). Caso haja (muito) mais de 10% de radioligante ligado ao receptor no
equilibrio, a concentracdo de radioligante livre serd menor do que a planejada, e se subestimara
a constante de dissociagdo, a ndo ser que se faga uma correc¢do para cada concentragdo.

Nota-se que a problematica pode ser maior nos estudos de HTS, quando se usa placas de
384 ou mesmo de 1536 pocos, ja que a capacidade (volume) dos pocos é mais limitada (até cerca
de 200 pl para placas de 384 pogos e poucas dezenas de pl para placas de 1536 pocos).




Para respeitar a regra geral de haver pelo menos trés concentragdes para cada
parametro (Kenakin, 2009), o nimero de concentragdes deveria ser > 6, sendo
recomendado pelo menos trés concentragdes abaixo e trés acima do Ky e uma
igual ao Ky. Como pode-se ver na Figura 11, onde foi feita uma simulagdo de curva
de saturacdo para ligante com Ky de 2,5 nM, o uso destas concentragdes permite
uma boa avaliacdo da curva tanto na parte inferior como superior.

4.3.1. Curva de saturacao simples (uma populagao homogénea
de sitios de ligacao): representacao grafica e analise

Em termos de representacao grafica, os dados de saturacao obede-
cendo a equac¢do de Hill-Langmuir (vide Figura 1) podem ser repre-
sentados na forma de curvas concentracao-ligacao, aos moldes das clas-
sicas curvas concentracao-efeito, quer seja usando uma escala aritmética
(Fig. 11A) ou logaritmica (Fig. 11B) para as concentragoes.

Ligagao
(pmolimg proteina)
Ligagédo
(pmolimg proteina)

0 2'0 4.0 6.0 8‘0 160
[Ligante], (nM)

[Ligante], (nM)

Figura 11. Andlise de dados de satura¢do na presenca de uma Unica populagdo de receptores. Dados
tedricos foram gerados utilizando a equagdo de Hill-Langmuir (vide Figura 1, Equacdo 1A) e os seguintes
parametros: By = 316 pmol/mg proteina e K4 = 2,5 nM. Notem que as curvas se apresentam como
hipérbole retangular (A) ou sigmoide (B), dependendo da escala usada na abscissa (aritmética ou loga-
ritmica, respectivamente). As curvas foram geradas com o programa GraphPad Prism 6.01.

Outra representacao, conhecida como grafico de Scatchard (Fig. 12) e
limitada ao campo do binding, é também muito usada para representar os
resultados dos experimentos de saturacao. Historicamente, devemos esta
representacdo ao quimico George Scatchard (1949) cuja intencao original
eratransformaraequacao bimoleculartradicional paraque dadosdeligacao
de pequenas moléculas a proteinas se tornassem lineares e pudessem ser
analisados por regressao linear (Equacao 3). Tal estratégia de linearizacdo
de dados havia sido feita anteriormente por Lineweaver & Burk (1934)



para transformar a equacao de Michaelis-Menten que descreve o efeito da
concentracao de substrato sobre a velocidade de uma reagao enzimatica
(vide Capitulo 7 para discussao sobre regressao linear e ndo linear).

Jquacio 3 [B] /[L]=(-1/Kg) [B] + Bmax / Kg

Onde: B = ligante ligado (Bound); L = ligante livre; K4 = constante de equilibrio de dissociacdo
e B ax = ligagdo maxima (nimero de sitios de ligagdo).

Apesar de ndo se poder mais aceitar uma analise puramente grafica para
o cdlculo dos parametros Ky e Bnay, 0 grafico de Scatchard continua sendo
bem aceito para representacao dos dados experimentais devido a facilidade
da sua interpretacao. De fato, como exemplificado na Figura 12A, o valor de
Bmax € obtido na abscissa, no ponto de intersecao com a reta, enquanto a
inclinacdo da reta é diretamente proporcional a afinidade (ja que é igual a
-1/Ky). Desta forma, é facil comparar diferentes ligantes como exemplificado
na Figura 12B, onde podemos concluir que o farmaco hipotético B tem uma
afinidade menor do que A (inclinagdo menor), provavelmente para o mesmo
receptor da mesma prepara¢ao (mesmo B,x) enquanto o radioligante C,
apesar de ter afinidade igual a A (mesma inclinacdo), se liga a outra popu-
lacdo, menor, de receptores (Bmax menor).
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Figura 12. Grafico de Scatchard. A: os dados tedricos da Figura 11 foram representados de
acordo com a equacao de Scatchard. B: Curvas tedricas correspondendo a outros dois farma-
cos (B e C) sdo representadas para ilustrar diferencas de nimero maximo de sitios de ligagdo
(C) ou afinidade (B), em relacdo ao farmaco A. As curvas foram geradas com o programa
GraphPad Prism 6.01.



Qualquer que seja a representacao grafica escolhida (Fig. 11A, 11B
ou 12A), os parametros K4 e Bmax devem ser obtidos por regressao nao
linear dos dados nao transformados para evitar viés estatistico (vide
Capitulo 7).

4.3.2. Curvas de saturacao atipicas (graficos de Scatchard
nao lineares)

Em certos casos, as curvas de saturagao podem ser mais complexas,
0 que é mais facilmente detectado na representacao de Scatchard, pela
falta de linearidade, configurando outra vantagem desta representacao.
De fato, diferentes situacdes podem levar a obtencdo de graficos de
Scatchard curvilineos, como discutido a seguir.

4.3.2.1. Graficos de Scatchard concavos

A principal causa deste tipo de desvio a equacgao bimolecular simples
(vide Figura 1, Equacao 1A), e, portanto, a obtencdao de graficos de
Scatchard lineares, é a presenca de mais de um subtipo de receptorao qual
se liga o radioligante, com afinidades diferentes. Para mostrar a influéncia
de tal fendbmeno sobre as representacdes graficas de ensaios de satu-
racao, simulamos a situacao hipotética da presenca de duas populagdes
de receptores, sendo uma minoritaria contribuindo com 16% dos sitios
de ligacao, e do uso de um radioligante apresentando uma afinidade 50
vezes maior para esta subpopulacdo de receptores. Como podemos ver
na Figura 13A, é praticamente impossivel detectar tal desvio da situacao
habitual (hipérbole retangular correspondendo a uma unica populacao
de sitios, ou um radioligante nao seletivo para duas populag¢des) quando
os dados sao representados na forma de curva concentragao-ligacao.
Por outro lado, o grafico de Scatchard permite evidenciar claramente tal
desvio, ainda dando pista quanto ao possivel mecanismo pelo aspecto
concavo da curva (Fig. 13B).
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Figura 13. Andlise de dados de saturacdo na presenca de duas popula¢des de receptores e de
um radioligante seletivo. Dados tedricos foram gerados utilizando a equacdo correspondendo
a soma da ligacdo aos dois receptores, e 0s seguintes parametros: sitios de alta afinidade com
Bmaxde 57 fmol/mg proteina e K4 de 0,05 nM; sitios de baixa afinidade com By,ax de 316 fmol/
mg proteina e Ky de 2,5 nM. A: representacao classica (curva concentracgdo-ligacdo); B: grafico
de Scatchard. As curvas foram geradas com o programa GraphPad Prism 6.01.

A Figura 14 mostra um experimento ilustrando esta situacao, quando
aavaliacdo daligacdo da [3H]-ouabaina no Schistosoma mansoni, permitiu
evidenciar a presenca de duas isoformas da Na*,K*-ATPase neste parasito
(Souto Pardon e Noél, 1994).

Uma segunda possibilidade geradora de grafico de Scatchard
concavo é a presenca de interacdo entre diferentes sitios de ligacdo local-
izados no mesmo receptor, quando a ligacao de uma molécula de radioli-
gante em um dos sitios diminui a afinidade para ocupacao do outro sitio,
fendmeno chamado de cooperatividade negativa. Um exemplo classico
é o do receptor da insulina (De Meyts e cols., 1973).

Fora isso, diversos artefatos experimentais podem também levar a
este tipo de grafico, como definicdo incorreta da ligacao nao especifica
ou heterogeneidade do radioligante, o que pode ocorrer em fungao de
radidlise e aparecimento de produtos de degradacgao. Tais possibilidades
devem ser apuradas para descartar este tipo de artefato.
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Figura 14. Gréfico de Scatchard para ligacdo da [*H]-ouabaina em homogenato de Schistosoma
mansoni. Os dados de ligacdo especifica foram analisados por regressdo nao linear utilizan-
do-se o modelo de duas populacdes de sitios diferentes. Os parametros obtidos foram: sitios
de alta afinidade com Bya¢ de 0,123 + 0,027 pmol/mg proteina e Kg de 0,241 + 0,076 uM; e
sitios de baixa afinidade com Byax de 1,55 + 1,11 pmol/mg proteina e K4 de 2,34 + 0,21 uM.
Adaptado de Souto Pardon e Noél, 1994.

4.3.2.2. Graficos de Scatchard convexos

Este caso, menos frequente, pode ser observado em casos de
cooperatividade positiva, os quais tém sido relatados para recep-
tores ionotropicos, entre os quais os glutamatérgicos. Como exemplo,
mostramos na Figura 15B o grafico de Scatchard obtido em ensaio de
saturacdao com o acido cainico para marcar os receptores glutamatérgicos
do tipo cainato em cerebelo de galinha. Pode-se observar claramente o
aspecto convexo do grafico, enquanto que a representacao dos dados
nao transformados parece normal (Fig. 15A), mais uma vez ilustrando
uma das caracteristicas da representacdao de Scatchard na identificacao
de comportamentos atipicos.

€
3 -



A B
0.3
5 - )
E 1004 o £ '
8 > 2 0.2
00 2350
82 38 :
o2 o
= E 50+ °
-3 IE_E. 0.14 .
£ a4
g E
= [ ]
0 - w 0.0 . : . . r .
1 10 100 1000 0 20 40 60 80 100 120
[KA], (nM) Ligado (pmol / mg proteina)

Figura 15. Grafico de Scatchard para ligacdo do [3H]-cainato em preparagdo de cerebelo de
galinha. A curva tedrica foi obtida usando-se os parametros calculados por regressdo nao
linear a partir dos dados ndo transformados utilizando o modelo de Hill (vide Capitulo 5.2.2.2.).
Bmax = 125 * 7 pmol/mg proteina; K4 = 324 + 34 nM e coeficiente de Hill (ny) = 1,14 + 0,02.
Adaptado de Noél e cols., 2001. KA (kainic acid): 4cido cainico.

4.4. Ensaios cinéticos: k4] e k.1

4.4.1. Reacoes bimoleculares simples (uma populacao de
sitios de ligacao)

4.4.1.1. Cinética de associacao

Para avaliar as constantes de velocidade de associacao e dissociagao,
precisamos primeiro realizar um experimento avaliando a ligacao do radi-
oligante em funcao do tempo (time-course), como ilustrado na Figura 16A.

Estes dados sao preferencialmente analisados, sem transformagao,
através da técnica de regressao nao linear (vide Capitulo 7) utilizando o
modelo de associagdo monoexponencial (Equacao 4, GraphPad Prism 6.01)

0 que permite obter a constante aparente (“observada”) de velocidade de
associacao (kops)-

Equacao i Bt=Beq . (1-€ (kobs - t))

Onde: B; € a quantidade de radioligante ligado especificamente no tempo t e B¢ € o ligante
ligado no plat6.
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Nota-se que ainda podemos encontrar na literatura representaces
lineares desta equacao, onde ks € obtido pelo valor do coeficiente angular
da reta, como mostrado na Figura 16B.
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Figura 16. Cinética de ligacdo do [3H]-flunitrazepam (0,2 nM) a sinaptossomas de cérebros de
ratos. A. A curva foi ajustada através de regressdo ndo linear utilizando o modelo de associa¢ao
monoexponencial. B: andlise alternativa, para linearizacdo dos dados e uso de regressao linear,
atualmente em desuso (vide Capitulo 7): grafico de Ln [Beq / (Beq- Bt)] em fungdo do tempo,
onde: kops € a inclinacdo da reta; By € a quantidade de radioligante ligado especificamente no
tempo t, Beg € o ligante ligado no platd. Adaptado de Lopes e cols., 2004.

Para se calcular a constante de velocidade de associacao (k) é preciso
utilizar a equacdo 5 (Bennett, 1978) e o valor da constante de velocidade
de dissociacdo, determinada em ensaio independente (vide a seguir).

Jquacao 3 ki1 = (kobs —k-1) / [L]

Onde: k41 é a constante de velocidade de associacdo; kqps € a constante aparente (“obser-
vada”) de velocidade de associa¢do; k.1 € a constante de velocidade de dissociagdo e [L] é a

concentracao (livre) de ligante.
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4.4.1.2. Ensaio de dissociagdo

Apds alcancar o equilibrio (plat6), adiciona-se um pequeno volume
(1%) de ligante competidor ndo marcado, em alta concentragao, de tal
forma que o radioligante se tornaincapaz de se reassociar ao receptor. Desta
forma, podemos acompanhar a dissociacao do complexo radioligante-re-
ceptor em funcdo do tempo. Os dados sao analisados por regressao nao

linear utilizando o modelo de decaimento monoexponencial, conforme
equacao 6.

quacao 6 Bt=Bg.el k1.1

Onde: B; é a quantidade de radioligante ligado no tempo t (tg = tempo no qual se iniciou a
dissocia¢do); By é a quantidade de radioligante ligado no equilibrio, logo antes de iniciar o
processo de dissociagdo (tp); k.1 € a constante de velocidade de dissociag¢do.

Notem que as curvas de decaimento se apresentam como monoexpo-
nencial (Fig. 17A) ou reta (Fig. 17B), dependendo da escala usada na orde-
nada (aritmética ou logaritmica, respectivamente).
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Figura 17. Cinética de dissociacdo. Os dados sdo representados por uma monoexponencial
decrescente se usar escala aritmética (A), ou por uma reta se usarmos uma escala logaritmica
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(B). As curvas tedricas foram geradas com o programa GraphPad Prism 6.01. C e D: Cinética
de dissocia¢do da [3H]-ouabaina do seu sitio de ligagcdo na Na*,K*-ATPase em preparacio de
ducto deferente de rato, representada em escala aritmética (C) e logaritmica (D). Adaptado
de Noél e cols., 1998.

4.4.2. Curvas de dissociacao atipicas

4.4.2.1. Multiplicidade de sitios de ligagao

Quando o radioligante se liga a duas populacdes de receptores,
com afinidades diferentes, a curva de dissociacao apresenta um aspecto
curvilineo, e ndo linear, quando representada em escala semilogaritmica,
como ilustrado na Figura 18 para o caso da ligacdo da [3H]-ouabaina a
Na*,K*-ATPase de Schistosoma mansoni.

100
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10 T T T T
0 20 40 60 80
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Figura 18. Cinética de dissociacdo da [3H]-ouabaina em homogenato de Schistosoma mansoni.
Os dados de ligacdo foram analisados por regressao nao linear utilizando-se o modelo de
duas populagdes de sitios. Os parametros obtidos foram: 43 + 7% de sitios de baixa afinidade
(dissociagdo rapida: k.q = 0,10 + 0,05 min-1) e 51 * 7% de sitios de alta afinidade (dissociacdo
lenta: k.q = 0,018 *+ 0,002 minl). Nota-se que estas porcentagens ndo correspondem as
densidades dos receptores na preparagao, mas as propor¢oes dos dois sitios marcadas pela
[3H]-ouabaina 70 nM, uma concentrag¢do baixa que privilegia a ligacdo aos sitios de maior
afinidade (vide Figura 14). Adaptado de Souto Pardon e Noél, 1994.
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4.4.2.2. Cooperatividade

Existe pelo menos outra situacao na qual podemos obter curvas de
dissociacao curvilineas (em escala logaritmica): a existéncia de cooper-
atividade entre sitios de ligacdo pertencendo a mesma proteina. Este
fendmeno ocorre quando a afinidade do ligante para um sitio é aparen-
temente aumentada (cooperatividade positiva) ou diminuida (cooper-
atividade negativa) pela ligacdo de uma molécula deste ligante a outro
sitio da proteina.

Este fendbmeno deve ser suspeitado caso o ensaio de dissociacao
seja realizado por competicao (conforme sugerido no Capitulo 6.2.).
Uma forma simples de avaliar o mecanismo responsavel pela aparéncia
curvilinea da curva de dissociacao é comparar a dissociacao obtida por
competicao e por diluicdo (diluicdo de pelo menos 50 vezes com meio
desprovido de radioligante).

Caso a dissociagao seja mais rapida quando estimulada pela adi¢ao
de alta concentracdo de ligante (competicao) do que por simples diluicao,
deve-se pensar na presenca de cooperatividade negativa: a ocupacao
de um sitio por um ligante ndao marcado diminui a afinidade do radioli-
gante para o outro sitio, o que geralmente se traduz pelo aumento da
sua velocidade de dissociacao. Um exemplo classico é o do receptor da
insulina (De Meyts e cols., 1973), que também gerou grafico de Scatchard
atipico (vide Capitulo 4.3.2.).

Por outro lado, uma dissociacao mais lenta quando é desencadeada
por competicdao do que por simples diluicao, sugere uma cooperatividade
positiva: a ocupac¢ao de um sitio alostérico por um ligante ndao marcado
aumenta a afinidade do radioligante pelo outro sitio o que se traduz por
uma maior estabilidade do complexo radioligante-receptor. O exemplo
classico é da ligacdo do oxigénio na hemoglobina (Koshland e cols., 1966).
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4.5. Aplicacoes

4.5.1. Descoberta de farmacos: avaliacio do mecanismo de
acao molecular de novos protétipos (lead compounds)

Em projeto de descoberta de farmacos, uma vez eleito o protétipo é
comum fazer a radiomarcagdao do mesmo para poder avaliar diretamente
sua afinidade (através do Ky) assim como suas constantes de velocidade
de associacdo (k.1) e dissociacdo (k.1). Desta forma, podemos obter duas
informagdes importantes:

- Determinar se o valor da constante de dissocia¢dao obtido no exper-
imento de saturacdo é igual ao valor da razdo entre as constantes de
velocidade ja que, por definicdo, Ky = k.1 / ki1 (vide Figura 1). Desta forma,
verifica-se a coeréncia dos valores obtidos podendo afastar a presenca de
fatores complicadores ou de artefato;

- Determinar o tempo de residéncia do farmaco no receptor, aspecto
cada vez mais relevante em projetos de descoberta e desenvolvimento de
farmacos, como discutido no Capitulo 5.3.

Nota-se que a radiomarca¢dao de um protoétipo é também necessaria
para poder estudar a sua distribuicdao tecidual em duas espécies animais,
gue deve constar da documentacao a ser entrega a FDA (Food and Drug
Administration, agéncia reguladora dos Estados Unidos da América) para
solicitar autorizacdo para iniciar os estudos clinicos (New Drug Applica-
tion). Para os interessados no processo de descoberta e desenvolvimento
de farmacos, este estudo de distribuicao tecidual € uma das 29 tarefas a
serem executadas no jogo SCREENER (Noél & Xexéo, 2021).

4.5.2. Avaliacio de alteracdes de afinidade e/ou nimero de
receptores: estudo em doencas, ontogenia e envelhecimento
ou distribuicao no organismo.

- Doenga: Muitas informagdes sobre doencas foram obtidas por
estudos de binding realizados post-mortem. Como exemplo, foi mostrado
gue a densidade de ambos os receptores dopaminérgicos D, e D, estava
elevada no estriado de doentes com a doenca de Parkinson quando virgens
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de tratamento farmacoldgico. Ao contrdrio, na esquizofrenia, somente a
densidade dos receptores D, estava aumentada (Pearce e cols., 1990).

O mesmo tipo de estudo é utilizado para evidenciar alteracao de
afinidade e/ou niumero de receptores em modelos experimentais visando
estudar a plasticidade dos receptores apos situagdes como desnervagao,
como ilustrado na Figura 19, onde mostramos que o numero de sitios de
ligacao de alta afinidade para ouabaina diminuia drasticamente no ducto
deferente de rato, 14 dias apds sua desnervagao (Quintas e cols., 2000).
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Figura 19. Gréfico de Scatchard para ligacdo especifica de [3H]-ouabaina em preparacio
bruta de ducto deferente de ratos Wistar adultos: grupo controle e tratado (14 dias apds
desnervagado cirurgica). Adaptado de Quintas e cols., 2000. Para interpretacdo de graficos de

Scatchard, consulte a Figura 12.

Ontogenia e envelhecimento:

Os mesmos ensaios de saturacao podem ser usados para avaliar possiveis
alteracOes de receptores (em nimero ou sensibilidade ao fdrmaco) durante
o desenvolvimento e envelhecimento. Para ilustrar esta aplicagao, a Figura
20 mostra que o numero de sitios de ligacao da [3H]-ouabaina é 3-4 vezes
menor no coragao de ratos adultos quando comparado com ratos neonatos,
sem que haja mudanca de afinidade (Lopez e cols., 2002).
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Figura 20. Grafico de Scatchard para ligacdo especifica de [3H]-ouabaina a preparag&es brutas
de coragdo de rato recém-nascido (neonato, 24 h) e adulto (3 meses). Cada ponto é a média
das determinag¢des em triplicata num experimento tipico. Adaptado de Lopez e cols., 2002.
Para interpretacdo de graficos de Scatchard, consulte a Figura 12.

- Distribuicao de receptores no organismo:

Estudos de saturacdo podem ser usados para estabelecer a densidade
de um determinado receptor em diferentes estruturas de um organismo.
Este tipo de levantamento é muito util para nortear a escolha do tecido
(vide Capitulo 4.2.2.) a ser usado como fonte de receptor para estudos de
binding, quer seja em screening de novas substancias (vide Capitulo 5.2.) ou
para estudar mais detalhadamente as caracteristicas de ligacao de um radi-
oligante a um receptor. Um bom exemplo disso é o trabalho que permitiu
concluir que o hipocampo era mais adequado do que outras estruturas do
cérebro de rato como cortex, estriado e tronco cerebral para o estudo dos
receptores 5-HT54 com o radioligante [3H]-8-OH-DPAT (Hall e cols., 1985).
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apitulo 5

Ensaio de ligacao indireto
(com substancias testes nao marcadas)

“Sonhe grandes coisas, isto te permitira pelo
menos realizar umas muito pequenas”

Jules Renard




Capitulo 5

Ensaio de ligacao indireto
(com substancias testes nao marcadas)

5.1. Introducao

Como discutido no Capitulo 2, a determinacdo da afinidade de
substancias testes é parte importante do processo de descoberta e desen-
volvimento de novos farmacos, quer seja na fase de screening farma-
coldgico ou de detalhamento do mecanismo de agao. Enquanto um
ensaio de binding direto é possivel para um prototipo para o qual se
decidiu investir no processo de radiomarcacao (vide Capitulo 4), na fase
de screening e de otimizacao de prototipos, temos que recorrer a ensaios
indiretos, de competicao, ja que as substancias testes ndo sao disponiveis
na forma de radioligantes.

5.2. Ensaios de competicao no Equilibrio: Determinacdo de K;

5.2.1. Fundamentos tedricos

Baseado na Lei de A¢ao das Massas e na saturabilidade dos sitios de
ligagao especificos (numero finito de receptores), podemos facilmente
entender a competi¢do que pode ocorrer entre dois ligantes para ocupar
0Ss mesmos sitios ou sitios sobrepostos (desde que os dois se liguem de
forma reversivel). Desta forma, desenvolveu-se o ensaio de binding de
competicao entre um radioligante seletivo para um receptor, em geral
disponivel comercialmente, e uma substancia teste ndao marcada. A
equacao 7 determina o nivel de ligacao do radioligante na presenga de
um ligante competidor reversivel, dentro do contexto de reagdes bimo-
leculares simples, como ilustrado na Figura 21.

Equacao? Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1+10%%¢ ©'so))

Onde: Y é a ligacdo especifica do radioligante na presenca de competidor (geralmente
expressa em % da ligagdo na auséncia de competidor); X = logaritmo da concentragdo do
competidor; Bottom = valor minimo e Top = valor maximo de Y. Clsg = concentragdo do
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competidor necessaria para diminuir de metade a ligacdo do radioligante. Nota-se que esta
equacdo pode ser escrita de diferentes formas. Mostramos aqui a equac¢do da forma que
é usada no programa GraphPad Prism 6.01, onde ha necessidade de inserir os valores das
concentragdes do competidor em logaritmo e onde os valores maximos (7op) e minimos
(Bottom) de ligacdo especifica do radioligante ndo sdo fixos (i.e., ndo necessariamente fixos
em 100% e 0%, respectivamente).
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Figura 21. Esquema ilustrando o principio do ensaio de competi¢do para determinagdo da
afinidade de uma substancia teste, ndo marcada. O valor da ligagdo especifica do radioligante
medida na auséncia de competidor (controle) é considerado como 100%. Nesta simulagdo,
a substancia B necessita de concentracdes maiores do que a substancia A para diminuir a
ligacdo do radioligante, o que pode ser quantificado pelo valor de Clsg 100 vezes maior, indi-
cando uma afinidade 100 vezes menor.

Uma vez determinado o valor de Clsg, através de andlise da curva
de competicao por regressdao nao linear (vide Capitulo 7) usando-se a
equacao 7, podemos calcular a constante de equilibrio de dissociacao
do competidor ao aplicar a equacao de Cheng-Prusoff (eq. 8). Nota-se
gue esta constante é chamada de Kj, em vez de Ky, simplesmente para
informar que foi obtida em ensaio de “inibicdo” (competicao) e ndo em
ensaio direto de ligagao (vide Capitulo 4).

Equacio8 Ki=Clso / (1 +[L*]/ Ky)

Onde: [L*] é a concentragdo de radioligante e K4 sua constante de equilibrio de dissociagdo,
obtida em experimento de saturagdo (vide Capitulo 4.3.1.).

-
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E importante frisar a diferenca existente entre Clsg e Kj: 0 Clsg é um
parametro que varia em funcdo da afinidade do radioligante usado (Ky)
e da sua concentrac¢do (L*) enquanto que o K; € uma constante que nao
depende destas condi¢des (vejam a discussao na 272 matéria do glossario
semantico de farmacologia. Esta diferenca é ilustrada na Figura 22, onde
podemos ver que a medida que se aumenta a concentracao do radioli-
gante, este ocupa uma proporcao cada vez maior dos sitios de ligacao
(vide valor de Y quando X = 0). Ao mesmo tempo, a curva de competicdo
é deslocada para direita, acarretando um aumento no valor do Clsg, como
previsto pela equacao de Cheng-Prusoff.

Na pratica, a diferenca entre os valores de Clsg e K; é geralmente
pequena, ja que a maioria dos autores usa uma concentracao de radi-
oligante igual ou abaixo do seu valor de Ky, levando a uma corre¢ao dos
valores de Clsg por um fator igual ou inferior a duas vezes.
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Figura 22. Curvas de competicdo: efeito da concentragdo do radioligante sobre o valor de
Clsg do competidor. As curvas foram simuladas considerando valores idénticos (1 nM) para
0 K4 do radioligante e o K; do competidor. Os valores de Clgg passam de 1,1 nM para 99 nM,
guando a concentragdo do radioligante passa de 0,1 a 100 nM. As simulagdes foram real-
izadas com o programa GraphPad Prism 6.01.
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5.2.2. Aspectos praticos

5.2.2.1. Tempo para alcanc¢ar o equilibrio na presenca de competidor

Nos experimentos de competicao, ha dois ligantes competindo para
ocupacdo do mesmo receptor, o que aumenta o tempo necessario para
alcancar o equilibrio. Desta forma, experimentos cinéticos devem ser
feitos para garantir que o tempo escolhido para realizacao dos experi-
mentos de competicao seja suficiente para que os dois ligantes alcancem
o equilibrio (vide Capitulo 5.3.2., competition association assay) (Kenakin,
2009).

Esta consideracao é importante porque se o tempo de incubagao
for insuficiente, havera subestimacdo da poténcia (medida através do
Clso) e portanto da afinidade (K;) da substancia teste, o que pode gerar
importantes erros no caso de ligantes com cinética lente (slow binding
inhibitors). Discutimos esta consideracdo metodoldgica de forma apro-
fundada em artigo avaliando a afinidade de ligagcdo e poténcia inibitdria
de quatro glicosideos cardiacos na Na*,K*-ATPase de rim de porco (Noél
e cols., 2018). No caso, os dados da figura 23 mostraram que um tempo
de incubacgao de 10 minutos, como usado por alguns autores, subestima
a poténcia da ouabaina para inibir a enzima de rim de porco para a qual
possui alta afinidade.

¥ 2 h(Clsy: 0,26 uM)
— 1 h(Clsg: 0,42 pM)
-e- 10 min (Clsg: 2,3 uM)

100+

50+

Na*,K*-ATPase (% inibigdo)

10-° 108 107 106 105 10+
Ouabaina (M)

Figura 23. Curvas concentracdo-efeito para a inibigdo da Na*,K*-ATPase de rim de porco pela
ouabaina: efeito do tempo de incubacdo. Vejam que uma incubagdo excessivamente curta
(10 min) gera um Clsg 10 vezes maior do que quando a incubagdo é de 2 h. Adaptado de Noél
e cols., 2018.



5.2.2.2. Curvas atipicas e coeficiente de Hill

Em certos casos, as curvas de competicao podem ter uma inclinagao
diferente do esperado, o que é percebido pelo fato do efeito do farmaco
ocorrer numa faixa de concentragdo menor ou maior do que o normal,
prevista pela equacdo simples de Langmuir-Hill (vide Capitulo 4). Nos
casos “normais” de reacdes bimoleculares no equilibrio, a razao entre as
concentracdes necessarias para produzir 90 e 10% do Enay esta préoxima
de 100 (2 unidades logaritmicas).

Nos casos em que a inclinacao parece atipica, é recomendado usar
uma equacao mais geral, na qual é incluido um parametro adicional (ny =
coeficiente de Hill) cujo valor determina a inclina¢do da curva: se menor
do que 1, a curva é menos inclinada; se maior do que 1, a curva é mais
inclinada, conforme ilustrado na Figura 24.

100-

Log [Competidor], (M)

Figura 24. Curvas de competicdao com diferentes inclinagdes. As curvas tedricas foram simu-
ladas considerando-se o mesmo valor de Clsg (10 nM) e diferentes valores do coeficiente de
Hill. Quando ny = -1, a faixa de concentragdes onde ocorre o “efeito” (9-90%) corresponde
aproximadamente a duas unidades logaritmicas, como indicado na Figura. As simula¢des
foram realizadas com o programa GraphPad Prism 6.01.

nH<1

Diferentes situacbes podem ser responsaveis por valores de ny
menores do que 1, sendo a mais comum a existéncia de multiplos recep-
tores, ou sitios de ligacao, para os quais o competidor tem afinidades
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diferentes (Fig. 25). Neste caso, recomenda-se utilizar um radioligante
nao seletivo para facilitar a andlise da curva de competi¢ao e a determi-
nacao dos valores de K; do competidor para os dois sitios.

Uma segunda possibilidade é a existéncia de cooperatividade nega-
tiva entre sitios existentes no mesmo receptor (vide Capitulo 4.3.2.).

Ny >1

Por outro lado, valores de ny maiores do que 1 podem indicar a
existéncia de cooperatividade positiva (vide Capitulo 4.3.2.), ligacao irre-
versivel ou até de um fenbmeno inespecifico.

A B
100+ P 100+
80+ 80
= 604 . = 604
ol ol
x 40 . x 4
20+ 20
18— — 0 e ey
10 9 8 7 £ S5 4 3 10 © 8 -7 -6 5 4 -3
Log [Competidor], (M) Log [Competidor], (M)

Figura 25. Analise de curva de competicdo atipica. A. Os dados, tedricos, foram analisados
por regressdo nao linear com o modelo de Hill (equacdo 7 com adicdo de coeficiente de Hill
—vide Dica 4, equagdo 9), obtendo-se os seguintes parametros: Clsg = 0,44 uM e ny = - 0,45.
Apesar do ajuste (fitting) ser muito bom (R2 = 0,986), um valor t3o baixo de coeficiente de Hill
deveria levantar a hipétese de presenca de dois sitios de ligagao. B: Os mesmos dados foram
analisados usando-se o modelo de dois sitios de ligacdo (radioligante ndo seletivo), obten-
do-se os seguintes parametros: 50% de sitios de alta afinidade (Clsg = 30 nM) e 50% de sitios
de baixa afinidade (Clsg = 7 uM). Como podemos observar, o ajuste foi melhor, o que pode
ser aferido ndo somente pela andlise visual como também pelo maior valor de RZ (0,9998)
e, sobretudo, por comparacao dos dois modelos pelo teste F (vide Capitulo 7), disponivel no
programa GraphPad Prism 6.01 utilizado para esta analise.



Dica4. Coeficiente de Hill. Este parametro, ny, foi introduzido

B em 1910 por Archibald Hill quando derivou a equagdo conhecida
4 como equacdo de Hill (equacdo logistica de 3 parametros — vide eq.

‘ 9), originalmente para descrever a curva sigmoidal de ligacdo de

0O, a hemoglobina. Com esta equacdo, Hill se propds a descrever

de forma mais geral a relagdo entre a concentracdo de um farmaco e seu efeito, estando bem
ciente da auséncia de base fisica deste parametro ny, unicamente descritivo. Esta foi mais uma
contribuicdo para Farmacologia quantitativa deste estudante de matematica que passou a se

interessar pelas ciéncias naturais quando iniciou seus trabalhos de fisiologia sob a supervisao
de William Langley, o primeiro a propor a existéncia de receptores (vide Capitulo 1).

[RLImax - [L]”

Equacio 9 [RL] =
(Ko,5)" + [LI"

Onde: [L] é a concentracdo de ligante; [RL]nax € 0 nUmero total de sitios de ligagdo (ligacdo
maxima); n é o coeficiente de Hill (ny) e Ko 5 = concentragdo de ligante necessaria para ocu-
par 50% dos sitios de ligagdo (= Ky quando ny =1).

5.2.3. Aplicacdes

5.2.3.1. Descoberta e desenvolvimento de farmacos

5.2.3.1.1. Screening

Como ja discutido no Capitulo 2, os ensaios de binding sao muito
usados no processo de descoberta de novos farmacos. No caso dos
ensaios indiretos, de competicao, eles sao usados de rotina para o
screening farmacoldégico visando a sele¢do de substancias ativas (hits)
para o receptor alvo. Algumas firmas especializadas oferecem este tipo
de servico em grande escala tanto para a Industria Farmacéutica como
para pesquisadores de Universidades, como a empresa Eurofins. Por
outro lado, estes ensaios podem ser realizados de forma mais artesanal,
com baixo rendimento, mas eventualmente menos vieses do que em
programas de HTS, em nossos laboratérios de pesquisa nas Universi-
dades (Noél e cols., 2001). Para tanto, a etapa de validacao do ensaio
com substancias de referéncia é indispensavel e deve ser realizada com
os devidos cuidados (Fig. 26).
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Figura 26. Curvas de competicdo com diferentes ligantes, para valida¢do do ensaio de binding
ao receptor 5-HTq,, utilizando o antagonista [3H]-pMPPF como radioligante. Retirado de: Port-
folio de ensaios do Laboratdrio de Farmacologia Bioguimica e Molecular, ICB-UFRJ (disponivel
em: http://francoisnoelfarmac.wixsite.com/fnoel/laboratorio).

5.2.3.1.2. Relagao Estrutura-Atividade (REA)

Uma vez que alguns ligantes foram identificados para um receptor
alvo, os ensaios de competicdo servem também para viabilizar estudos
de Relacdo Estrutura-Atividade (REA), ao comparar as afinidades de
varias substancias de uma mesma série quimica. Desta forma, os ensaios
de binding de competicdo sdo essenciais para que a Farmacologia possa
realimentar a Quimica Medicinal/Farmacéutica com dados que permitem
planejar novas substancias de modo racional, em projetos direcionados
para um alvo (Target-Based Drug Discovery). Neste caso, é importante
acompanhar o efeito das modificacdes estruturais sobre a afinidade para
o alvo, como, por exemplo, na etapa de otimizagio de protétipo.

5.2.3.1.3. Validagdo de modelos de docking para triagem virtual

Técnicas de modelagem molecular in silico sao cada vez mais empre-
gadas no processo de descoberta de novos farmacos, quer seja para sele-
cionar (“filtrar”) substancias dentro de uma quimioteca, quer seja para
direcionar o planejamento e sintese de novas moléculas (Braga e cols.,
2014). Entre estas técnicas, o docking (ancoramento molecular) é um
método que permite prever a orientacao preferencial que uma pequena
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molécula teria em relagdo ao sitio de ligagdo no receptor. Uma vez
estabelecida a melhor disposicao espacial (pose) de ambos, é possivel
estimar a afinidade relativa de diferentes substancias para o receptor,
utilizando fungdes de pontuacao (scoring), por exemplo. Caso sejam vali-
dados, tais métodos podem ser usados para uma triagem virtual visando
identificar, dentro de um banco de moléculas (quimioteca), um conjunto
de substancias que possam ter afinidade para um determinado alvo,
dentro de uma estratégia baseada na estrutura do alvo molecular (Braga
e cols., 2014). Esta validacao é realizada por comparagao entre a pontu-
acao obtida in silico e os valores de afinidade determinados em ensaios
de binding (competicao) com um conjunto de substancias de referéncia
usadas para este fim. Esta validacao é indispensavel ja que as técnicas
atuais de modelagem molecular carecem de boas ferramentas para obter
boas estimativas das mudancas de entropia relacionadas a formagdo do
complexo ligante-receptor, ao contrario das previsdes das mudancas de
entalpia que ocorrem com a formacao do complexo (vide discussao no
Capitulo 6.3.).

5.2.3.1.4. Avaliacao de seletividade

Em projetos de descoberta de farmacos, os ensaios de binding de
competicdo sdo usados muito precocemente para fazer uma avaliacdo
da seletividade dos ligantes apresentando afinidade para o receptor alvo
(hits). De fato, sabemos que “nenhum farmaco causa efeito tnico, espe-
cifico: os farmacos sdo apenas seletivos em suas agdes” (Von Zastrow,
2012). Geralmente, a avaliacao de seletividade é feita baseando-se
na afinidade relativa para o receptor alvo e para o receptor nao-alvo
(off-target), utilizando-se a seguinte formula: K; ndo-alvo/K;alvo (Bowes e
cols., 2012) onde K; é a constante de equilibrio de dissociacdao do farmaco
para o receptor. E exatamente o que fizemos quando decidimos revis-
itar a urosseletividade farmacodinamica dos antagonistas do receptor
ay-adrenérgico utilizados para o tratamento da hiperplasia prostatica
benigna (Quaresma e cols., 2019). Com esta estratégia, fomos capazes de
concluir que a urosseletividade da tamsulosina nao podia ser explicada
por sua baixa seletividade para o receptor adrenérgico do subtipo aia
(somente 5 vezes em relacdao ao ag), € que sua afinidade para os recep-
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tores dopaminérgicos D, e D3 era
provavelmente muito baixa para
poder explicar a disfuncao ejacu-
latéria relatada para este farmaco.

Quanto ao nivel de seletiv-
idade que podemos considerar
como bom/desejado, os critérios
a serem adotados dependerao da
natureza do nao-alvo e, portanto,
do risco atrelado a sua inibicao
(ou ativacdo). Um fator de pelo
menos 100 vezes (K; ndo-alvo/K;
alvo) pode ser considerado sufi-
ciente para a inibicdo de hERG,
um dos nao-alvos mais perigosos
ja que a inibicao deste canal de
K* é responsavel por arritmias
cardiacas.

5.2.3.2. Mecanismo molecular
de acao: reversibilidade da
ligacao

Os estudos de binding podem
ser usados para determinar se
a ligacdo de uma substancia em

Dica 5. Promiscuidade farmacoldgica
vs. farmacos multialvos. A "promiscuidade
farmacoldgica" pode ser definida como a
propriedade de uma substancia possuir
atividade farmacoldgica em multiplos alvos.
Neste contexto, classicamente, entende-se
como alvos tanto os alvos terapéuticos
como o0s ndo-alvos. Desta forma, farmacos
promiscuos, as vezes chamados de “sujos”,
nao sdao desejados e a promiscuidade
farmacoldgica é vista como potencial fonte
de efeitos adversos e comprometedora da
seguranga, ndo sendo desejada em projetos
de descoberta de novos farmacos (pelo
menos aqueles “classicos” focados no para-
digma de “one drug-one target”, cunhado
por Paul Ehrlich). Por outro lado, farmacos
multialvos atuam “seletivamente” em
poucos alvos moleculares de interesse para
o controle de doengas multifatoriais, como
transtornos psiquidtricos, cancer, AIDS e
doencas cardiovasculares (Roth e cols.,
2004; Lu e cols., 2012).

estudo é reversivel ou irreversivel, o que é importante para prever ou
interpretar efeitos desta substancia. Para ilustrar esta aplicacdo, apre-
sentamos dois tipos de ensaio de binding que utilizamos para avaliar a
ligacdo de um cumestano sintético (PCALC36) a Na*,K*-ATPase de rato
(Pocas e cols., 2003). No primeiro ensaio (Fig. 27), estudamos o efeito do
PCALC36 sobre curvas de concentracao-ligacao da [*H]-ouabaina, classico
ligante e inibidor deste receptor (bomba de Na*). O grafico de Scatchard
indica claramente que o PCALC36 nao alterou a afinidade aparente da
[*H]-ouabaina (inclinagdes semelhantes das curvas), mas diminuiu o
seu numero maximo de sitios de ligacdo de maneira concentracao-de-
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pendente (diminui¢cdo do valor medido na interse¢ao das curvas com a
abscissa). De forma cldssica, este resultado pode ser interpretado como
sendo a indicacao de ligacao irreversivel do competidor ao receptor
(correspondendo a um antagonismo competitivo irreversivel).
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Figura 27. Gréfico de Scatchard para a ligacdo de [3H]-ouabaina em preparacdo de cérebro de
rato na auséncia (controle) e presenca de concentracGes crescentes de PCALC36, um cumes-
tano sintético. As curvas foram obtidas por regressdo ndo linear dos dados nao transformados
(i.e., ligacdo especifica vs. concentrac¢do) usando-se o0 modelo de uma Unica classe de sitios de
ligacdo. Adaptado de Pdcas e cols., 2003.

Para confirmar esta hipétese, utilizamos outro protocolo visando
avaliar diretamente a estabilidade do complexo formado entre a
substancia competidora (PCALC36) e o receptor. A Figura 28 mostra o
resultado do experimento de reversibilidade, onde observamos que
a lavagem (por diluicdo e centrifugacao) da preparacao pré-incubada
com o competidor nao foi capaz de provocar a dissociacao do complexo
PCALC36-receptor, ja que nao houve reversao do efeito sobre a ligacdo
maxima da [3H]-ouabaina. Desta forma, este tipo de ensaio permitiu
fechar o diagnéstico de irreversibilidade da ligacao da nossa substancia
teste, sugerido pelos dados da Figura 27.


https://www.sbfte.org.br/wp-content/uploads/2019/12/12.-Tipos-de-antagonismo.pdf

7.5

5.04

Ligado/Livre
(pmolimg prot~<.=in:=\.nl’\fl'1J

2.5+

o_o\*\“. ' r

0 25 50 75 100 125 150
Ligado (pmolimg proteina)

Figura 28. Estudo da reversibilidade do efeito de PCALC36 sobre a ligacdo de [3H]-ouabaina
em preparacdo de cérebro de rato. A preparacdo foi pré-tratada com PCALC36 30 uM ou agua
(controle) durante 2 horas antes de ser lavada por diluicdo e centrifugacgdo. O pellet foi entdo
ressuspenso e usado em ensaio de binding na auséncia de PCALC36. As curvas foram obtidas
por regressdo ndo linear dos dados ndo transformados usando-se o modelo de uma Unica
classe de sitios de ligacdo. Adaptado de Pogas e cols., 2003.

5.3. Ensaios de cinética: Determinacao do
tempo de residéncia

5.3.1. Fundamentos tedricos

Em certos casos, parece que o fator determinante da atividade
farmacoldgica in vivo, e da sua duragao, nao seria a afinidade do farmaco
para seu receptor, mas o tempo de vida do complexo farmaco-receptor
(Copeland, 2016; Guo e cols., 2012). Stricto senso, conforme definido orig-
inalmente (Copeland e cols., 2006), o tempo de residéncia do farmaco no
alvo (1) é o reciproco da constante de velocidade de dissociacao (koff, k-1),
ou seja: T = 1/k.¢. De acordo com este modelo, a atividade farmacoldgica
(pelo menos para antagonistas e inibidores enzimaticos) dependeria da
ligacao do farmaco ao seu alvo desejado, sendo que a atividade farma-
coldgica persistiria somente enquanto o farmaco permanecer ligado. Desta
forma, pode haver interesse em farmacos com longo tempo de residéncia,
sobretudo se este for maior do que o tempo de meia-vida plasmatica
(Copeland, 2016), sendo assim um fator importante para entender a
relagdo Farmacocinética/Farmacodindmica (PK/PD).

Um breve resumo sobre o tema encontra-se na 72 matéria do glossario
semantico de farmacologia da SBFTE.
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5.3.2. Aspectos praticos

Diferentes protocolos experimentais foram propostos para avaliar o
tempo de residéncia de um ligante nao radioativo ao seu receptor. Entre
estes, 0 método de competicao de associacao (competition association
assay) proposto por Motulsky e Mahan (1983) permite o cdlculo tanto
da constante de velocidade de associacao (k1) como de dissociacao (k.1).
Entretanto, este método é laborioso porque exige a realizacdo de ensaios
de cinética de associagdo tanto do radioligante sozinho como na presencga
de trés concentracdes diferentes do ligante competidor, em diferentes
tempos até chegar ao equilibrio (Fig. 29). Ademais, deve-se realizar experi-
mentos de binding no equilibrio e de cinética com o radioligante, para obter
os valores de Ky, k+1 e k.1 do radioligante. De fato, estes valores devem ser
introduzidos na equacgdo a ser usada para ajuste das curvas experimen-
tais por regressao nao linear a fim de se estimar os valores de k;; e k1
do competidor a ser testado. Nota-se que esta equacao esta disponivel no
programa GraphPad Prism 6.01, sob a denominagao “kinetics of compet-
itive binding”. Este tipo de ensaio é bem mais laborioso quando usa-se a
técnica de filtracao que usamos para separar o radioligante ligado do livre
do que em ensaios com ligante marcado com fluorescéncia, técnica que
permite uma leitura continua em fung¢ao do tempo, facilitando a obtencao
de um grande nimero de dados, muito importante para o ajuste das curvas
por regressao nao linear.
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Figura 29. Ensaio de competicdo de associacdo para determinar as constantes de velocidade
da digoxigenina para sua ligacdo a Na*,K*-ATPase de rim de porco. A ligacdo da [3H]-ouabaina
(0,2 nM) foi realizada em preparagdo de rim de porco na auséncia (controle) e presenca de
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trés concentracdes de digoxigenina (DIGOG) ndo marcada. O conjunto de dados foi analisado
por regressao ndo linear usando-se a equacdo proposta por Motulsky & Mahan (1983), com o
programa GraphPad Prism 6.01, gerando as curvas que correspondem aos parametros encon-
trados. CPM (Counts Per Minute) = radioatividade correspondendo a ligagdo especifica do radi-
oligante ao seu receptor. Dados ndo publicados.

Alternativamente, protocolos mais simples foram propostos para
comparar substancias entre si no que diz respeito as suas cinéticas, mas
sem fornecer valores para suas constantes de velocidade. Entre estes, dest-
acamos o protocolo de “dual point” proposto por Guo e cols. (2013) para
triagem cinética rapida e de alta vazao de substancias, durante o processo
de screening farmacoldgico (Fig. 30).
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Figura 30. Representacdo esquematica do ensaio de competicdo de associacdo dual-point. A:
curva de associacdo do radioligante sozinho (controle). B: curva de associa¢do do radioligante
incubado com um competidor ndo radioativo que se dissocia mais lentamente do que o radi-
oligante. C: curva de associacdo do radioligante incubado com um competidor ndo radioativo
que se dissocia mais rapidamente do que o radioligante. As simulacdes foram geradas consid-
erando que os ligantes B e C sdo usados na mesma concentrag¢do, correspondendo ao valor
de K idéntico dos dois ligantes, diferenciando-se apenas pelas suas constantes de velocidade
de associagdo e dissociacdo. Assim B se associa e dissocia 100 vezes mais lentamente do que
C, porém alcanca o mesmo nivel de inibicdo no equilibrio, ja que possui a mesma afinidade
(medida pela razdo k.1/ks1). As curvas foram geradas com o programa GraphPad Prism 6.01 e
os valores indicados na Figura 3 do artigo original de Motulsky & Mahan (1983). Os diferentes
ligantes testes sdo comparados através dos seus valores de indice cinético (KRI, Kinetic Rate
Index), definido pela razdo By1/Bty, onde Byq: ligacdo especifica do radioligante no tempo 1 (t);
Biy: ligacdo especifica do radioligante no tempo 2 (t;). Adaptado de Guo e cols. (2013).



Nota-se que o perfil cinético apresentado na Figura 30 corresponde a
uma situagao ideal, quando as condi¢des experimentais favorecem a clara
discriminagao entre uma substancia que se dissocia mais lentamente do
seu receptor do que o radioligante e outra substancia que se dissocia mais
rapidamente do receptor do que o radioligante. Além disso, como B e C
tém a mesma afinidade, as velocidades de associacdo sao também difer-
entes e favorecem a observacao de perfis tao distintos, com um pico no
caso de B.

Como discutido no quadro abaixo, nem sempre estas condi¢des sao
reunidas e perfis muito diferentes podem ser encontrados, permitindo
ou nao a diferenciacao entre ligantes mesmo que tenham tempos de
residéncia diferentes.

Dica 6. Como otimizar as condi¢does experimentais?

v Para otimizar a diferenciagdo entre ligantes com tempos de
I residéncia diferentes é recomendado usar um radioligante
.G { gue ndo forme um complexo estavel demais com o receptor,

de tal forma que seu tempo de residéncia seja intermediario
em relacdo as substancias competidoras a serem testadas
(Motulsky & Mahan, 1983). A Figura 31 ilustra esta questdo ao
mostrar que o perfil das curvas obtidas com duas substancias
testes que apresentam os mesmos valores de k1 e valores de k.1 bem diferentes (por um fator
de 100 vezes) pode variar muito em func¢do do radioligante usado. Para mais detalhes sobre
otimizacdo de condi¢cdes experimentais para este tipo de estudo, consultar o artigo publicado
por Georgi e cols. (2019).
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Figura 31. Simulagdes de ensaio de competi¢cdo de associa¢do e medida de indice cinético
pela técnica de “dual point”, para duas substancias testes B e C que possuem constantes de
velocidade de dissociagdo diferentes. Nestas simulagées usamos os mesmos valores indi-
cados na Figura 30 para o radioligante, ou seja: k7 = 108 min'l. M1; k.1 = 0,037 minl e
concentracdo = 3 nM. A: Caso ideal onde as substancias testes B e C apresentam o mesmo



valor de k1 (108 min'l. M), mas diferentes valores de k1, sendo um deles dez vezes menor
(B: 0,0037 min-1) e outro dez vezes maior (C: 0,37 min-1) que o radioligante. Neste caso, como
as duas substancias tém afinidades diferentes, usamos uma concentracdao 100 vezes maior
para C (30 nM) do que para B (0,3 nM) para que o nivel de inibicdo no equilibrio seja igual.
B: Situacdo menos favoravel onde as substancias testes B e C apresentam de novo o mesmo
valorde k;1 (108 min'1.M1) e valores de k_; diferentes entre si pela mesma diferenca de 100
vezes, porém desta vez uma (B) apresenta um valor de k_1 igual ao do radioligante e outra (C)
um valor 100 vezes superior. Aqui, também, as duas substancias tém afinidades diferentes de
tal forma que usamos uma concentragdo 100 vezes maior para C (300 nM) do que para B (3
nM) para que o nivel de inibicdo no equilibrio seja igual. Neste caso, a substancia que possui
uma constante de velocidade de dissociacdo 100 vezes menor que a outra (B vs. C) deixa de
apresentar o pico presente na Figura A.

C: Situacdo desfavoravel onde as substancias testes B e C apresentam o mesmo valor de k1
(108 min1.M1) mas valores de k_; diferentes entre si pela mesma diferenca de 100 vezes.
Desta vez, porém, as duas apresentam um valor de k_; superior ao radioligante (0,37 e 37
min- para B e C, respectivamente). Aqui também as duas substancias tém afinidades difer-
entes de tal forma que usamos uma concentracdo 100 vezes maior para C (3000 nM) do que
para B (30 nM) para que o nivel de inibigdo no equilibrio seja igual. Nestas condi¢cdes, ndo é
possivel distinguir as diferencas de cinéticas entre as duas substancias testes.

A e B: Adaptados de: Azalim e cols., 2020.

Na figura 32, mostramos um exemplo de aplicagdo da metodologia do
“dual point” para avaliar a cinética de ligacao do haloperidol e da clozapina
aos receptores dopaminérgicos do tipo D,. Para tanto, usamos uma Unica
concentracao de cada farmaco, préxima ao seu valor de K;. Notem que o
radioligante entdo disponivel ndo era o ideal por ter cinética de dissociacao
muito lenta em relacdo as substancias testadas (vide acima, Dica 6). Mesmo
assim, foi possivel confirmar que a clozapina tem dissociacao mais lenta do
gue o haloperidol, baseando-se na andlise estatistica dos indices cinéticos
(Pompeu e cols., 2015).
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Figura 32. Cinética de ligagdo do [3H]-YM-09151-2 nos receptores D, de corpo estriado de
rato na auséncia e presenca de haloperidol (A) ou clozapina (B). Para o calculo do indice
cinético (KRI), nés dividimos os valores de liga¢do calculados no tempo de 5 minutos pelos
valores no tempo de 60 minutos. As curvas foram obtidas por regressdo nao linear de acordo
com a equacdo 3 para associacdo monoexponencial (vide Capitulo 4.4.1.1.). O valor de KRI
para ligacdo do [?H]-YM-09151-2 na presenca de clozapina (0,250 + 0,015) foi significativa-
mente menor do que na presenga de haloperidol (0,360 + 0,024) e do que na auséncia de
qualquer ligante competidor (0,510 + 0,020, controle). Adaptado de Pompeu e cols. (2015).

E importante salientar que é comum observar que os dados de tais
ensaios de competicao de associacao sao interpretados somente em
termos de diferencas de tempo de residéncia (ou constantes de veloci-
dade de dissociacdo) entre os competidores, sem discutir a possivel
influéncia de diferencas nas suas constantes de velocidade de associacao.
Isso talvez se deva ao foco dado no artigo original de Motulsky & Mahan
(1983) e depois na versdo simplificada (“dual-point competition asso-
ciation assay”) proposta por Guo e cols. (2013). Como tal interpretacdo
nao nos parece Obvia, a priori, é oportuno o emprego de simulagdes para
verificar o papel de ambas as constantes de velocidade k.1 e k.; de um
competidor sobre a cinética de um radioligante. A figura 31 ja indicou que,
de fato, é possivel distinguir competidores possuindo diferentes valores de
k.1, embora tenham os mesmos valores de k., pelos perfis diferentes que
proporcionam ao medir a cinética de ligacao do radioligante com o qual sdao
coincubados. As simulagdes apresentadas na figura 33 permitem concluir
gue as diferencas de cinética de ligacao de um radioligante observadas na
presenca de competidores (B e C) refletem diferencas nas suas constantes



de velocidade de dissociacdo e ndo de associa¢ao. Na realidade, a figura 33
mostra que nao ha diferenca na cinética de ligacao do radioligante quando
coincubado com dois competidores que diferem entre si somente pelo
valor de k,1.
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Figura 33. Simulagdes de ensaio de competicdo de associacdo e medida de KRI pela técnica
de “dual point”, para duas substancias testes B e C que possuem constantes de velocidade de
associacdo diferentes. Nestas simulagdes usamos os mesmos valores indicados na Figura 31
para o radioligante, ou seja: ky1 = 108 min-L.M1; k.; = 0,037 min'! e concentrag¢do = 3 nM. A:
as substancias testes B e C apresentam agora o0 mesmo valor de k_; (0,037 min-1), idéntico ao
radioligante, mas apresentam valores de k1 diferentes entre si por um fator de 100, sendo
que B apresenta um valor 10 vezes inferior ao do radioligante (107 min1.M-1) e C um valor
10 vezes superior ao do radioligante (10° min-1.M1). Aqui também as duas substincias tém
afinidades diferentes, de tal forma que usamos uma concentra¢do 100 vezes maior para B (30
nM) do que para C (0,3 nM) para que o nivel de inibigdo no equilibrio seja igual. Neste caso, a
cinética de ligacdo do radioligante é igual na presenca de B e C.

B: as substancias testes B e C apresentam de novo o mesmo valor de k.1, mas desta vez ele é
dez vezes menor do que o do radioligante (0,0037 min-1). Nesta simulacdo, B e C apresentam
de novo valores de k1 diferentes entre si por um fator de 100, sendo que B apresenta um
valor 10 vezes inferior ao do radioligante (107 min"1.M-1) e C um valor 10 vezes superior ao
radioligante (10° min-1.M-1), como na Figura A. Aqui também as duas substancias tém afini-
dades diferentes de tal forma que usamos uma concentra¢do 100 vezes maior para B (3 nM)
do que para C (0,03 nM) para que o nivel de inibicdo no equilibrio seja igual. Neste caso,
também, observamos que a cinética de ligagdao do radioligante é igual na presenga de B e C.

Para uma descricao mais completa dos diferentes protocolos experi-
mentais disponiveis para aferir o tempo de residéncia tanto em estudos de
binding como em estudos funcionais, recomendamos a revisao feita por
Vauquelin (2012).
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5.3.3. Aplicacoes
5.3.3.1. Descoberta de novos farmacos

Este conceito de tempo de residéncia pode mudar um dos para-
digmas da avaliagcdo de novas substancias dentro do processo de descob-
erta de novos farmacos, tradicionalmente baseado em medidas de afini-
dade de ligacdo em condicdes de equilibrio termodinamico (vide Capitulo
5.2.2.1.), condicBes que nado sao inteiramente validas no contexto de um
sistema aberto onde as concentracdes do farmaco na biofase mudam
de acordo com processos farmacocinéticos (Copeland, 2016; Swinney e
cols., 2015).

Como exemplo de farmaco cujo perfil de atividade terapéutica seria
devido ao seu tempo de residéncia no receptor, podemos citar o cande-
sartan, antagonista do receptor AT1 da angiotensina Il. De fato, os seus
efeitos prolongados e duradouros de reducao da pressao arterial in vivo,
persistindo mesmo apds que sua concentragao plasmatica se torne
indetectdvel, sdo atribuidos a uma lenta dissociacao do receptor (apud
Guo e cols., 2014). Por outro lado, em certos casos, pode haver inter-
esse em farmacos que se dissociam rapidamente do seu receptor alvo,
como a clozapina no receptor D,. Neste caso, de acordo com a teoria do
"fast-off", os antipsicdticos atipicos seriam fracamente ligados aos recep-
tores D, na sinapse, e assim rapidamente liberados destes, o que expli-
caria sua menor propensao para induzir efeitos extrapiramidais e hiper-
prolactinemia, os quais seriam consequéncias de blogueio prolongado
destes receptores (Kapur e Seeman, 2000).

Além de desempenhar um papel importante na cinética de
sinalizacao do receptor per se, o tempo de residéncia do ligante poderia
influenciar outros aspectos, como a regulacao dos fendbmenos de sele-
tividade funcional (agonismo tendencioso) e de taquifilaxia, pelo menos
para GPCRs. De fato, Herenbrink e cols. (2016) mostraram que a cinética
de ligacao do ligante e o padrao temporal dos processos de sinalizacdo do
receptor tinham uma grande influéncia sobre a seletividade funcional de
uma série de agonistas para o receptor D, da dopamina.

O tempo de residéncia poderia também determinar a ocorréncia
de taquifilaxia, ja que analogos da angiotensina || com menor tempo
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de residéncia no receptor AT1 ndo apresentam a taquifilaxia observada
com o agonista endégeno (Duarte e cols., 2022). Tais dados reforcam o

interesse em levar em consideracao a cinética de ligacdo ao receptor em
programas de descoberta de novos farmacos para GPCRs.

De acordo com o proprio Copeland, varias substancias ja avangaram
para ensaios clinicos com base nos esfor¢os para incorporar este conceito
de tempo de residéncia do farmaco no alvo, como um fator chave para a
otimizacao de prototipos (Copeland, 2016; 2021).

o 1/



apitulo 6
Ensaios menos classicos e aplicacoes

“Nao pergunte o seu caminho para alguém que o
conhece porgue vocé pode nao se perder”

Rabi Nachman de Breslov




Capitulo 6
Ensaios menos classicos
¢ aplicacoces

6.1. Eficacia Intrinseca (Binding funcional)

6.1.1. GPCRs - Receptores acoplados a proteina G

6.1.1.1. Principio

Durante muito tempo considerou-se que a técnica de binding tinha
como séria limitacdo o fato de ser capaz de medir a afinidade de um ligante
a um receptor, mas nao sua eficacia intrinseca (Nelson, 1991). Como
consequéncia, ensaios funcionais sao tradicionalmente utilizados como
ensaios secundarios no processo de descoberta de farmacos (Williams &
Sewing, 2005) uma vez que a capacidade de discriminar ligantes com difer-
entes eficacias é de suma importancia para fins terapéuticos (agonistas
plenos, agonistas parciais, antagonistas ou mesmo agonistas inversos).
Apesar desta crenca inicial, protocolos mais sofisticados de “binding
funcional” foram desenvolvidos para distinguir agonistas de antagonistas
nos receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Estes métodos, descritos
abaixo, baseiam-se na capacidade de formag¢do de um complexo entre o
receptor e alguma proteina G, e podem ser explicados a luz do modelo
do complexo terndrio estendido (Fig. 34).
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Figura 34. Representacdo simplificada do modelo de “complexo terndrio estendido” para
receptores metabotrépicos (GPCRs), onde o agonista liga-se preferencialmente ao receptor
no estado ativo (R*), formando o complexo ternario (Ag-R*-G) de alta afinidade na presenca
de proteina G. A formacdo deste complexo é favorecida pela presenca de cations divalentes
tais como Ca2*, Mgt e Mn2*. Por outro lado, o GTP desloca o equilibrio para o estado de
menor afinidade, sem proteina G (Ag-R*). Os antagonistas se ligam com igual afinidade em
ambos os estados ativo (R*) e inativo (R) do receptor, mas ndo formam complexos ternarios
com a proteina G, razdo pela qual sua afinidade ndo é alterada pela presenca de GTP (Noél e
cols., 2014).

6.1.1.2. GTP-shift

O trabalho pioneiro do grupo de Lefkowitz no receptor B-adrenér-
gico mostrou que o perfil das curvas de competicao utilizando um antag-
onista como radioligante era diferente quando se utilizava agonistas ou
antagonistas como competidores (De Lean e cols., 1980). No modelo
proposto por estes autores (e versdes posteriores tais como o modelo
do complexo terndrio estendido descrito na Figura 34), o agonista tem
uma baixa afinidade pelo estado inativo do receptor e uma elevada afini-
dade pelo estado ativo. O grupo do Lefkowitz desenvolveu o método
do GTP-shift, em que a adicao de GTP dificulta a formacdao do complexo
terndrio (Ag-R*-G), deslocando a curva de competicdo de agonistas, mas
nao antagonistas, para a direita, como resultado da menor afinidade dos
agonistas pelo receptor desacoplado (Ag-R*) (Lefkowitz e cols., 1982).
Desde entao, varios trabalhos mostraram que a maioria dos GPCRs exibe
um GTP-shift (Kenakin, 2009) e que a sua amplitude depende da eficacia
intrinseca do agonista, mas também do tipo de proteina G envolvido
(Jiang e cols., 2001). Como ilustracdo, apresentamos na Figura 35 dados
obtidos no processo de validacdao deste ensaio para o receptor 5-HT 1.
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Figura 35. Ensaio de GTP-shift para o receptor 5-HT1 (preparagdo membranar de hipocampo
de rato). As curvas de competicdo foram realizadas utilizando o radioligante antagonista sele-
tivo para o receptor 5-HT15 ([3H]-p-MPPF) na presenca ou auséncia de GTP 1 mM, em meio
padrdo ndo contendo cations divalentes. A. Para o agonista enddgeno (5-HT), a presenca de
GTP deslocou a curva de competicdo para direita. B. Para o antagonista (p-MPPF), as curvas
na presenca e auséncia de GTP ficaram sobrepostas, indicando a falta de GTP-shift. Curvas
médias de 3-4 experimentos pareados independentes, realizadas em triplicata. Adaptado de
Noél e cols., 2014.

6.1.1.3. Razao de Kj

Este método baseia-se na diferenca de afinidade do farmaco
competidor quando se utiliza um antagonista ou um agonista como radi-
oligante, ja que estes marcam o estado de baixa afinidade e de alta afini-
dade do receptor, respectivamente (Assie e cols., 1999). Para otimizar este
método, preconiza-se fortemente adicionar GTP quando se usa o antagon-
ista como radioligante e cations divalentes quando se usa o agonista como
radioligante, como ilustrado no esquema da Figura 34.

Adotamos esta estratégia para a validacao deste ensaio no caso do
receptor 5-HT,, realizando experimentos de competicao com um radi-
oligante agonista, em meio contendo cations divalentes, e experimentos
com um radioligante antagonista na auséncia de cations divalentes, mas
na presenca de GTP (Fig. 36). Baseado nos valores de Clsg, calcula-se os
valores de K; (vide Capitulo 5.2.1., Equagdo 8) nas duas condicOes, para obter
as razoes de K;, para cada competidor. Como detalhado no artigo (Noél e
cols., 2014), obtivemos razdes de K; muito diferentes para o agonista pleno
5-HT (77) e para o antagonista p-MPPF (0,25), permitindo assim uma boa
discriminacao entre agonistas plenos, parciais e antagonistas.
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Figura 36. Curvas de competicdo para ligacdo ao receptor 5-HT1a por diversas substancias
utilizadas como padrdes. A: radioligante agonista [3H]-8-OH-DPAT em meio contendo 1 mM
CaCl; e 1 mM MnCl,. B: radioligante antagonista [3H]-p-MPPF em meio contendo 1 mM GTP
e sem cations divalentes. Curvas médias de 2-3 experimentos independentes realizados em
triplicata. Adaptado de Noél e cols., 2014.

Como demonstrado na Figura 37, houve uma excelente correlagao
entre os resultados obtidos com os dois métodos de binding descritos
acima (GTP-shift e razao de K;), pelo menos nas condi¢gdes nas quais real-
izamos estes ensaios no receptor 5-HT1a.

Embora menos sensivel, o ensaio de GTP-shift apresentou varias
vantagens como rapidez, economia e menor risco de viés experimental
(vide discussao em Noél e cols., 2014).
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Figura 37. Correlacdo entre os ensaios de GTP-shift e razdo de Kj para estimar a eficdcia intrin-
seca de sete ligantes no receptor 5-HT1p (preparacdo membranar de hipocampo de rato).
Teste de correlacdo de Spearman (r = 0,964; p = 0,0028). Adaptado de Noél e cols., 2014.
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6.1.1.4. Binding de [3°S]- GTPyS

O principio deste método baseia-se na etapa chave de ativacao de uma
proteina G por agonistas de GPCR, ou seja, a troca de nucleotideo guanilico
(GDP por GTP) na subunidade a da proteina G. Esta troca pode ser monito-
rada pela medicdo da ligacdo de [3°S]-GTPyS, um andlogo do GTP resistente
a atividade GTPasica da subunidade a da proteina G. Um aspecto interes-
sante deste ensaio é que ele mede um evento muito precoce da cascata de
sinalizagao (correspondendo ao “estimulo” como definido por Stephenson
—vide Capitulo 1.1.), de tal forma que ele é menos sujeito a amplificagao ou
influéncia de outros fatores intracelulares do que medidas mais distais de
efeito, como contracdo ou regulacdo génica ou, até mesmo, aumento de
niveis intracelulares de AMPc ou Ca?* (Milligan, 2003).

Este método é utilizado com sucesso desde o inicio da década de 1990
para o screening farmacoldgico (Strange, 2010), especialmente para recep-
tores acoplados as proteinas G da familia Gi (Milligan, 2003; Odagaki &
Toyoshima, 2007). Apesar de mais complicadas, existem hoje adaptacoes
desta técnica que permitem estender sua utilizacao para qualquer GPCR,
mesmo acoplado a proteina G que ndo seja Gi (Milligan, 2003). Assim
sendo, hoje em dia, este método é considerado o padrao-ouro para deter-
minac¢ao da eficacia de ligantes em GPCR no que diz respeito aos métodos
de binding funcional. Como ilustracao, apresentamos na Figura 38 os dados
gue obtivemos na validagdo deste ensaio para o receptor 5-HTa.
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Figura 38. Ensaio de [35S]-GTPyS para agonistas plenos e parciais do receptor 5-HTqip
(preparagdo membranar de hipocampo de rato). Os efeitos sdo representados como % de
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estimulacdo em relagdo a ligacdo basal de [3°S]-GTPyS. As curvas representam as médias de
trés experimentos realizados em triplicata. Adaptado de Noél e cols., 2014.

6.1.1.5. Na*-shift

Mencionamos o fato de que o ensaio de GTP-shift foi bem sucedido
para a maioria dos GPCRs, mas nem todos (Capitulo 6.1.1.2.). Em tais situ-
a¢des, como no caso do receptor A,a, € salutar procurar alternativas de
binding funcional para se avaliar a eficacia intrinseca de ligantes. Uma
opcao racional é o Na*-shift que se baseia nos efeitos diferenciais que
cations divalentes e Na* exercem, ja que o Na* pode ser considerado um
modulador alostérico negativo em relagao a ligacao e ativacao de agon-
istas, em muitos GPCRs (Strasser e cols., 2015). No caso, do receptor
A;,p, foi possivel corroborar do ponto de vista estrutural o papel do Na*
como modulador alostérico negativo gracas a obtencao de cristal com um
Na* alocado em sitio distal do sitio ortostérico (Bissaro e cols., 2019). Os
autores propuseram até que o mecanismo deste efeito se devia ao fato
do receptor A,a ligado ao Na* ser menos eficiente na estabilizacao da
adenosina durante as diferentes etapas da sua ligagao.

A Figura 39 mostra o resultado do ensaio que propusemos para este
mesmo receptor A, baseado na diferenca de afinidade do agonista na
presenca de MgCl,, que favorece a formacao do complexo ternario (vide
esquema da figura 34), e na presenca de alta concentracao de Na*, que
desestabiliza tal complexo ternario. Com um agonista, a presenca de Na*
desloca a curva de competicdo para direita (Na*-shift) enquanto isso ndo
ocorre com um antagonista, ja que este é incapaz de formar um complexo
ternario.

Aquantificacdodeste efeitosefazpelocalculodarazaoentreosvalores
de Clsg medidos no meio contendo NaCl 100 mM e os valores medidos
no meio contendo MgCl, 50 mM. Assim sendo, podemos concluir que o
Na*-shift € um método alternativo rapido, barato e eficiente para distin-
guir antagonistas de agonistas parciais e agonistas plenos, pelo menos no
caso do receptor Ay, nas condigdes que usamos.
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Figura 39. Ensaio de Na*-shift. As curvas de competicdo foram realizadas em preparacdo
membranar de estriado de rato utilizando um radioligante antagonista seletivo para o receptor
Asp ([BH]-ZM241385). As curvas de competicdo do agonista pleno (A: CGS21680) e do antag-
onista (B: IBMX) foram realizadas em meio contendo MgCl, 50 mM ou NaCl 100 mM. Curvas
médias de 3-4 experimentos pareados, realizadas em triplicata. Adaptado de Noél e do Monte,
2017.

Uma vez validado, pudemos aplicar esse ensaio para avaliar a
influéncia da N-metilacao de derivados N-acilhidrazonicos sobre a eficacia
intrinseca ao nivel do receptor A, (Pedreira e cols., 2021). Os dados da
figura 40 ilustram nossos resultados com varios derivados, apontando
para o fato da drastica mudanca de conformacao gerada pela N-meti-
lacao ser capaz de inverter o perfil de eficacia, de agonista inverso, fraco
(Fig.40A) para agonista parcial (Fig.40B).
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Fig. 40. Ensaio de Na*-shift para a estimativa da eficdcia intrinseca de dois derivados N-acil-
hidrazonicos no receptor Ayp em preparacao de membrana de estriado de rato. As curvas
de competigdo foram realizadas usando o radioligante antagonista (0,5 nM [3H]-ZM241385)
na presenca de 50 mM de MgCl, ou 100 mM de NaCl. Cada curva representa a curva média
de trés experimentos pareados independentes (em replicado). (A) LASSBio-2093; (B) LASSBio-
2199 (andlogo N-metilado).
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Dica 7. Seletividade funcional e binding funcional
para determinagdo de eficacia intrinseca em GPCR.
Y Vale salientar que os ensaios funcionais apre-
’é sentados acima para estimar a eficdcia intrinseca
de ligantes para GPCR tem uma limitagdo devido
ao conceito de seletividade funcional (agonismo
tendencioso). Segundo este conceito, diferentes
ligantes podem selecionar (e/ou induzir) conformacdes
diferentes do receptor que frequentemente podem
resultar em ativacdo diferencial das vias de transducédo
de sinal associadas a este receptor (Urban e cols., 2007). O problema é que para os recep-
tores 7TM (GPCRs, que compreendem 7 a-hélices que atravessam a membrana), o acopla-
mento pode se fazer ndo somente com proteinas G (razdo do nome original de GPCR) como
também com outras proteinas citosdlicas, entre as quais as B-arrestinas sdo as mais bem
descritas. Como os ensaios de binding funcional apresentados acima dependem da formacdo
de complexo ternario entre agonista, receptor e proteina G, eles ndo sdo capazes de estimar a
eficacia intrinseca para ativar vias de sinalizacdo independentes de proteina G. Ademais, este
conceito nos obriga a rever o conceito de eficacia intrinseca e a nomenclatura dos farmacos. De
fato, classicamente (Furchgott, 1966 apud Kenakin, 2013), a eficacia intrinseca é uma medida
do estimulo produzido pela ocupagdo de um receptor, sendo um parametro independente do
sistema, ou seja, constante para um ligante num determinado receptor, independentemente
donde este receptor é expresso. Agora, sabemos que determinados ligantes de um receptor
podem ser antagonistas de uma determinada via de sinalizacdo e, ao mesmo tempo, agonistas
de outra via relacionada a este mesmo receptor (Kenakin & Miller, 2010). Por outro lado, novas
oportunidades surgem em funcao da possibilidade de desenhar ligantes com seletividade para
uma determinada via de sinalizacdo, o que pode nos levar a descoberta de farmacos real-
mente inovadores pela possibilidade de separar efeitos benéficos de efeitos adversos original-
mente considerados intrinsecamente ligados por depender da ativa¢do ou inibicdo do mesmo
receptor. Um caso emblematico de sucesso desta estratégia para desenvolver novos medic-
amentos mais seletivos é a aprovacdo pela FDA da oliceridina para tratamento da dor aguda
grave em adultos, em agosto de 2020 (Markham, 2020). Ao contrario dos agonistas opioides
atualmente em uso, a interacdo da oliceridina com o receptor opioide do tipo i é seletiva para
a via da proteina G, com baixa poténcia para o recrutamento de B-arrestina, o que explicaria
a menor prevaléncia dos efeitos adversos relacionados a func¢do respiratéria em comparacdo
com a morfina. A oliceridina foi assim o primeiro farmaco planejado para apresentar seletivi-
dade funcional a ser aprovado para uso clinico.

6.1.2. Receptores ionotrépicos

Apesar de ser bem menos comum do que para os GPCRs, podemos
pelo menos citar um caso classico de binding funcional para um receptor
ionotropico.
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6.1.2.1. Receptor benzodiazepinico e GABA-shift

As benzodiazepinas sdao moduladores alostéricos (vide Capitulo 6.2.)
do receptor GABA,, um canal i6nico ativado por ligante que medeia o
fluxo de ions cloreto. As benzodiazepinas classicas utilizadas clinicamente
como ansioliticos de curta duragcao aumentam a afinidade do GABA pelo
seu sitio ortostérico, ao se ligarem ao sitio benzodiazepinico, um sitio
alostérico presente no receptor heteropentamérico. Da mesma forma, o
GABA aumenta a afinidade das benzodiazepinas para seu sitio de ligacao.
No ensaio de GABA-shift, como originalmente proposto por Braestrup
e cols. (1984), o ensaio de competicao para a ligacao do [3H]-flunitraz-
epam (agonista benzodiazepinico) é realizado na auséncia e na presenca
de GABA. Enquanto o GABA nao altera a afinidade de antagonistas, ele
desloca para esquerda as curvas de competicao de agonistas. Apesar dos
deslocamentos serem sempre relativamente pequenos (2 e 0,5 para os
agonistas e agonistas inversos, respectivamente), o valor preditivo deste
ensaio foi confirmado por Visser e cols. (2003) ao relatar uma correlacao
linear altamente significativa entre a eficacia intrinseca in vivo e o valor
do GABA-shift em ensaio de binding in vitro.

Além dos exemplos da literatura citados acima, podemos relatar
nossa experiéncia bem sucedida ao aplicar este ensaio para estudar uma
substancia sintética, o cumestano PCALC36 (Lopes e cols., 2004). Apesar
dos valores pequenos de GABA-shift, fomos capazes de propor que o
PCALC36 se comportava como agonista inverso (GABA-shift para direita),
ja que respondia ao GABA de forma idénticaao DMCM usado como agon-
ista inverso padrao, e de forma oposta ao flunitrazepam, usado como
agonista padrao, hipotese depois confirmada por estudo eletrofisiolégico
(Lopes e cols., 2004).

6.2. Alosterismo
6.2.1. Fundamento teérico

O termo “alostérico” foi inicialmente proposto para descrever o
fendmeno de interacdo entre dois sitios topograficamente distintos de
uma mesma enzima, através da transmissao de modificagao conforma-
cional (Monod e cols., 1965). Quinze anos mais tarde, Lefkowitz aplicou
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este conceito de interacdo alostérica para explicar a transducao de sinal
no caso dos receptores metabotropicos (De Lean e cols., 1980), como
discutido acima (Figura 34, modelo ternario para GPCR). Ha atualmente um
grande interesse por este tema, quer seja na academia ou nas empresas
farmacéuticas, por causa do grande potencial em se desenvolver farmacos
mais seletivos e/ou mais seguros (Wootten e cols., 2013; Haskell-Luevano
& Meanwell, 2019). A priori, haveria vantagens em buscar moduladores
alostéricos em vez de farmacos que se ligam no sitio ortostérico de um
receptor, em termos de seletividade e seguranga (May e cols., 2004;):

1. Seletividade: haveria mais chance de se conseguir farmacos sele-
tivos atuando em sitios alostéricos do que em sitios ortostéricos, ja que
as estruturas destes sao geralmente muito conservadas entre diferentes
subtipos de um mesmo receptor, como ja bem ilustrado no caso dos
receptores muscarinicos (May e cols., 2004).

2. Seguranga: é de se esperar que um modulador alostérico de
receptor neuronal tenha um perfil mais seguro por duas razoes: ele teria
um efeito mais fisioldgico por manter o padrao espacial e temporal do
neurotransmissor liberado de forma descontinua; por outro lado, seu
efeito seria limitado a um determinado nivel, independentemente do
aumento da dose, ja que somente modula o efeito do agonista enddgeno
(“efeito teto” que explica a maior seguranca das benzodiazepinas em
relacdao aos barbituricos, capazes de abrir o canal de cloreto do receptor
GABA,, por si mesmos, independentemente da presenca de GABA). Para
um breve resumo sobre o tema, consultem a oitava matéria do glossario
semantico de farmacologia.

6.2.2. Aspecto pratico

6.2.2.1. Tipos de ensaio

Geralmente, a suspeita de efeito alostérico surge em funcdo de
inibicdo parcial (modulador alostérico negativo?) ou aumento (modulador
alostérico positivo?) da ligacdo de um radioligante ortostérico provocada
por uma substancia teste em um ensaio tipico de competicao. Varios
ensaios de binding podem ser utilizados para detectar moduladores
alostéricos, cada um com suas vantagens e desvantagens (May e cols.,
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2004). Entre estes, a forma mais comum e sensivel para se detectar um
efeito alostérico é de se comparar a cinética de dissociacdao de um radioli-
gante ortostérico (Capitulo 4.4.1.2.) na auséncia e presenca da substancia
teste. Caso a substancia teste seja um modulador alostérico negativo
atuando sobre a afinidade do ligante ortostérico, é de se esperar que ela
aumente a velocidade de dissociacao do radioligante, como ilustrado na
Figura 41(A).
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Figura 41. Efeito de moduladores alostéricos sobre a cinética de dissociacdo de um radioligante
ortostérico. A: efeito de um modulador alostérico negativo sobre a cinética de dissociag¢do de
um radioligante ortostérico. Esta simulacdo foi feita para ilustrar o efeito da 5-(N-etil-N-iso-
propil)-amilorida sobre a cinética de dissociacdo da [3H]-ioimbina, no receptor a, humano. B:
efeito de um modulador alostérico positivo sobre a cinética de dissociacdo de um radioligante
ortostérico. Esta simulacdo foi feita para ilustrar o efeito do alcurdnio sobre a dissocia¢do de
[3H]-NMS, no receptor muscarinico My humano. Inspirado de May e cols., 2004.

Esta situacdo foi observada para o efeito da 5-(N-etil-N-isopropil)-ami-
lorida sobre a dissociacdo da [3H]-ioimbina, no receptor a, humano
(apud May e cols., 2004). Por outro lado, caso a substancia teste seja um
modulador alostérico positivo atuando sobre a afinidade do ligante orto-
stérico, é de se esperar que ela diminua a velocidade de dissociacdao do
radioligante, como ilustrado na Figura 41(B). Esta situacdo foi observada
para o efeito do alcuronio sobre a dissociacdo de [3H]-NMS, no receptor
muscarinico M, humano (apud May e cols., 2004).

Como exemplo do nosso laboratdrio, apresentamos na Figura 42
o resultado de um ensaio que visava avaliar se o efeito inibidor que o
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cumestano PCALC36 exercia sobre a ligacdo do [3H]-flunitrazepam em
sinaptosomas de cérebro de rato era fruto de um efeito alostérico nega-
tivo. Como o PCALC36 nao alterou a cinética de dissociacdao do radioli-
gante ortostérico, pudemos descartar uma interacao alostérica entre o
PCALC36 e o flunitrazepam, pelo menos no que diz respeito a cinética de
dissociacao (Lopes e cols., 2004).
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Figura 42. Influéncia do PCALC36 sobre a cinética de dissociacdo do [3H]-flunitrazepam em
sinaptosomas de rato. Apds 90 min de incubacdo, a dissociacdo foi iniciada por diluicdo
isotépica com 300 nM de flunitrazepam ndo marcado, sozinho (controle) ou na presenca de
30 uM PCALC36. Adaptado de Lopes e cols., 2004.

6.2.2.2. Escolha do radioligante e da fonte de receptor (espécie)

No caso de estudo de binding visando a deteccao de efeito alostérico,
ha precaucdes adicionais a serem tomadas devido a grande variabilidade
ja relatada em funcao da natureza do radioligante usado e da espécie.

- Dependéncia do radioligante (Probe dependence): a extensao e
sentido de um efeito alostérico podem variar com a natureza do ligante
ortostérico utilizado como sonda. Assim, o mesmo modulador alostérico
pode ser positivo, negativo ou neutro dependendo da sonda ortostérica ou
condicOes de ensaio. Idealmente, devemos utilizar o agonista endégeno
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como radioligante do sitio orto-
stérico.

- Dependéncia da espécie: a
escolha da espécie animal é mais
critica ainda do que em estudos
diretos do efeito de substan-
cias testes, ja que ha relatos de
efeito alostérico em receptor
muscarinico de tipo M humano,
mas nao de camundongo, por
exemplo (Suratman e cols., 2011).

Ciente destas duas limitagdes,
tivemos que abrir mao de difer-
entes protocolos de binding para
tentar verificar se os resultados
aparentemente conflitantes da
nossa substancia teste LASSBio-
897 ao nivel do receptor Aja
poderiam ser um artefato oriundo

Dica 8. Limitagdo. E importante ressaltar
gue esta técnica é limitada aos casos
onde o modulador alostérico afeta a
constante de velocidade de dissociacdo
do ligante ortostérico (k.1). De fato, é
possivel imaginar que um modulador
alostérico altera a afinidade do ligante
ortostérico (K4) por afetar, somente, a
sua constante de velocidade de asso-
ciacdo (ky1). Ha também limitagdo para
detectar um efeito alostérico que altera
somente a eficacia intrinseca do ligante
ortostérico e ndo sua afinidade, como
foi reportado no caso do antagonista
alostérico CPCCOEt do receptor glutama-
térgico mGlul (Litschig e cols., 1999).

da diferenca de espécie e sonda (probe) usadas nestes dois tipos de
experimentos. De fato, o LASSBio-897 inibia a ligacdo de um radioligante
agonista sintético ao receptor A5 de estriado de rato mas aumentava

a producao de AMPc induzida pela adenosina em células transfectadas

com o receptor A,o humano (Carvalho e cols., 2017). Primeiramente,
mostramos que o LASSBio-897 inibia tanto a ligacdo de [3*H]-adenosina
ao receptor A » humano (Fig.43B) quanto a ligacdo do [3H]- CGS21680 ao

receptor A, de rato (Fig.43A).
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Figura 43. Curvas de competicdo do LASSBio-897 sobre a ligacdo de [3H]-CGS21680 em
membranas estriadas de rato (A) e de [3H]-adenosina em uma preparacdo de membrana de
receptores Ayp humanos (B). Adaptado de Carvalho e cols., 2017.

Sem entrar em detalhes de outros protocolos de binding e de medicao
de AMPc, estes resultados nos ajudaram a elaborar uma proposta de
mecanismo de acao molecular original para esta substancia, como ilus-
trado na figura 44.
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Figura 44. Esquema representando o duplo modo de interacdo ortostérico (verde)/alostérico
(vermelho) proposto para o LASSBio-897 em um complexo dimérico de receptores Aya, sendo
capaz de se ligar de maneira bitdpica a um protdmero e exercer cooperatividade positiva para
a ligacdo da adenosina ao outro protémero. AD, adenosina; L-897, LASSBio-897. Retirado de
Carvalho e cols., 2017.
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6.3. Determinantes Termodinamicos
da afinidade: AH e AS

6.3.1. Principio

A afinidade de um farmaco a um receptor define a forca da inter-
acao entre as duas espécies e é diretamente relacionada a energia livre
de Gibbs (Raffa & Porreca, 1989, equacao 10). Como demonstrado pela
equacao 11, as forcas que controlam a afinidade de um farmaco ao
receptor sao termodinamicas, sendo que a diminuicdo de entalpia e o
aumento de entropia favorecem a formag¢ao do complexo farmaco-re-
ceptor (diminuicao da energia livre de Gibbs).

Equacao 10 AG°=-RTInK,
Equacao i1 AG° = AH° - TAS®

Onde: G° = energia livre de Gibbs; K5 = constante de equilibrio de associacdo (1/Ky); H =
entalpia; T = temperatura absoluta em graus Kelvin; S° = entropia.

Em farmacologia, a variacdo de entalpia (AH°) é geralmente inter-
pretada como reflexo de forgas intermoleculares entre o ligante e o
receptor (sobretudo ligacdes de hidrogénio, interacdes de van de Waals,
eletrostaticas e hidrofébicas), enquanto que a variacao de entropia (AS°)
reflete o rearranjo (desordem) das moléculas de agua ou desdobra-
mento da proteina. Como ilustrado no esquema da Figura 45, a mudancga
de entalpia que acompanha a formacao do complexo farmaco-receptor
depende do balanco das mudancas que ocorrem em termos de inter-
acdes quimicas intra- e intermoleculares. Por outro lado, a mudanca de
entropia se deve, sobretudo, ao processo de dessolvatacao do farmaco e
da proteina receptora.
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Figura 45. Eventos moleculares e termodinamicos que determinam a ligagdo de farmacos a
receptores. Adaptado de Testa e cols., 1987.

Dica 9. Docking. Apesar de serem cada vez mais usadas no
g processo de descoberta de novos candidatos a farmacos, as
& técnicas atuais de modelagem molecular carecem de boas
ferramentas para obter estimativas confidveis das mudancas
de entropia relacionadas a formacdo do complexo ligante-re-
ceptor, ao contrario das previsdes das mudancas de entalpia
gue ocorrem com a formacdo do complexo. Desta forma,
podemos entender porque o docking pode ser bem sucedido na previsdo de afinidade nos
casos onde as mudancas de entalpia sdo as que determinam a afinidade dos ligantes a um
receptor, enguanto que o docking pode falhar quando é o aumento de entropia que deter-
mina a afinidade (Braga e cols., 2014).

6.3.2. Aspecto pratico

O binding é uma das técnicas que permitem a afericdo experi-
mental dos fatores termodindmicos que determinam a afinidade de um
ligante a um receptor. Para tanto, deve-se realizar curvas de saturacao
no equilibrio (vide Capitulo 4.3.) em diferentes temperaturas, geralmente
pelo menos cinco, por exemplo entre 4°C e 37°C. De posse dos valores
de K, obtidos a cada temperatura, podemos estudar a relacao entre os
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valores da constante de equilibrio e a temperatura, de acordo com o
grafico proposto por van’t Hoff (Fig. 46), baseado na equac¢do do mesmo
nome (Equagdo 12).

Equacao 12 Ln Kp =-AH° /RT +(AS°/R)

Onde: K = constante de equilibrio (1/Kg); H® = entalpia; T = temperatura absoluta; R =
constante de gases perfeitos. S° = entropia.
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Figura 46. Graficos de van't Hoff para determinacdo dos parametros termodindmicos que
caracterizam a formacdo do complexo farmaco-receptor. Exemplos tedricos para uma reagao
endotérmica (A: AH positivo) e uma reacgdo exotérmica (B: AH negativo). Nota-se que o gréfico
de van 't Hoff é linear com base no pressuposto de que a entalpia e a entropia sdo constantes
guando ha mudancas de temperatura, o que nem sempre é o caso.

Dica 10. Microcalorimetria (calorimetria de titulagdo isotér-
mica). Em relagdo a medidas de binding em diferentes
temperaturas e uso do gréfico de van't Hoff, a calorime-
tria de titulacdo isotérmica (vide cap. 3.2.2.) tem a grande
vantagem de medir diretamente a troca de calor (variagdo
de entalpia) que ocorre durante a formacdo do complexo
farmaco-receptor, o que permite deduzir o valor da variacdo
de entropia (Claveria-Gimeno e cols., 2017). Por outro lado, esta técnica ainda é relativamente
complexa para poder ser usada de rotina em processos de screening e é também sensivel a
presenca de solvente como etanol e DMSO.




6.3.3. Aplicacoes

6.3.3.1. Descoberta de farmacos: enquanto a otimizacdo de protétipos
se fazia tradicionalmente aumentando a entropia da ligacao (através do
aumento de hidrofobicidade e rigidez do ligante), considera-se agora
qgue a otimizacao entalpica de protoétipos seria preferivel a otimizagao
entrdpica e.g. para manutencao ou melhoria das propriedades farmaco-
cinéticas (ADMET) (Claveria-Gimeno e cols., 2017).

6.3.3.2. Discriminagao termodinamica: existem evidéncias de que é
possivel distinguir a ligacdo de antagonistas e agonistas de GPCR base-
ando-se em parametros termodinamicos como entalpia e entropia. Este
fendbmeno, chamado de “discriminacao termodinamica”, foi relatado
inicialmente para o receptor B-adrenérgico (Weiland e cols., 1979) e
depois para receptores glicinérgicos, GABA,, 5-HTj3, nicotinico e adeno-
sinérgicos A1, Ao e As (Gessi e cols., 2008). No caso do receptor Ayp, a
ligacdo de agonistas derivados da adenosina é totalmente determinada
por ganho de entropia, enquanto a ligacao de antagonistas derivados de
xantina é favorecida pela diminuicdo de entalpia (Borea e cols., 1995).
Porém, a discriminacao termodinamica nao é um fenémeno geral, ja que
nao foi verificada para alguns receptores como D,, 5-HT14 € H; (Borea e
cols., 2000; Strasser & Wittmann, 2012).

Nota-se que é preciso ter o cuidado de garantir uma grande varie-
dade estrutural dos ligantes a serem usados em estudos termodinamicos
porque diferencas observadas entre agonistas e antagonistas poderiam
ser relacionadas a estrutura quimica dos ligantes e nao as suas eficacias
intrinsecas (Wittmann e cols., 2009).

6.4. Caracterizacao farmacolégica de
receptores ortélogos

6.4.1. Principio

Classicamente, a caracterizacdo farmacoldgica de receptores teve
papel essencial na descoberta de novos subtipos de receptores, bem antes
de existir as ferramentas de biologia molecular que hoje tem papel central
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na determinacao de homologia entre receptores. A caracterizacao farma-
colégica de receptores através de sequéncia de afinidade apresentada por
uma série de agonistas e, sobretudo, antagonistas em estudos de binding
de competicao (Capitulo 5.2.1.) continua sendo util para determinar a
identidade de subtipos de receptores em diferentes tecidos ou mesmo
entre diferentes espécies animais. Receptores ortélogos sdo frutos de
genes em diferentes espécies que evoluiram a partir de um gene ancestral
comum, por especia¢ao. Normalmente, ortdlogos retém a mesma fungao
no decurso da evolugao e espera-se que tenham uma sensibilidade semel-
hante para uma série de substancias.

6.4.2. Aspecto pratico

Uma das formas de se avaliar o parentesco entre receptores, e dai
identificar quais receptores podem ser considerados ortélogos, é veri-
ficar se existe correlacao entre as afinidades apresentadas por diferentes
ligantes nas espécies em estudo. Idealmente, deveriamos aplicar um teste
paramétrico de correlagdo, como o teste de Spearman, sobre os valores
de pK; observados nas duas espécies para uma série de ligantes (para
discussdo sobre testes de correlacdo, vide Dica 11).

6.4.3. Aplicacoes

Como exemplo de tal aplicagao, estamos relatando o que fizemos
para esclarecer a possivel relagao ortéloga que podia existir entre os sitios
de ligacdo do [*H]-PK11195 que detectamos no Schistosoma mansoni e
os sitios de ligacdo presentes em rim de rato (receptor benzodiazepinico
“periférico”). A Figura 47 nos permitiu verificar que a pequena populacao
de receptores marcados com alta afinidade pelo [3H]-PK111-95 no S.
mansoni tinha farmacologia semelhante a farmacologia dos receptores
benzodiazepinicos periféricos de rato e, assim, propor que eram recep-
tores ortélogos destes, mas nao dos receptores benzodiazepinicos centrais
marcados com [3H]-flunitrazepam (Noél e cols., 2007).
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Figura 47. Perfil farmacoldgico dos sitios de ligacdo do [3H]-PK11195 no Schistosoma mansoni.
A: comparacdo entre valores de pClsg obtidos em ensaios de competi¢do usando-se [3H]-
PK11195 para seis ligantes dos receptores benzodiazepinicos centrais ou periféricos, medidos
em prepara¢des de S. mansoni e de rim de rato (rico em receptores benzodiazepinicos
periféricos). Teste de correlacdo de Pearson: r2=0,798; p =0,016. B: comparacdo entre valores
de pClsg dos mesmos ligantes obtidos em ensaios de competicdo usando-se [3H]-PK11195 em
preparacdes de S. mansoni e [3H]-Flunitrazepam em preparacdo de cérebro de rato (rico em
receptores benzodiazepinicos centrais). Teste de correlagdo de Pearson, r2 = 0,338; p = 0,226.
(Representacdo e analise original, baseada nos dados retirados de Noél e cols., 2007).

Dica 11. Testes de correlagao. Um coeficiente de correlacdo
mede a extensdo em que duas varidveis tendem a mudar em
conjunto. Os dois testes de correlagdo mais populares sao os
testes de Pearson e Spearman. A correlagdo de Pearson avalia
a relagdo linear entre duas varidveis continuas enquanto a
correlacdo de Spearman avalia a relagdo monotonica entre
duas varidveis ordinais (ranqueadas, por postos). Sendo
assim, qual dos dois deve ser usado nos casos onde se quer avaliar uma possivel correlacdo
entre dados medindo afinidade ou poténcia (como no exemplo acima, onde sdo avaliados
valores de Clsp)? Neste caso € importante lembrar que os célculos de correlagdo de Pearson
baseiam-se na suposicao de que os valores X e Y sdo retirados de populagbes que seguem
uma distribuicdo Gaussiana (normal), pelo menos aproximadamente, o que ndo é o caso com
dados relacionados a afinidade/poténcia (vide Capitulo 8) que obedecem a uma distribuicdo
log-normal. A correlagdo ndo paramétrica de Spearman ndo faz qualquer suposicdo sobre a
distribuicdo dos valores, pois os calculos sdo baseados em classificaces (ranqueamentos,
postos) e ndo nos valores reais. Portanto nds temos duas opgdes: 1. Usar o teste ndo para-
métrico de Spearman para trabalhar com os valores de Clgq. 2. Usar o teste paramétrico de
Pearson para trabalhar com os valores de Clgg apds terem sido transformados em logaritmos,
usando-se, por exemplo, valores de pClsg (-logClsg), para poder se beneficiar do maior poder
deste teste paramétrico (como fizemos na Figura 47). No caso da Figura 37, utilizamos o teste




de Spearman por prudéncia, ao desconhecer o tipo de distribuicdo do parametro “GTP-shift”
(e af, ndo precisamos transformar os valores de Kj em logaritmos).

Nota-se que nestes dois casos (Fig. 37 e Fig. 47), foi tracada uma linha (reta) quando a
correlacdo era estatisticamente significativa, para facilitar a analise visual, e nao ficar difer-
ente das representa¢cdes comumente encontradas em artigos cientificos da nossa area. Vale
ressaltar que o mais correto seria representar os dados simplesmente na forma de grafico de
dispersdo (scatter plot), sem tragar nenhuma reta. De fato, tais retas sdo geralmente tracadas
conforme anélise dos dados por regressao linear, o que ndo é correto em casos como das
nossas figuras. Ndo podemos confundir os conceitos de correlacdo e de regressdao. Uma
regressao so pode ser feita se existe uma clara definicdo da relagdo entre uma variavel depen-
dente (Y) e uma varidvel independente (X), como discutido no Capitulo 7. No caso de uma
correlagdo, ndo existe este tipo de hierarquia entre as duas varidveis, sendo que qualquer uma
das duas pode ser colocada na ordenada e na abscissa dos gréficos de dispersao.
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Capitulo 7

Regressao nao linear e
ajuste de curvas

“A verdadeira viagem de descoberta nao consiste
em procurar Novas paisagens mas em ver com
novos olhos”

Marcel Proust
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Capitulo 7
Regressao nao linear ¢ ajuste de curvas
7.1. Ajuste de curvas: Principio

Como preambulo, gostariamos de citar esta sabia constatacdo geral
sobre estatistica proferida por Lang & Secic em 1997 (apud Drummond &
Tom, 2012): "E extremamente dificil explicar muitos conceitos estatisticos
em termos que sejam tecnicamente precisos e facilmente compreendidos
por aqueles com apenas um conhecimento superficial do topico".

Desta forma, ciente de que ha caréncia de disciplinas de bioestatistica
aplicada a Farmacologia e de que existe frequentemente algum tipo de
desconforto para muitos dos nossos alunos em relagdao aos aspectos
matematicos e estatisticos, além do fato de haver, talvez, um possivel
entendimento inadequado dos conceitos estatisticos por parte de alguns
pesquisadores, gostariamos de mencionar aqui duas referéncias que
forammuitoimportantes parands (Marino, 2014; Motulsky, 2014). Primei-
ramente, aconselhamos fortemente a aquisicao do livro intitulado Intu-
itive Biostatistics, escrito por Harvey J. Motulsky, fundador e chefe exec-
utivo da empresa GraphPad Software que produz o programa GraphPad
Prism, muito usado no nosso meio. Como o titulo indica, este livro escrito
para o publico de ciéncias biomédicas, e ndo para estatisticos, tem como
meta dar informacdes sobre os testes disponiveis, seus usos, vantagens e
desvantagens, sem entrar em detalhes sobre como realizar os cdlculos, ja
gue temos muitos programas disponiveis para esta tarefa (e.g., o proprio
GraphPad Prism, como informa o autor de forma muito judiciosa!). O
artigo do mesmo autor Fitting curves to data using nonlinear regression:
a practical and nonmathematical review (Motulsky & Ransnas, 1987) é
também uma excelente referéncia para o entendimento da técnica de
regressao nao linear, no qual nds nos baseamos para este capitulo.

Queria também mencionar a disponibilidade de um video da aula
“Regressao nao linear e andlise de curva dose-efeito”, que ministramos
no Curso de BIOESTATISTICA APLICADA, oferecido durante o congresso
da SBFTE, em Aguas de Linddia (2015): https://www.youtube.com/
watch?v=S3MTY_QWE3o Os slides desta aula estdao também disponiveis
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para baixar (em pdf) no site http://francoisnoelfarmac.wixsite.com/fnoel/
slides (vide CURSOS: SBFTE 2015 - Bioestatistica aplicada).

7.2. Equacao linear e regressao linear

Uma equacdo é linear quando Y (variavel dependente) é uma funcao
linear dos parametros e da varidvel independente (X), como é o caso
da equacao de uma reta. O principio da regressao linear para ajustar a
“melhor” curva aos dados experimentais, e assim determinar o valor dos
parametros de interesse, € de minimizar a soma dos quadrados dos erros
(SS, equacao 13), sendo que erros sdao aqui as distancias verticais entre os
pontos experimentais (Yexp) € 0s pontos da reta tedrica (Yiesrico)-

Equacao 13 SS = soma [ (Yexp - Yiesrico)’]

E desta forma que se alcanca os melhores valores dos pardmetros de
interesse, como coeficiente angular (a) e intersecdo da reta com o eixo
vertical (b), no caso de uma reta (Y = aX + b).

7.3. Equacgao nao linear

Infelizmente, muitos fendmenos de interesse da farmacologia sao
descritos por equac¢des nao lineares. Como veremos, houve uma evolugao
importante na forma de analisar quantitativamente estes fendmenos.

7.3.1. Linearizacao dos dados e regressao linear

Como a regressao linear é um procedimento familiar aos cientistas,
durante muito tempo realizou-se ajuste de dados a equagdes nao line-
ares de forma indireta, em duas etapas:

1. Transformando os dados de tal forma que a variavel dependente
Y fosse relacionada a variavel independente X através de uma equacao
linear. Assim, se popularizaram representacdes graficas tais como “grafico
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dos inversos” (Lineweaver & Burke, 1934) para cinética enzimatica clas-
sica (Michaelis-Menten); grafico de Log Concentragdao plasmatica (Cp)
vs. Tempo, para eliminacao de farmacos (Farmacocinética) e grafico de
Scatchard, para ensaios de binding de saturacao.

2. Em seguida, estes dados transformados eram analisados por
regressao linear.

Esta metodologia tinha a vantagem de ser de simples entendimento
e de nado precisar de andlise computacional sofisticada, tendo sido feita
inicialmente através de simples calculo com ou sem auxilio de pequenas
calculadoras de mesa. Porém, estaforma de analise tem um viés estatistico
ja que a transformacao linear dos dados distorce os erros experimentais,
o que é particularmente grave no caso do grafico de Scatchard (Motulsky
& Ransnas, 1987).

7.3.2. Regressao nao linear

A regressao nao linear é uma forma de analise para ajustar dados a
qualquer equagdo nao linear. De novo, a melhor solugdo é encontrada
guando a soma dos quadrados dos erros é minimizada. Porém, neste
caso, nao existe solucao matematica simples como na regressao linear,
0 que exige o uso de algum método iterativo baseado em aproximacdes
sucessivas, somente possivel com o auxilio de computador e programa
especifico. E importante estar ciente de que os resultados podem variar
nao somente em funcdao da metodologia usada no programa como
também das escolhas oferecidas dentro de um determinado programa,
lembrando que a aceitacao das condicdes padrdes (default) é também
uma escolha do pesquisador (Motulsky & Ransnas, 1987)

7.3.2.1. Regras de boas praticas para ajuste de curvas
concentragao-efeito

1. Todas as regides da funcao devem ser definidas com dados reais,
de tal forma que a faixa de concentracao usada deve ser suficientemente
abrangente para incluir o parametro de poténcia (e.g., CEsg , Clgg) para
evitar extrapolagao.

2. Em casos normais, a razao entre as concentragdes necessarias para
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produzir 90 e 10% do Enax € em torno de 100 (ou seja, duas unidades
logaritmicas).

3. E recomendavel que o espacamento dos intervalos de concen-
tracdo seja igual em escala logaritmica (e.g., 1, 3, 10 uM, etc.) e nao arit-
mética (1, 5, 10 uM, etc.).

4. Deve haver pelo menos trés concentragdes para cada parametro,
sendo o ideal seis ou mais concentracdes para a equacao simples, ou seja,
a equacao que considera apenas os parametros CEsg e Emay (Equacao 1A,
Figura 1).

5. E melhor ter mais pontos em diferentes valores de x (concentrac¢do)
do que muitas repeti¢cdes de poucos valores de x; isso leva a uma maior
precisao na estimativa dos parametros.

6. Se o intervalo completo de concentra¢des nao foi devidamente
testado e/ou os dados experimentais forem irregulares, levando a um
ajuste ruim, a parte superior e/ou inferior do ajuste pode ser errénea.
Neste caso, pode ser interessante fixar os valores maximos e/ou minimos,
particularmente se soubermos que ha base tedrica paraisso (por exemplo,
fixar em 100% a inibicdo maxima, numa curva concentragdo-efeito de
um inibidor enzimatico, ou numa curva de binding de competicao) ou se
varias substancias parecem ter o mesmo efeito maximo (vide exemplo na
Figura 26).

7. Escolha do modelo (equacgao): os modelos simples (ou seja, com
menos parametros, como a equagao 1A - Figura 1) sao mais robustos e
devem ser usados, a ndo ser que o ajuste nao seja satisfatério. Neste
caso, devemos empregar modelos mais complexos, que fornecem um
melhor ajuste (vide equagao 9, na Dica 4), conforme exemplificado na
Figura 25.

7.3.2.2. Qualidade do ajuste

Outro aspecto importante a ressaltar é a necessidade de se avaliar
a qualidade do ajuste para evitar que se tirem conclusdes precipitadas,
baseadas em parametros nada confidveis. Para tanto, indicamos a seguir
quatro formas praticas que deveriam ser usadas rotineiramente, em
conjunto, como ilustrado no exemplo tedrico das Figuras 48 e 49:
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1. Aspecto visual: apesar de subjetivo, esta avaliacao nao deveria ser
subestimada. No caso do exemplo da Figura 48A, fica claro que a curva
vermelha ajusta-se melhor aos dados do que a curva azul;

2. Grafico dos residuos e Run test: de forma simplificada, podemos
dizer que este teste verifica se existe um numero excessivo de agrupa-
mentos de pontos (clusters) acima e abaixo do valor tedrico (diferenca
ente Yexp € Yiesrico = 0), como ilustrado na Figura 48 (B e C). Este grafico
e sua analise estatistica estdao disponiveis no programa GraphPad Prism,
sendo suficiente uma simples marcag¢ao na op¢ao diagnostics;

3. Precisao do valor dos parametros: é imprescindivel prestar
atencao, e relatar, a precisao dos parametros, pois se o valor for muito
impreciso deve-se suspeitar a escolha de opgdes inadequadas ou nao
otimas (vide comparacgao entre as Figuras 48 e 49) e nao se pode simples-
mente considerar o valor do parametro, sem as devidas reservas. A Figura
48 é um bom exemplo, ja que apesar do ajuste visual ser satisfatério para
a curva vermelha, a grande imprecisao do valor de Clsg indica que algo
estd errado, assim como os valores de topo e base, muito imprecisos e
fora do esperado (100% e 0%, respectivamente) (vide comentarios na
legenda da Figura 48 e nova analise na Figura 49).

4. R?: coeficiente de determinacdo: é a fracdo da variancia (0-1) que
é “explicada” pelo modelo; este valor deve ser préoximo de 1.
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Figura 48. Andlise de curva atipica de competicdo . A. Os dados tedricos foram analisados
por regressao nao linear (GraphPad Prism 6.01) comparando dois modelos: o modelo simples
(curva azul, vide Equacdo 7) e o modelo de Hill (curva vermelha, vide Capitulo 5.2.2.2.), sem
fixar os valores de “Topo” e “Base” (Top e Bottom, respectivamente). Como indicado pela
analise visual, o ajuste é melhor usando-se o modelo de Hill, o que é confirmado (p<0,0001)
pelo teste F (Extra sum-of-squares F test), proprio para comparagao entre modelos (Motulsky
& Ransnas, 1987). O coeficiente de Hill foi bem inferior a 1 (ny =- 0,210 + 0,092). Porém,
nota-se que o valor do Clsg (0,75 uM) é muito impreciso (ICgge: 0,059- 9,6 uM) e que o valor
da “Base” é inferior a zero (Bottom =- 45,6 + 41,0%) e o valor do “Topo” é bem superior a 100%
(Top = 136 + 30%). Neste caso, a analise dos graficos dos residuos para o modelo simples (B) e
de Hill (C) pelo run test ndo denotou desvio significativo destes dois modelos (p>0,05) apesar
dos outros trés critérios evidenciarem claramente que um modelo (Hill) € melhor do que o
outro, o que ndo significa que seja o modelo ideal para analise destes dados.

Como vimos pela analise dos parametros obtidos, nenhuma das duas
solucdes deve ser considerada satisfatoria, apesar da curva em vermelha
(modelo de Hill) se ajustar bem aos pontos experimentais. Neste caso,
devemos rejeitar esta solucdo porque ela prevé valores de “Topo” e
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“Base” muito além dos valores que fariam sentido farmacologicamente,
além de fornecer um valor de Clsg excessivamente impreciso.

Assim, os mesmos dados foram em seguida analisados usando-se a
prerrogativa de fixar os parametros “Topo” e “Base” aos valores espe-
rados do ponto de vista farmacoldgico para ensaios de competicao,
ou seja: 100% (Topo) e 0% (Base). Desta vez, a precisao do parametro
de interesse (Clsp) € muito boa (ICgse: 0,30 — 0,64 uM) para o modelo
de Hill. De novo, o modelo de Hill foi considerado melhor do que o
modelo simples baseado na analise visual, no teste F para comparagao
de modelos e nos graficos dos residuos (Fig. 49). De fato, uma andlise
detalhada através do run test nos indica que o modelo simples deve ser
rejeitado, pois o numero de agrupamentos (2) € menor do que esperado
para 11 dados experimentais, o que indica um desvio significativo (ndo
aleatdrio) do modelo (p<<0,05). Por outro lado, ndo ha desvio do modelo
de Hill (p>>0,05).

Porém, devemos ficar atentos ao fato que um modelo ser melhor
do que o outro nao significa que ele seja ideal, como exemplificado a
seguir. De fato, como explicado na Figura 25 (Capitulo 5.2.2.2.) para estes
mesmos dados, os valores experimentais de ligagdo sao ainda melhor
ajustados quando se usa o modelo de dois sitios de ligacao, obtendo-se
os seguintes parametros: 50% de sitios de alta afinidade (Clsg =30 nM) e
50% de sitios de baixa afinidade (Clsg = 7 uM).
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Figura 49. Andlise de curva atipica de competicdo . A. Os dados da figura 48 foram analisados
por regressdo nao linear (GraphPad Prism 6.01) comparando os mesmos dois modelos (o
modelo simples: curva azul, Equagdao 7; e o modelo de Hill: curva vermelha, vide Capitulo
5.2.2.2.), porém desta vez fixando os valores de “Topo” em 100% e de “Base” em 0%. Como
indicado pela andlise visual (A), o ajuste é melhor usando-se o modelo de Hill, o que é confir-
mado pelo teste F (p<0,0001) e pela andlise dos graficos dos residuos para o modelo simples
(B) e de Hill (C). De fato, em B ha somente dois grupos de pontos (run) o que é pouco para 11
pontos experimentais e uma equacdo com somente dois parametros, como indica o run test,
que denota um desvio significativo do modelo simples (p=0,0043), que deve ser rejeitado, o
gue ndo ocorre com o modelo de Hill (p=0,11). Parametros para o modelo de Hill: Clsg = 0,44
UM (ICgs9: 0,30 — 0,64 uM) e coeficiente de Hill (ny) =- 0,457 + 0,033.
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janela através da qual olhamos para ela”
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Capitulo 8
Analise estatistica e apresentaciao
dos parametros

Em funcao dos problemas de estatistica apontados na literatura, os
quais poderiam parcialmente explicar a falta de reprodutibilidade de
dados publicados (loannidis, 2005; Marino, 2014), varias revistas cienti-
ficas emitiram novos guidelines para o tratamento estatistico dos dados,
na drea biomédica. A revista Biochemical Pharmacology, por exemplo,
menciona claramente que “se espera que todos os achados tenham sido
submetidos a analises quantitativas rigorosas, com calculo e relato dos
valores de Cls, K;, CEsq, etc. Estes devem ser derivados a partir de um
minimo de trés experimentos separados (se houver repeticao dentro de
um experimento, como o uso de triplicata, deve-se usar a média para
obter um Unico valor em cada experimento)”.

O que nem sempre é apreciada, é a necessidade de se distinguir
os testes a serem aplicados aos dois tipos de parametros que caracter-
izam as curvas concentracdo-efeito, nas suas diversas modalidades (vide
ensaios diretos e indiretos, Capitulos 4 e 5): o parametro que define o
efeito maximo (Emax, Bmax, €tC) € a constante (ou parametro) que define a
afinidade/poténcia (Kgy, Ki, CEsq, Cls).

8.1. Emax» Bmax

O caso deste parametro é mais simples, pois sua distribuicdo, numa
populacdo, obedece a uma distribuicdo normal, Gaussiana. Assim sendo,
recomenda-se apresentar os resultados como média aritmética de n
experimentos com seu erro padrao (erro padrdao da média, E.P.M.), como
exemplificado na tabela 1.

Neste caso, ostestesestatisticosusados paradeterminarasignificancia
das diferencas entre grupos (por exemplo, controle e tratado) devem ser
realizados considerando a média aritmética dos parametros, geralmente
usando teste t de Student para comparagao entre dois grupos e teste
ANOVA seguido de teste para comparacdes multiplas nos casos de haver
mais de dois grupos a serem comparados.
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8.2. K¢, Kij, CE5, Cl5o

Como preambulo, achamos importante esclarecer a diferenca entre
constantes (como Ky e K;) e parametros (como CEsg e Clsg), como fizemos
na 272 matéria do glossario semantico de farmacologia que tratou deste
tema. De forma simplificada, podemos considerar que uma constante
é uma quantidade que tem o mesmo valor em todas as situagdes,
enquanto que um parametro é uma quantidade cuja constancia depende
da situacao particular, isto é, sob condi¢Oes experimentais diferentes, um
parametro pode apresentar valores diferentes.

O cdlculo de médias para estas constantes e parametros de afinidade
e poténcia, respectivamente, é mais complicado, pois estes obedecem
a uma distribuicao log-normal (Kenakin, 2009). Assim sendo, podemos
escolher entre as seguintes opcdes para expressar suas médias:

1. Apresentar os resultados como médias aritméticas dos valores
transformados em logaritmos (+ E.P.M.). Nota-se que é mais comum, em
farmacologia, usar os valores de “-log” para evitar sinal negativo. Assim,
no caso de Kj, por exemplo, usa-se os valores de pK; (-logk;);

2. Alternativamente, pode-se expressar os resultados como médias
geométricas com seus intervalos de confianga a 95%, como exemplifi-
cado na tabela 1. Apesar de esta alternativa ser menos usada em farma-
cologia, ela é considerada como mais adequada por diferentes autores
para reportar a precisdao com a qual a média de uma amostra foi carac-
terizada (Kenakin, 2009; Drummond & Tom, 2012).

Tabela 1. Parametros de ligacdo de [3H]-8-OH-DPAT e [3H]-p-MPPF em preparacdes de
membrana de hipocampo de rato. Os resultados de quatro experimentos independentes sdo
expressos como médias geométricas e intervalos de confianga de 95% (IC) para Ky e como
médias aritméticas + E.P.M. para valores de By,5«. Adaptado de Noél e cols., 2014.

. Kd (95% |C) Bmax
Ligante (nM) (fmoles/mg proteina)
[3H]-8-OH-DPAT 0,68 (0,47 — 0,98) 114 +11
[3H]-p-MPPF 0,74 (0,40-1,4) 119+ 16
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Neste caso (constantes de afinidade e parametros de poténcia), os
testes estatisticos paramétricos usados para determinar a significancia
das diferencas entre grupos (por exemplo, controle e tratado) devem
ser realizados considerando as médias geométricas (médias dos valores
transformados em logaritmos, como pK;, por exemplo).

‘\—);’f Dica 12. Precisdo de parametros. £ importante ndo confundir a
%‘ precisdo de um parametro, que corresponde a estimativa do erro
L oriundo do ajuste de uma curva durante o processo de regressao

nao linear, informado pelo programa GraphPad Prism, por exemplo,

(vide Capitulo 7), com a estimativa da variabilidade biolégica. A

magnitude do erro de ajuste (goodness of fit) depende do modelo,
do software e dos dados, enquanto a estimativa do erro bioldgico é adquirida somente com a
repeticdo do experimento. Assim sendo, ndo seria correto usar o “erro padrao” do parametro
obtido pelo ajuste de uma curva (mesmo que seja uma curva média de n experimentos) em
teste de comparacdo de médias, como o teste t de Student por exemplo. O correto é fazer
um teste utilizando-se a média dos valores individuais dos parametros obtidos pelo ajuste de
n curvas independentes, como apresentado na Tabela 1, apesar de que os puristas podem
“torcer o nariz” pelo fato de que ndo seria correto fazer médias de parametros (em vez de
medidas).
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Capitulo 9
Portfélio de ensaios do LBFM

“Os progressos da ciéncia obedecem a lei da repulsao:
para dar um passo em frente, é preciso comegar por
derrubar o dominio do erro e das falsas teorias”.

Boris Pasternak




Capitulo 9
Portiolio de ensaios do LBFM

9.1. Introducgao

Ciente da necessidade de desenvolver know-how em planejamento e
descoberta de novos farmacos no pais, comegamos em 1997 uma colabo-
ragao interdisciplinar, inicialmente com farmacéuticos e quimicos do préprio
CCS-UFRJ (LASSBio/Faculdade de Farmacia; LQB/IPPN), visando a descob-
erta de novos protétipos que pudessem ser levados até a condi¢do de novos
candidatos a farmacos. Tendo tradicdo no uso da técnica de binding para
estudar a interacdao farmaco-receptor, nosso laboratério, para compensar a
baixa vazao (velocidade), optou por desenvolver ensaios com desenho cuida-
doso e maior grau de desempenho (maior probabilidade de descobrir uma
atividade bioldgica). Nosso objetivo foi também disponibilizar uma opgao de
servigo no pais, sem necessidade de excessiva burocracia e com possibilidade
de discutir protocolos e resultados de forma personalizada.

Ao consolidar nossa participacao em projetos interdisciplinares de desc-
oberta e desenvolvimento académico de farmacos, iniciado no PRONEX de
1997 (Desenvolvimento de Farmacos: Quimica, Farmacologia e Toxicologia)
e depois no Instituto do Milénio (Inovacdo e Desenvolvimento de Farmacos
e Medicamentos - 2005) e no INCT (INCT de Farmacos e Medicamentos -
INOFAR, 2008 e 2014), fomos estimulados cada vez mais a oferecer novos
ensaios de binding e também a apresenta-los na forma de portfdlio.

O portfélio apresentado a seguir oferece ensaios classicos de competicao,
assim como ensaios de “binding funcional”, que permitem determinar a
atividade intrinseca de forma semiquantitativa (uma substéncia é agonista
(pleno ou parcial)), antagonista ou agonista inverso?), e.g., para receptores
metabotrdpicos. No decorrer desta trajetdria, tivemos também condicoes
de elaborar ensaios cinéticos de binding para verificar a hipdtese de efeito
alostérico (cap.5.2.3.2.; Pé¢as e cols., 2003) ou para estimar o tempo de
residéncia no receptor (drug-target residence time) (cap. 5.3.2.; Pompeu e
cols., 2015).

Mais recentemente, validamos um primeiro ensaio paraavaliarinibidores
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de sistemas de captacao (uptake), em funcdo de um projeto visando a desco-
berta de inibidores de transportador de glicina (da Silva e cols., 2020).

9.2. Acessibilidade

O arquivo em pdf de versao mais completa deste portfélio, contendo
também descricao de quatro ensaios de inibicdo enzimatica e dois
ensaios funcionais, sendo um em drgao isolado e outro in vivo, pode ser
baixado no site: http://francoisnoelfarmac.wixsite.com/fnoel/laboratorio
(aba “Laboratdrio”: vide “portfolio de ensaios” no final da pagina).

9.3. Catalogo de Ensaios e exemplo

Dentro do escopo deste e-book, reproduzimos abaixo a lista dos
ensaios de binding que ja foram validados no laboratério ao longo dos
anos e usados em projetos de descoberta de novos farmacos, inclusive
na modalidade de prestacao de servico, ou de cunho mais basico.

Receptores - binding (R) / binding funcional (RF*)

RF* binding funcional: ensaio que permite determinar a atividade intrinseca de forma qualitativa
(uma substancia é agonista, antagonista ou agonista inverso?) — vide detalhes abaixo.

Adenosina (A,, —agonista): [3H]-CGS 21680 R1
Adenosina (A, —antagonista): [2H]-ZM 241385 R2
[BH]-ZM 241385 (Na*-shift) R2F*
Adrenérgico (a;): [3H]-prazosina R3
Adrenérgico (a,,) [2H]-RX 821002 R4
[BHJ-RX 821002 (GTP-shift) RAF*
Benzodiazepina (central): [2H] -Flunitrazepam RS
[BH]-Flunitrazepam (GABA-shift) REE*
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Benzodiazepina (periférico): [2H]-PK11195

R6
Canal de calcio voltagem-dependente (tipo L): [3H]-PN200-110 R7
Canal de célcio sensivel a rianodina: [>H]-Rianodina RS
Dopamina (D,): [3H]-SCH 23390 R9
Dopamina (D, -like): [3H] -YM-09151-2 R10
Dopamina (D;): [3H]-YM-09151-2 / células transfectadas R11
Dopamina (D,): [3H]-YM-09151-2 / células transfectadas R12
[PH]-YM-09151-2 (GTP-shift) R12F*
Glutamato (tipo cainato): [3H]-KA R13
Glutamato (tipo AMPA): [3H]-AMPA R14
Glutamato (tipo NMDA): [3H]-MK-801 R15
Muscarinico (n3o seletivo/M1): [3H]-QNB R16
Serotonina (5-HT, , - Agonista): [3H]-80H-DPAT R17
Serotonina (5-HT, 4 - Antagonista): [3H]-pMPPF R18F*
PH]-pMPPF (GTP-shift) R18F*
Serotonina (5-HT,,): [3H]-cetanserina R19
[BH]-cetanserina (GTP-shift) R19F*
Serotonina (5-HT,¢ - Antagonista): [3H]-Mesulergina / células transfectadas |R20
Serotonina (5-HT, - Antagonista): [2H]-SB269970 / células transfectadas R21
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Como exemplo de apresentacao dos ensaios no nosso portfolio,
reproduzimos a seguir a pagina do portfdlio correspondendo ao binding
para o receptor A,a, na opgao de ligante antagonista.

Adenosina (A2a - antagonista): [3H]-ZM241385

Numero de catalogo: R2
Tecido: Estriado de rato 150 mg (sinaptossomas):
Ligante: [3H]-ZM241385 (0,5 nM), antagonista seletivo - 25 °C

Bax = 865 23 fmol/mg proteina Ky=1,38%+0,3nM (n=1)
Célculodo K;=Clsg /1,36 (nM)

Ndio especifico: NECA 30 mM

Controle positivo: CGS 21680 (agonista A,,; Clsg Ay, = 0,3 - 4,3 mM); NECA (agonista
A, e A, Clsg Ay, = 0,35 mM); CPA (agonista seletivo A, ,; K4 rec. A;, = 0,5 nM; rec.
A,,=0,79 - >100 mM); ZM 241385 (0,29 nM);

Referéncia: Alexander & Millns, Eur. J. Pharmacol. 411: 205-210, 2001; Uustare et al. Life Sci.
76:1513-1526, 2005

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: J. Pharmacol. Toxicol. Method,
84:51-56, 2016.

Receptores A2a-Adenosina
(18.09.12) 25°C - 45 min - [*H]-ZM 241385 (0,5 nM)
100+
ZM 241385
NECA
CGS 21680
CPA

<4« H > O

[*H1-ZM 241385 ligado

0 - .l A i | i | .}
0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100

Concentragao (1LM)

Relevéncia:

Agonistas: efeito anti-inflamatdrio de interesse para o tratamento de doengas pulmo-
nares (asma/DPOC), hipotensor de interesse para o tratamento da hipertensao, ino-
trépico positivo de interesse para o tratamento da insuficiéncia cardiaca, inibitdrio de
comportamentos compulsivos de interesse potencial para tratamento de dependéncia
guimica e de efeito analgésico de interesse para o tratamento da dor neuropatica.
Antagonistas: bloqueiam a neurodegeneracao ? (Parkinson, Alzheimer)
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