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Geralmente apenas uma pequena porcentagem do
conjunto de compostos é avaliada

Numero Numero
de artigos de artigos
screening library size compds tested
<1000 16 1-10 S0
1000—10000 30 10—-50 161
10001—100000 89 50-100 71
100001—-1000000 169 100—-500 95
1000001—10000000 78 S00—1000 13
>10000001 13 >1000 16
not reported 26 not reported 15

50 em 1.000.000 = 0.005%

Zu et al,  Med Chem, 2013



O emprego de triagem virtual tem aumentado nos
ultimos anos
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Figure 1. Prospective virtual screening applications. The total num-
ber of prospective VS publications that have appeared between 1997
and 2010 (through July 15th) in the 12 surveyed journals 1s reported.

Ripphausen P et al, ] Med Chem,42010



O espac¢o quimico é muito amplo

=Espaco quimico = conjunto de todas as estruturas quimicas possiveis
=Estima-se cerca de 10°° pequenas moléculas

5GD-13 —-977 milhoes - 99,9% nunca foi sintetizado

" GB-17 — 166 bilhoes
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Milhoes de compostos sao comercialmente disponiveis

" ZINC — maior base de dados de compostos comercialmente
disponiveis (zinc.docking.org)
= Mais de 35 milhdes de compostos (agosto de 2014)
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Bases de dados podem ser filtradas de acordo com
propriedades fisico-quimicas

Relacao com biodisponibilidade

[ A ]
Propriedade Similar a Similar a Fragmentos
Farmaco prototipo (fragment-
(drug-like) (lead-like) like)
Massa molecular (g/mol) <500 < 350 < 250
cLogP <5 3,5 2,5
No. doadores de lig. de H <5 <4 <2
No. aceptores de lig. de H <10 <8 <4

|

Permite otimizac¢ao

Lipinski, J Pharmacol Toxicol Methods. 2000 Jul-Auq:;44(1):235-49.
Teaque, Davis, Leeson, Oprea, Angew Chem Int Ed Engl. 1999 Dec 16:38(24):3743-3748.
Carr RA, Congreve M, Murray CW, Rees DC, Drug Discov Today. 2005 Jul 15:10(14):987
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Abordagens para descoberta de ligantes para um alvo

”~

Todos compostos sao Apenas o conjunto selecionado de

experimentalmente compostos é experimentalmente
avaliados avaliado

 \

Baseada na estrutura  Baseada na estrutura
do ligante (LBVS) do alvo (SBVS)

0

X,
Alto custo 0

Baixa % de ligantes O)\CH,‘
Extensivo trabalho de validacao




Que tipo de informacao podemos empregar para
construir estratégias de triagem virtual?

LBVS
Atividade biologica de
pequenas moléculas

=
CheMBLE | PDEB

SBVS
Estrutura do alvo

— PROTEIN DATA BANK

102.500 estruturas (12/08/14)




O objetivo na triagem virtual é conseguir classificar
compostos ligantes melhor do que nao ligantes

Lista ordenada de compostos

/ OBJETIVO REALIDADE \
X X A 4 Falso positivos
“ : <4 Ligantes <A yerdadeiros positivos
X a X 4 Triagem | <& N
¥ mmp| X
: * Verdadeiros negativos
Ligantes ‘k Nao ligantes 1
N3o ligantes 1 X
\4! ? Falso negativos /

10



A triagem virtual por docking é a estratégia mais
comumente empregada

screening

Cl
; NH

cl CH
0

!

structure-based ligand-based
virtual virtual
screening screening
(322) (107)
! | ! !
docking into N L combination of
Xray (215)or | | CoCKINgInio | | Implicit Use B 2D LBVS 3D LBVS 2D and 3D
omology 3D structures
NMR (2) (37) (55) LBVS
models (73) (32)
structures (15)

Ripphausen P et al, ) Med Chem1,12010



Triagem virtual baseada na estrutura de ligantes

Similaridade quimica

R

2D and 3D similarity

Construcao de farmacéforo Aprendizagem de maquinas

inactives @
6]

Ligand-based
pharmacophores

ranking
direction

margin

12



Triagem virtual baseada na estrutura de ligantes
1. Comparacgao de similaridade 2D

= 1.1 Determinacao de digitais moleculares (molecular fingerprints)
= Baseado na conectividade quimica

CH OH

http://www.cmbi.ru.nl/edu/bioinf4/2D-Prac/picl.gif



Triagem virtual baseada na estrutura de ligantes
1. Comparacgao de similaridade 2D

= 1.2 Calculo da similaridade através de uma métrica
(ex: coeficiente de Tanimoto)

1 1 1 0 1 1 0 1 0
2| 1 1 0 1 0 0 0 0

CH
@ /& )\ /fOH oo XNHE \\O/f \\S/f
8]

A= numero de fragmentos em ambos conjuntos = 3
B = numero de fragmentos em (1), mas ndoem (2) =2
C = numero de fragmentos em (2), mas naoem (1) =0

Coeficiente de Tanimoto = A/(A+B+C)
=3/(3+2+0)=0.6 ou60%



Triagem virtual baseada na estrutura de ligantes
1. Comparacgao de similaridade 2D

= 1.3 Triagem da base de dados por comparacao com ligantes
conhecidos

11 1 1 0 1 1 0 1 0
2| 1 1 0 1 0 0 0 0

OH
O L] 7 o] |
0

Definicao de um valor do coeficiente de Tanimoto como cutoff

Se o valor for muito alto — apenas busca de analogos

15



Discontinuidades de relagao estrutura-atividade sao um
desafio para métodos de similaridade 2D

Local SAR discontinuity

|| Smooth
region

Local SAR continuity

f@%

http://www.int.laborundmore.de/thumb/eOeabf14/Bajorath_03_1m0213_iNT.jpg




Triagem virtual baseada na estrutura de ligantes
2. Comparacao de similaridade 3D

= 2.1 Calculo de volume e de outras propriedades dos compostos
ativos

= 2.2 Sobreposicao de compostos ao padrao gerado
- maximizacao de sobreposicao (ex: algoritmo genético)




Triagem virtual baseada na estrutura do receptor
1. Docking molecular

DOCKING Base de dados
103 — 10° compostos

@Jka@ ©5r*@

Estrutura do alvo

b

"3 b 4
\ / ,‘/
/"//Mﬁ}“
VA I3\

£ 4

Inspecao visual e
selecdo de compostos

80
60
40
20

Validacao experimental

% atividade
—
o
o

3 2 1 0 1

log conc. (uM) 18




III

Por que realizar uma selecao “manual” de compostos?

= Baixa precisao da funcao de pontuacao
= Presenca de falsos positivos

CLASSIFICACAO DA BASE DE DADOS \
¥ et \‘ \% i A ©~ Pose melhor
ok o M \,léﬁg pontuada de
‘,/ 2y ¥ '/f N -~ A
A -~ - >§<& fl cada molecula
‘1’ ‘1’ ‘1’ Pontuacao e
\ -36 (12) - 35 (22) -30(32) - 28 (42) classificagy

= Possibilidade de incorporar conhecimento especifico para uma
classe de alvos

19



Critérios para selecao de compostos

Complementaridade ao sitio

Facilidade de sintese de analogos

Diversidade quimica
Também podem ser

aplicados antes da triagem

>

Predicao de ADMETox |

20



Triagem virtual baseada na estrutura do receptor
2. Determinacao de farmacoforo

Docking into active site )} L Fitting to pharmacophore
with FlexX and GOLD <\ | W in original coordinate
N A" frame

7th International Conference on Chemical Structures — G. Wolber inte:"gaﬂd



Triagem virtual baseada na estrutura do receptor
2. Determinac¢ao de farmacéforo

= Farmacoforo 3D

= Conjunto de grupos funcionais essenciais para atividade,
organizados espacialmente

=  Farmacoforo extraido a partir de complexos

= Aceptores e doadores de ligacao de »~
hidrogénio — vetores

= |nteracgdes hidrofdbicas e
elestrostaticas - esferas

Orug Discovery Today

22
Wolber G et al, Drug Discov. Today, 2007



Triagem virtual baseada na estrutura do receptor
2. Determinacao de farmacoforo

< \ /1
........

Wolber and Langer, JCIM, 2005



ZINC

.
a%e
o* 2a
a® Y%

ChEMBL 3¢ ¢

PROTEIN DATA BANK

Combinacao de LBVS e SBVS

Legend

e
0~

Development of VS -

Heikamp and Barjotath, Chem Biol Drug Design2,42013



Combinacao de LBVS e SBVS

Aplicag¢ao sequencial Aplicacao em paralelo

Compound database Compound database

N7 A ¢ A

Pharmacophores

Manual selection Automated selection, combined scoring

Drug Discovery Today: Technologies

25
Drwal et al, Drug Discov. Today, 2013



Combinacao de triagem virtual e HTS

v
v

Hits computacionais
v

v
vV

26



Combinacao de triagem virtual e HTS

Conjunto de compostos

4 Y
?
S ——

Y

" Hits Hits

computacionais Hits Com”nsexperimentais

Ensaios

secundarios

27



Combinacao de triagem virtual e HTS

Conjunto de compostos

Trlagem virtual ?

P> Hits P~ Hits
computacionais experimentais

Validacao Validac3o
experimental experimental

28



Avaliacao da performance na triagem virtual

Lista ordenada de compostos

~

OBJETIVO REALIDADE \

X X N 4 Falso positivos

- S ligantes “A verdadeiros positivos

Xa X x A <

a X X ' j; :{
Ligantes * 1 Verdadeiros negativos

Nao ligantes

N3o ligantes X

\4! ? Falso negativos /

Pouca (ou nenhuma) informacgao sobre os negativos

29



Analise retrospectiva:
Capacidade de classificar bem ligantes

= Curva ROC - Ligantes conhecidos sao melhor classificados do
que decoys?

ROC Cuve

IDEAL REAL

Ideal Test

Ligantes

>y
1
Nao ligantes f
?

% de ligantes
Sensitivity (%)

20

T

I |
100 80 60 40 20 0
Specificity (%)

% de nao ligantes

http://www.sprawls.org/ppmi2/IMGCHAR/1IMCHAR12.gif 30



Analise retrospectiva:
Capacidade de classificar bem ligantes

= Curva ROC - Ligantes conhecidos sao melhor classificados do
que decoys?

- ROC Curve
l / L. .t ~ °
i ldeal Test e IMitagoes:
. 80-5 & e - Atividade dos decoys é desconhecida
o & Ji 0\\@ Q}\)e// - Nao garante desempenho prospectivo
= g‘ 60 ! v _\@j/ - Resultado depende muito dos decoys
L\ o

& s 0 : &&ﬁ/ utilizados
= 7 QY
88 1/ ¥
X 204/ 7

| /

/
O T T

T T
100 80 60 40 20 0
Specificity (%)

% de nao ligantes

http://www.sprawls.org/ppmi2/IMGCHAR/1IMCHAR12.gif 31



E importante escolher criteriosamente os decoys

= DUD - 40 alvos e decoys para docking
= DUD-E:
= Alvos mais diversos — 102 no total

m 22886 ligantes obtidos do ChEMBL, cada um com 50 decoys
gerados do ZINC

Miscellaneous, 5,

Nuclear
Receptor, 11—

Kinase, 26

GPCR, 5

lon Channel, 21’:

~_Protease, 15

Other Enzymes, -
36 Cytochrome

P450, 2

32



DUD-E

. . 0.006 : =
" Propriedades consideradas: -~ Ligands
0.005 o | v Decoys
]
= Massa molecular &Y%
< 0.004 2 .
o] SN
" LogP T 0.003 _ Y
m _].E__ : ::I.
= Numero de liga¢des rotacionaveis = 0,002 FARNY:
: y Y
= Numero de doadores de lig de H 0.001 s
= NUmero de aceptores de lig de H 0.00p st e
= Carga total Molecular Weight (Da)
0.25
-= Ligands
0.20 e + Decoys
_E 0.15 ;* 5
S ; 5
[ a %
FO10 g “
0.05
3 .;ﬁ*"-?ll-

F ..,
000y~ 4 6 8 10 17

14 1¢
Hydrogen Bond Acceptors

33



Através de curvas ROC diversos protocolos podem ser

comparados

A MCR ROC Plot B THB ROC Plot
100 N — s r—r——rrr ~— 100 e e~ 11
— None: -4.6 — None: 32.5 !
—  SEV:-4.2 — SEV: 36.3 :
o 80f — Thin: -4.1 80F —  Thin: 36.7 AR
§ —  Drug-like: -0.2 —  Drug-like: 37.1 ,
£ eof (
)]
=
=
S 40t ‘
|
EE I
20t
0.1 i T -Hl. | .'-II{'] N .'lll.'lf]

Escala logartimica — enfatiza dados para o topo da lista

34



Analise retrospectiva — Reproduc¢ao de dados de
cristalografia

®  Comparacao entre estrutura cristalografica e pose predita:
= Rmsd<2A
= |nteracdes intermoleculares mantidas?

Babaoglu, K. et al. ] Med Chem, 2007; Teotico, D. et al. PNAS, 200395



Analises retrospectivas podem auxiliar
a parametrizacao da triagem

/ Preparacao \

do receptor e da
base de dados

nte Bkt hitrhdos

o

% de liga

100+

~
a1
1

[
o
1

Avaliagcao de diversos\
protocolos de docking

-1.0

klog (%'34 B8t a%ad

-05 0.0 0.5 1.0 15 2.0

%‘tgtc’)arsifénady

QSCOI’E

/Triagem virtual utiIizando\
o(s) melhor(es) protocolo(s)

&)

=E, v+ E,.+ AG,

elec

desolv

5

a4

/

Avaliacao dos resultados
e selecao dos compostos

|

a4

[ Validag¢ao experimental ]

=AY



Dentre os compostos selecionados apds VS, quantos sao
confirmados experimentalmente como ligantes?

" “Hits” definidos arbitrariamente em diferentes estudos
160 -
140 -

=
P
o

100 -

Number of VS studies
(m)] 0o
o o

N B
o O

257~ 50 50~100 100~ 500 > 500
Hit cutoff range (LM)

o

Figure 1. Hit cutoff ranges. Values in blue were obtained from studies
with clearly defined hit cutoffs. Values in red are estimated from the
lowest experimental activity reported for a hit.

Zu et al, ] Med Chem, 2013



Dentre os compostos selecionados apds VS, quantos sao
confirmados experimentalmente como ligantes?

®  Valor mediano=13 %

= HTS experimental — valores entre 0.01 e 0.14%

calcd hit rate (%) | % dos estudos avaliados
<1 8 2

1-5 60 15.2

6—10 65 16.5

11—-15 65 16.5

16—20 25 6.3

21-25 29 7.3

>25 103 26.1

ND 40 10.1

Zu et al, ) Med Chem, 2013



Qual a afinidade dos compostos encontrados?

120

100

SBVS
LBVS

number of VS applications

p<1puM 1uM=p<10uM  10pM<p=100uM p>100uM
Figure 4. Potency distribution of virtual screening hits. Reported

VS hits discovered by SBVS (blue) or LBVS (green) approaches
were assigned to four potency (p) ranges.

Ripphausen P et al, ) Med Chem3,92010



Qual a afinidade dos compostos encontrados?

2D + 3D LBVS

3D LBVS

2D LBVS

implicit 3D
docking hom.

model

docking X-ray /
NMR

ﬂuﬂﬂﬂu
S W W < ™~
1

[%] wrip>10d yum syy jo uonoeyy

40

Ripphausen P et al, ] Med Chem, 2010



A afinidade média varia de acordo
com a classe do alvo

60

50 -
40 -
30 A
20 +
10 -

number of VS hits

saseuly

SH3dO

saseajoud

s10j}oe}

uonduosuelr

s|auuey?
uol

B p<1ipyM B 1pM<Sp<10pM O 10pM<p<100pM O p>100uM

Ripphausen P et al, ) Med Chem112010



Os hits descobertos por VS podem ser eficientemente
otimizados

= Maior aumento de poténcia através de otimizacao por quimica
sintética
= Em média, poténcia aumenta 70x

optimization method

analogue search
analogue search synthetic SAR and synthetic SAR

no. of cases 31 44 S
LE(ratio)” mean 1.14 + 0.22 1.10 + 0.28 1.21 + 0.31
potency(ratio)” mean  12.30 + 28.06  118.25 + 297.82 14.20 + 9.74

Zu et al, ] Med Chem, 2013



Os hits descobertos por VS podem ser eficientemente

otimizados
B 1000
£
2 100
g
<4
=1
E
° 10
®
2
5 Il
ol
& 1 Il.llllllllIll"lIIII””|HI . , , .
|| 11 21 31 41 51 61 71
0.1

VS hit optimization cases

Zu et al, | Med Chem, 2013



Vantagens e desvantagens de HTS e VS

Método Vantagens Desvantagens
Informacao experimental sobre toda a base de Alta porcentagem de falso-
dados positivos
Possibilidade de descoberta de inibidores que
HTS atuem em diversos sitios do receptor Grande exigéncia de
Independente de existéncia de outros ligantes infraestrutura
e de conhecimento de estrutura do alvo
Restricdo do numero de compostos a serem Necessidade de modelo
testados tridimensional do alvo (SBVS)
Ligantes restritos a um
VS Menor exigéncia de infraestrutura

determinado sitio de ligacao

Maior porcentagem de ligantes especificos

entre compostos avaliados experimentalmente

Falso-negativos
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Vantagens e desvantagens de LBVS

Ligand-based
pharmacophores 2D and 3D similarity

Possivel sem informacao sobre a estrutura proteica
Simples e rapido
Possibilidade de scaffold hoping

Desconsideracao da estrutura proteica
Viés para ligantes semelhantes aos ja conhecidos
Descritores dependentes de conformacao

Adaptado de Drwal, Drug Discov. Today, 2013
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Vantagens e desvantagens de SBVS

Structure-based Docking
pharmacophores

Possivel sem informacao sobre ligantes
Predicao de modo de ligacao

Necessidade de considerar multiplas conformacdes da proteina

Todo o sitio de ligacao é considerado Nao apresenta viés para ligantes
Scaffold hoping conhecidos
Dificuldade em determinar Funcoes de pontuacao super simplificadas
caracteristicas essenciais Alto custo computacional
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