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RESUMO

Nos ultimos anos a comunidade cientifica tem trabalhado intensamente na busca e
desenvolvimento de novos farmacos que permitam inibir infec¢des virais
(antirretrovirais), como a COVID-19. De fato, um grande numero de compostos tem
sido avaliado, em especial, por meio de técnicas de busca sistematizada via triagem
virtual (virtual screening), contudo, as metodologias envolvidas apresentam
limitagbes intrinsecas, principalmente associadas a determinagdo apropriada de
propriedades eletrénicas, estruturais e de reatividade local de forma concomitante.
Neste estudo, técnicas de modelagem molecular baseadas na teoria do funcional da
densidade foram empregadas na investigagao destas propriedades em compostos
antivirais da familia das a-cetoamidas no sentido de se melhor compreender
mecanismos de ag&o e guiar trabalhos experimentais futuros. Vinte e sete derivados
de a-cetoamidas, cuja atividade antiviral contra coronavirus tem sido reportada,
foram avaliados. Os resultados permitem identificar caracteristicas de interesse para
a obtencdo de compostos ativos, em especial nota-se que sistemas mais
promissores devem apresentar baixa tendéncia de interagdo com agentes
eletrofilicos sobre as regides centrais da cadeia, ao mesmo tempo em que
apresentam alta reatividade sobre regides terminais especificas. Analises
preliminares de descritores 3D baseados no potencial eletrostatico reforcam os
resultados obtidos. Com base nestes resultados uma série de novos derivados
cetoamidicos foram propostos e avaliados, resultando em compostos com alta
atividade antiviral prevista. De forma geral, os dados apresentados permitem avaliar
a potencialidade de diferentes compostos por meio de calculos de estrutura
eletrbnica de baixo custo computacional.

Palavras-chave: Antivirais. indices de Reatividade. Relagdes Estrutura-Atividade.



ABSTRACT

In recent years the scientific community has worked intensively in the search and
development of new drugs to suppress viral infections (antiretroviral drugs), such as
COVID-19. In fact, a large number of compounds have been tested, especially
through systematized search techniques via virtual screening, but the involved
methodologies have intrinsic limitations, mainly associated with the appropriate
description of electronic, structural, and local reactivity properties concomitantly. In
this study, molecular modeling techniques weaknesses based on density functional
theory were employed to investigate these properties in antiviral compounds of the
a-ketoamide family in order to better understand mechanisms of action and guide
future experimental work. Twenty-seven derivatives of a-ketoamides, whose antiviral
activity against coronaviruses has been reported, were evaluated. The results allow
the identification of features of interest for obtaining active compounds, in particular it
is noted that the most promising systems should show low tendency to interact with
electrophilic agents over the central regions of the chain, while showing high
reactivity over specific terminal regions. Preliminary analyzes of 3D descriptors
based on electrostatic potentials reinforce the obtained results. Based on these
results a series of new ketoamide derivatives have been proposed and evaluated,
resulting in compounds with predicted high antiviral activity. Overall, the data
presented allow the evaluation of the potentiality of different compounds by means of
low computational cost electronic structure calculations.

Keywords: Antivirals. Reactivity Indexes. Structure-Activity Relationships.
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1. INTRODUGCAO

1.1. COVID-19

Este capitulo versa sobre a pandemia e seus impactos, morfologia do

coronavirus, as vacinas e tratamentos.

1.1.1. Pandemia e seus impactos

Em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China,
um surto de pneumonia causada por um novo virus, denominado SARS-CoV 2 (do
inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), responsavel por uma
sindrome respiratéria aguda grave, se espalhou para muitos paises de forma
acelerada, tornando-se um problema de saude global, classificado pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) como uma pandemia (CHAN et al., 2020; ZHU et al.,
2020).

O sequenciamento genémico demonstrou que este patégeno (SARS-CoV 2)
possui 79,6% da sequéncia genética de outro ja conhecido, o SARS-CoV (DAl et al.,
2020; ZHOU et al.,, 2020). A infeccdo deste virus leva ao desenvolvimento da
doenga denominada COVID-19 (do inglés coronavirus disease 2019), a qual, em
humanos se apresenta de trés formas: i) casos assintomaticos; ii) individuos que
apresentam sintomas leves, semelhantes a de um resfriado comum (febre, tosse,
secrecado respiratoria, dores de cabega, entre outros), e i) individuos que
apresentam a forma grave da doenga, casos em que os pulmdes ficam

comprometidos e outros sintomas mais graves podem surgir como disfungao
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cardiaca, hepatica e renal, os quais podem eventualmente evoluir para a sepse
(XAVIER et al., 2020).

A transmissao do virus se da pelo contato com goticulas de saliva expelidas
no ar. Ainda nao existem medicamentos antivirais especificos para este novo
coronavirus.

Em especial, a pandemia do COVID-19 desencadeou a nivel global uma
interrupcdo de oferta e demanda de produtos e servigos, causando um grande
choque na economia mundial. A reducao de trabalho, o fechamento de empresas, a
baixa produtividade e o distanciamento social imposto visando o controle do
contagio levaram ao bloqueio de fornecimento, ao mesmo tempo em que a perda de
renda e as demissbes em massa, consequéncias da quarentena, reduziram o
consumo e investimento (ACOSTA, 2021).

Conforme relata o World Economic Situation and Prospects (WESP) (2021,
p.1) com relacdo aos impactos econdmicos mundiais causados pela doenga em

2020:

“‘Em 2020, a produgdo mundial diminuiu 4,3%, trés vezes mais do que
durante a crise financeira global de 2009. A modesta recuperacgao de 4,7%,
prevista para 2021, dificilmente compensaria as perdas sofridas em 2020. A
pandemia atingiu mais duramente as economias desenvolvidas, com um
declinio de produgdo estimado em 5,6% em 2020, devido as rigorosas e
prolongadas medidas de bloqueio que foram impostas em muitos paises
europeus e em algumas partes dos Estados Unidos durante o surto.”
(tradugao livre).

De fato, muita incerteza em relacdo ao coronavirus ainda permanece,
principalmente com o surgimento de novas variantes resistentes as vacinas
atualmente desenvolvidas.

Segundo a OMS, conforme estudo do Instituto Butantan: ”[...] o numero de
mortes por COVID-19 no mundo pode ser o triplo do que os registros oficiais

indicam, chegando a 18,2 milhées de pessoas até o final de 2021, contra os 5,9
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milhdées divulgados oficialmente” (INSTITUTO BUTANTAN, 2022). Estima-se que o
numero de mortos seja trés vezes maior do que o numero oficial.

Segundo Wang et al. (2022), diversas razdes interferiram para que ocorresse
esse grande numero de subnotificagbes, € preciso o teste com resultado positivo
para COVID-19 para que se efetive o registro do 6bito; os sistemas de registros sdo
diferentes em cada regido ou pais; ha uma discordancia médica mundial em declarar
a morte por COVID-19 quando a pessoa estava infectada pelo SARS-CoV 2 e
também os fatores politicos que impediram as devidas notificacbes em diversas
regides. E fato a ocorréncia de muitas mortes consequentes de varias outras
doencas durante as medidas de isolamento impostas, que aumentaram o impacto do

numero de mortos durante a pandemia.

1.1.2. O Coronavirus

Coronaviridae € uma familia de virus divididos em alphacoronavirus; beta
coronavirus; gama coronavirus e delta coronavirus. Sdo agentes capazes de infectar
aves e mamiferos. O coronavirus que infecta os humanos pertence a classe de beta
coronavirus e € geralmente associado a doengas respiratérias como resfriados
comuns (HARTENIAN; 2020).

Nos ultimos anos, ao menos trés coronavirus capazes de infectar animais
selvagens foram transmitidos para o ser humano, causando doengas respiratorias
mais graves do que um resfriado comum. O SARS-CoV foi identificado em 2002,
sendo também responsavel por uma sindrome respiratoéria aguda grave. Em 2011 o
MERS-CoV (coronavirus responsavel pela sindrome respiratéria do oriente médio,

do inglés Middle East respiratory syndrome coronavirus) foi identificado na Arabia
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Saudita espalhando-se para varios outros paises. Em 2019, foi identificado o
SARS-CoV 2 (HARTENIAN; 2020).

O genoma do coronavirus consiste de uma fita de RNA positivo, o qual é
envolvido pela proteina de nucleocapsideo (N) e uma membrana composta pelas
proteinas: spike S, membrana M e envelope E. A proteina S € necessaria para a
entrada viral, ligando-se a célula-alvo, sendo responsavel por iniciar o processo de
fusdo com a membrana da célula hospedeira. A proteina M viabiliza a incorporacao
de componentes virais essenciais em novos virions (particulas virais completas)
durante a morfogénese. Por fim, a proteina E define um canal idbnico na membrana
do virus, participando também da montagem viral (HARTENIAN; 2020). A Figura 1,

ilustra a estrutura tipica do coronavirus.

Figura 1. Estrutura tipica do coronavirus

Proteina Spike (S)

Poteina Nucleocapsideo (N)

Genoma RNA

Proteina de Membrana (M)

Proteina de Envelope (E)

Fonte: Adaptado de Lamers e Haagmans (2022)

Em particular, a proteina S se acopla a enzima conversora de angiotensina-2
(ACE2), e, por meio de divisbes, promove a fusdo da membrana viral com a célula
hospedeira (processo de endocitose). Essa proteina possui dois dominios, S1 e S2,
sendo por meio de S1 que o receptor se liga ao hospedeiro. S2, por sua vez,

promove a fusdo da membrana permitindo o acesso do virus ao citoplasma da
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célula. A Figura 2 representa o mecanismo de entrada, replicagdo e saida do

coronavirus na célula hospedeira.

Figura 2. Representacao da reproducéo do coronavirus
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Nota-se que o processo de entrada e saida do coronavirus na célula
hospedeira se da em 9 etapas: i) ligacao e entrada viral via fusdo de membrana ou
endocitose; ii) translagao de polipeptideo; iii) auto protedlise e corte co-translacional
de polipeptideo para gerar proteinas nao estruturais; iv) sentido negativo de
transcricdo subgendémica e replicagdo do RNA; v) sentido positivo de transcricdo
subgendmica e replicagcdo do RNA; vi) translagdo de RNA mensageiro (MRNA)
subgendbmico em proteinas estruturais e proteinas auxiliares; vii) botdes

nucleocapsidarios em um compartimento  intermediario de reticulo
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endoplasmatico-Golgi fixado com proteinas estruturais S, E e M; viii) formagéo do
virus; e ix) exocitose (HARTENIAN, 2020).

Em especial, 0 SARS-CoV 2 possui uma protease (3CL,,,), também chamada
de M,,, que tem um papel essencial na replicagédo viral. Ela atua na quebra de
proteinas virais, promovendo a replicacdo de RNA, diferentemente da proteina S,
que se liga na ceélula hospedeira. Devido a isso, a 3CL,,, define um importante alvo
de atuagao de inibidores, impedindo a replicagao e proliferacdo do virus, e desta
forma reduzindo a carga viral e a gravidade da doenca a ele associada (CHUCK et
al., 2011).

A taxa de mutagédo do coronavirus, em geral, é muito elevada, ocorrendo na
fase da replicagdo. Deste modo, quanto maior o numero de pessoas infectadas,
maior a possibilidade de surgirem novas variantes do virus. Em especial, no caso do
SARS-CoV 2, nota-se uma taxa de mutacdo relativamente menor em relagcédo a
outros virus, principalmente devido a agcao de enzimas restauradoras que atuam em
possiveis falhas do processo de replicagdo. Em geral, um estado de atengédo &
requerido quando elevados picos de contaminacdo sdo observados, em especial,
envolvendo o comprometimento de vias respiratorias, o que, acaba por facilitar a
transmissibilidade do patégeno (CANTON, 2021).

A Figura 3 ilustra as variantes do SARS-CoV 2, suas linhagens, a
classificagdo de cada variante e sua data de classificagdo. A classificagdo vem do
inglés “Variant Being Monitored (VBM)”, “Variant of Interest (VOI)”, “Variant of

Concern (VOC)” e “Variant of High Consequence (VOHC)”.
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Data de designacdo
Designacdo da OMS Linhagem ignac
voc VoI VBEM
Alfa B.1.1.7 elinhagem Q 29 de dezembro de 2020 21 de setembro de 2021
Beta B.1.351 e linhagens descendentes 29 de dezembro de 2020 21 de setembro de 2021
Gama P.1 elinhagens decendentes 29 de dezembro de 2020 21 de setembro de 2021
Delta B.1.617.2 e linhagem AY 15de junho de 2020 21 de setembro de 2021
i 26 de fevereiro de 2021,

Epsilon B.1.427,B.1.429 19 de margo de 2020 . 21 de setembro de 2021

29 de junho de 2021
Eta B.1.525 26 de fevereiro de 2021 21 de setembro de 2021
lota B.1.526 26 de fevereiro de 2021 21 de setembro de 2021
Kappa B.1.617.1 7 de maio de 2021 21 de setembro de 2021
N/A B.1.617.3 7 de maio de 2021 21 de setembro de 2021
Zeta p.2 26 de fevereiro de 2021 21 de setembro de 2021
Mu B.1.621,B8.1.621.1 21 de setembro de 2021

Fonte: Adaptado de Centers for Disease control and Prevention (2022)

Tais variantes definem-se principalmente devido a presenca de mutagdes na
proteina S. Detalhes acerca destas mutagdes sao brevemente descritos por Cosar et
al. (2021) e sumarizadas no Anexo A.

No Brasil, em especial, foi relatado o surgimento da variante P.1, a qual teve
grande impacto no numero de obitos, principalmente na regido norte do pais no

periodo entre 4 dezembro de 2020 e 2 de janeiro de 2021 (NAVECA, 2021).

1.1.3. Vacinas e tratamento

Os métodos que sdo empregados para a produg¢ao de vacinas, sao bastante
diversificados. Trés métodos sao utilizados atualmente para producio: vacinas de
subunidades inativadas e proteicas; vacinas que utilizam vetores virais e vacinas de
mRNA.

As vacinas de subunidades inativadas e proteicas sdo produzidas a partir da

cultura inativada de virus, inativadas quimicamente (CREECH, et.al. 2021). De
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acordo com a OMS, sdo 29 vacinas em ensaios clinicos que utilizam a tecnologia de
subunidade proteica (fragmentos de proteinas do coronavirus). O mecanismo de
acao dessas vacinas concentra-se na proteina S, parte do virus que penetra na
célula hospedeira. (FERRAZ, 2021) Comumente utiliza-se a quimica na melhora da
resposta imune adicionando substancias que estimulam o sistema imunolégico na
férmula das vacinas, essas substancias sdo adjuvantes quimicos que melhoram a
resposta imune, segundo Diniz e Ferreira (2010, apud FERRAZ, 2021).

As vacinas que utilizam vetores virais empregam virus modificados incapazes
de se reproduzir (em geral adenovirus). Esses virus geneticamente modificados
carregam a sequéncia génica do virus de interesse. Essa técnica pode prejudicar a
imunizagdo se o individuo ja tiver alguma imunidade ao adenovirus. No caso da
COVID-19, elas impedem que a doenga se apresenta em sua forma mais grave, ndo
impedindo a contaminag&o e aparecimento de sintomas leves. Em geral oferecem
protecao a novas variantes (CREECH, et.al., 2021).

As vacinas mRNA utilizam o mRNA para transportar o material genético do
patdbgeno. Nessa técnica avangada, nanoparticulas lipidicas sdo usadas como
agentes protetores da proteina S estabilizada, codificando o mMRNA para o espago
intracelular. Assim, o hospedeiro utiliza o0 mRNA para produzir a proteina alvo
(proteina S), induzindo uma resposta imune coordenada. Essa vacina possui alta
eficacia e poucas reagdes adversas. Ela pode ser produzida rapidamente e produz
respostas em curto intervalo de tempo (CREECH, et.al. 2021).

A Tabela 1 apresenta as plataformas vacinais divulgadas no ano de 2020.
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Tabela 1. Plataformas vacinais

Vetor viral Genéticas-RNA Proteicas Virais inativadas
AstraZeneca / Oxford (Reino Unido) Pfizer / BioNTech (Alemanha) Novavax (Estados Unidos) Sinovac (China)
Adenovirus de Chipanzé RNA mensageiro Sub-unidades

(ChAd)

CanSino Biological (China) Moderna (Estados Unidos) RNA Sinopharm Wuhan (China)
Adenovirus humano tipo 5 mensageiro

(AdS5)

Gamaleya (Russia) Sinopharm Beijin (China)

Adenovirus humano tipos 5 e 26
(Ad26 e AdS)

Jansen (Estados Unidos) Adenovirus
humano tipo 26

(Ad26)

Fonte: Lima, Almeida e Kfouri (2021)

No que tange o desenvolvimento de vacinas para o enfrentamento da
COVID-19, vale ressaltar o intenso esforco e curto prazo para a obtencdo de
produtos com alta capacidade de protegdo. Para fins de ilustragdo, a Figura 4
apresenta um diagrama de desenvolvimento de vacinas tradicionalmente observado
e o impulsionado pela pandemia.

Apesar da preocupacgao global em acelerar o desenvolvimento de vacinas no
periodo da pandemia, ha ainda a necessidade de se encontrar farmacos antivirais
para o combate e tratamento desta doencga e outras similares, o que ainda é um foco

de pesquisa de diversos grupos.
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Figura 4. Procedimento de desenvolvimento das Vacinas contra o SARS-CoV 2
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Fonte: Adaptado de Krammer (2020)

Em especial, pesquisadores e estudiosos em saude publica mundial
compartiham uma grande preocupagdo associada ao surgimento de novas
pandemias (BALMANT e FONTANETTO, 2022). Neste contexto, para antever
possiveis ameacgas, € crucial o monitoramento gendmico e epidemioldgico de
agentes infecciosos. De fato, investimentos em sistemas de saude fortalecidos e
producao de vacinas tornam um pais preparado para enfrentar emergéncias
sanitarias, similares as enfrentadas nos anos de 2020-2022. A destruigdo ambiental
e 0 aumento populacional tendem a intensificar o risco de transmissao de doencas
infecciosas entre animais e seres humanos, sendo desta forma essencial garantir
um amplo conjunto de medidas e normas sanitarias para prevenir e controlar
doencgas ja conhecidas e aquelas que possam surgir (BALMANT e FONTANETTO,
2022).

De fato, muitos especialistas concordam que a humanidade se encontra em

constante risco de sofrer uma nova pandemia com o surgimento de um virus
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ignorado pela ciéncia ou até mesmo desconhecido. As ultimas pandemias que a
humanidade ja sofreu, como a gripe espanhola em 1918; a gripe asiatica em 1957; a
SARS-COV em 2003 até a SARS-COV-2 em 2019, evidenciam a grande
vulnerabilidade dos sistemas de vigilancia e combate a novos agentes infecciosos
(INSTITUTO BUTANTAN, 2021).

Alguns especialistas, por exemplo, sugerem que a COVID-19 pode ndo ser a
pior pandemia ja enfrentada pela humanidade. Sendo previstas pandemias futuras
similares que poderdo levar a um numero ainda maior de mortes e impactos
secundarios significativos. Tais proje¢cdes levam em conta a ocorréncia de mutagdes
em virus que tipicamente se transmitem por meio da via respiratéria, como o H5N1
(considerado, inclusive, um potencial causador de futuras grandes pandemias),
principalmente por sua forma de transmissibilidade (MANIR, 2020). Tal cenario
evidencia a necessidade de estudos continuos acerca do desenvolvimento de
vacinas, farmacos e inibidores para o tratamento destas doengas (INSTITUTO

BUTANTAN, 2021).

1.2. Inibidores e seus mecanismos de agao

Neste capitulo, aborda os farmacos testados e a discuss&o a respeito sobre
trabalhos publicados sobre os inibidores investigados, bem como os mecanismos de
acgao reportados.

Dentre eles, o Remdesivir, medicamento antiviral inicialmente desenvolvido
para tratamento do Ebola (WANG et al., 2020) foi aprovado para uso emergencial
em 1 de maio de 2020 (modificado em 28 de agosto) nos EUA, sendo liberado para

o tratamento em pessoas hospitalizadas. (BEIGEL et al., 2020)


https://www.zotero.org/google-docs/?aYFYdT
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Tal processo foi repetido em varios paises. Testes clinicos, no entanto,
sugeriram que o uso deste medicamento de forma isolada ndo seria suficiente para
todos os pacientes, apresentando resultados mais promissores quando associado a
outros medicamentos com agao de resposta imune como o baricitinib (BEIGEL et al.,
2020). Combinacdes baseadas em a-interferon e lopinavir-ritonavir (anti-HIV)
também foram testadas, apresentando, no entanto, resultados pouco promissores e
fortes efeitos colaterais, além de alta toxicidade (CAO et al., 2020; DAI et al., 2020).

Em outra linha de investigagcdo, o uso de farmacos amplamente testados no
tratamento de outras doencas foi também avaliado para o tratamento da COVID-19.
Em especial, o uso da cloroquina e hidroxicloroquina, comumente empregados no
tratamento da Malaria e do Lupus, causou uma grande polémica em muitos paises,
inclusive no Brasil (FIOROTTO DE MATTOS, 2021). Tais compostos, derivados da
quinina, foram testados in vitro contra o SARS-CoV 2, apresentando um resultado
eficaz contra a infeccdo, porém ndo demonstraram a eficacia esperada em testes in
vivo (GROSSE et al., 2021). De forma geral, em estudos realizados em pacientes
com COVID-19, nado foi evidenciado uma melhora significativa dos individuos
tratados com estes medicamentos em relacdo aos que nao receberam tratamento.
Por nédo apresentarem eficacia evidenciada no combate a COVID-19, a OMS
declarou n&o haver seguranga no uso destes medicamentos no combate a doenga,
contudo, esses medicamentos continuaram a ser usados em diversos paises
(FIOROTTO DE MATTOS, 2021).

Conforme apontado por Dai et. al. (2020), trabalhos que visam o
desenvolvimento de inibidores contra o coronavirus estdo bastante focados na
inibicdo da proteina M,,,, presente na proteina S do SARS-CoV 2. Em especial estes

autores tém proposto o uso de compostos derivados de a-cetoamidas como


https://www.zotero.org/google-docs/?IvNfTg
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potenciais inibidores, os quais possuem uma grande flexibilidade de sintese e alta

interagdo com sitios ativos destes alvos, conforme ilustram as Figuras 5 e 6.

Figura 5. Design de inibidores de a-cetoamidas
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Figura 6. Estudo de docagem molecular demonstrando a interagdo M,,-Inibidor de dois derivados de
a-cetoamidas (11a1 e 11b1) no sitio de interagéo.
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A Figura 7 demonstra o esquema reacional comumente empregado na
sintese de derivados de a-cetoamidas (ZHANG, 2020a), enquanto a Figura 8 ilustra
a composicdo de derivados tipicos com distintos ligantes laterais (11r, 13a, 13b e

14b).

Figura 7. Esquema reacional para a sintese de derivados de o- cetoamidas
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Fonte: Zhang et al. (2020a)

Figura 8. llustragdo da obtencdo de derivados de a-cetoamidas

14b 13b
Fonte: Zhang et al. (2020b)
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Nota-se que o esquema de reacdo das a-cetoamidas permite identificar
regides de modificagdo estrutural para obtengcdo de um inibidor mais promissor. Em
especial os compostos 11a e 11b, segundo DAl et al. (2020), apresentaram
propriedades antivirais promissoras, demonstrando alta capacidade de inibicdo da
M, do SARS-CoV 2, sendo o composto 11a (Figura 7a) selecionado para futuros
estudos clinicos.

Zhang et al. (2020a), reportaram alta poténcia inibitéria do composto 11r
(Figura 9) contra o SARS-CoV. Segundo os autores, tal composto também tem
potencial contra SARS-CoV 2. Dentre a gama de compostos estudados por eles, em
especial as estruturas 11r, 11s e 11n tiveram melhor resposta contra o SARS-CoV.
Estudos conduzidos por Zhang et al. (2020b) buscaram sintetizar novas estruturas,
contra 0 SARS-CoV 2 a partir do composto promissor 11r, sintetizando 13a, 13b e
14b. Respostas promissoras no que tange a farmacocinética foram obtidas para o
composto 13b, sugerindo a possibilidade de administragdo direta nos pulmdes.

Tais dados evidenciam a potencialidade destes compostos no enfrentamento
a doenga, indicando um conjunto promissor de estruturas quimicas a serem
investigadas.

Possiveis mecanismos de acdo de inibidores baseados em a-cetoamidas
sobre a enzima do virus tem sido descritos por Ramos-Guzman; Ruiz-Pernia; TuiAdn

(2021, p.1):

“A reacao (entre o farmaco e a enzima) é iniciada com a formacgao do par de
ions diades cataliticos ap6s uma transferéncia de prétons entre os residuos
cisteina (Cys145) para histidina (His41). Deste estado ativado, a inibigcao
covalente prossegue com o ataque nucleofilico do atomo desprotonado
(enxofre da Cys145) sobre o atomo de carbono do aldeido do farmaco, bem
como uma transferéncia proténica mediada por agua do atomo de nitrogénio
da His41 para o atomo de oxigénio do aldeido (farmaco)”;
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a Figura 9 ilustra esse processo:

Figura 9. a) Mecanismo proposto de agéo covalente dos inibidores (I) a-cetoamidas atuando sobre
residuos especificos da enzima (E) do virus SARS-CoV 2 via a formagéo de pares idnicos (IP) e
estados de transicédo (TS1 e TS2). b) Exemplificagcao da atividade inibitéria para os compostos 11a e
GC373.
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Fonte: Adaptado de Ramos-Guzman; Ruiz-Pernia; Tuiidn (2021)

w

Tais dados sugerem a relevancia de processos de transferéncia de carga

entre os inibidores e os alvos virais 0s quais ainda carecem de maiores estudos.
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1.3. Design de farmacos antivirais

Dentre as diferentes técnicas de design de compostos antivirais, destacam-se
os métodos de triagem virtual (ou virtual screening). De modo geral, o objetivo desta
técnica situa-se na identificacdo de compostos bioativos mais promissores a partir
de uma vasta biblioteca de estruturas quimicas. Em geral tais métodos baseiam-se
em 2 abordagens distintas: a) triagem virtual baseada na estrutura do alvo
molecular, a qual envolve estudos de interacdo de possiveis compostos bioativos
com alvos moleculares proteicos de relevancia para o desenvolvimento viral; e b)
triagem virtual baseada em caracteristicas do ligante a qual tem como foco principal
a realizacdo de estudos comparativos envolvendo estruturas quimicas
conhecidamente bioativas com outros compostos de potencial interesse.

A abordagem envolvendo a estrutura do alvo molecular é baseada em estudos
de docking. Nesses estudos os ligantes sdo posicionados no sitio ativo do alvo
molecular de interesse biologico, sendo realizada uma busca posicional e
conformacional. Complexo ligante-alvo mais provaveis sdo identificados com base
na afinidade de posi¢des (orientagdes) relativas entre o ligante e o sitio-receptor,
estimadas de acordo com parametros de interacdo eletrostaticas, quimicos e/ou
semi empiricos, que definem fungbes de rankeamento denominadas escore. Com
base nesses parametros, compostos bioativos podem ser identificados dentro de
uma vasta biblioteca de dados guiando trabalhos experimentais subsequentes.
Apesar da potencialidade da técnica de triagem virtual baseada na estrutura do alvo
molecular, a mesma apresenta uma forte dependéncia com os métodos e algoritmos
empregados na predicdo dos modos de ligagcdo e na estimativa da afinidade entre

ligante e alvo molecular. Em especial, caracteristicas associadas a
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flexibilidade/rigidez dos compostos ligantes, bem como conformagdo dos sitios
ativos proteicos definem parametros relevantes nos resultados deste tipo de triagem.

A abordagem envolvendo a triagem virtual baseada em caracteristicas do
ligante, diferentemente da técnica anterior, ndo leva em consideragcéo a estrutura
tridimensional do receptor biolégico. Ao invés disso, caracteristicas estruturais e
propriedades diversas de compostos de interesse (oriunda tipicamente de bancos de
dados) sao estimadas e comparadas com as advindas de compostos
conhecidamente ativos. Dentre os meétodos mais utilizados nesta abordagem
destacam-se: a) busca baseada em padrao farmacoforico; b) busca por similaridade
quimica e estrutural; c) estabelecimentos e relagdes quantitativas entre estrutura e
atividade biologica (QSAR); e d) busca por meio de métodos de aprendizado de
maquina. A primeira abordagem leva em conta parédmetros estruturais e analise
comparativa entre a posi¢ao relativa de grupos funcionais especificos com o mesmo
papel quimico (eletrofilos, nucledfilos, grupos hidrofébicos, grupos aromaticos etc.),
conhecidos como farmacoforos, na busca por compostos promissores similares a
farmacos com atividade ja reportada. Na abordagem por similaridade, apenas
caracteristicas estruturais sdo consideradas, o grau de similaridade com compostos
ativos é geralmente estimado com base em diferentes coeficientes de similaridade,
sendo método muito dependente da escolha desses parametros. Tal abordagem
pressupbe que moléculas estruturalmente similares tendem a apresentar
propriedades fisico-quimicas e atividades biolégicas semelhantes. Abordagens
baseadas em QSAR utilizam um conjunto inicial de moléculas, que podem ser
modeladas por softwares especificos, ou podem ser obtidas através de base de
dados diversas, para realizacdo de um estudo de analise conformacional visando a

identificacdo de conformacgdes viaveis (ou seja, de menor energia). Descritores
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eletrbnicos, estruturais e topoldgicos diversos podem ser utilizados para estudos
estatisticos e obtencdo de uma equagdo de predicdo de atividade bioldgica
(geralmente por meio de regressoes lineares).

Por fim, abordagens baseadas em técnicas de aprendizado de maquina,
utilizam um grande conjunto de informagdes moleculares para treinamento e
delineamento de modelos capazes de diferenciar compostos ativos e inativos.

Para fins de exemplificacdo, na Figura 10, sdo ilustradas caracteristicas basicas
representativas das diferentes abordagens empregadas na triagem virtual de

farmacos.

Figura 10. Workflow dos métodos de Triagem Virtual, TBVS e LBVS.
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_ ‘ Selecdo Molecular do Ligante |

l 1

‘ Biblioteca de compostos |
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Identificacdo dos compostos
com as propriedade requeridas
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Fonte: Silva et al. (2021)
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1.4. Motivacao do estudo

A busca por novos compostos ativos unicamente por tentativa e erro
define-se atualmente como uma abordagem muito pouco efetiva, principalmente
devido aos altos custos de produgdo esperados e a dificuldade de obtencdo de
compostos com atividade de fato otimizada.

Neste sentido, estudos tedricos e computacionais definem-se como
alternativas indispensaveis na selegcdo de compostos promissores. Em especial
simulacdo e modelagem computacional via técnicas de quimica quantica podem
contribuir de forma significativa na identificacdo de compostos ativos e
direcionamento de trabalhos experimentais, reduzindo o nimero de estudos sinteses
necessarias (YANG et al., 2005). De fato, a obtengao de regras preditivas baseadas
em descritores eletronicos pode guiar a sintese e prospecgdo de compostos com
caracteristicas desejaveis, considerando-se propriedades quimicas diversas dos
compostos.

Grande parte dos estudos tedricos de modelagem e prospecgao de farmacos
baseia-se na identificagdo de sitios ativos, envolvendo a analises de docking
molecular (com sitios alvo) ou a analise de propriedades eletrdnicas intrinsecas dos
compostos isolados. De forma geral, sdo raros os estudos envolvendo uma analise
concomitante de propriedades eletrénicas, estruturais e de reatividade dos sistemas,
sendo que dados estruturais acabam, por muitas vezes, dominando as analises
realizadas.

No presente estudo propde-se a investigagdo de dados de estrutura
eletrénica de uma familia de compostos derivados de a-cetoamidas com atividade
biolégica ja evidenciada (DAl et al., 2020; ZHANG et al. 2020a; ZHANG et al. 2020b;

YANG et al., 2005), atrelando-os a dados estruturais, no sentido de se identificar
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processos de interagao relevantes e propor compostos com propriedades antivirais
otimizadas. Os resultados obtidos permitem identificar caracteristicas desejaveis a
derivados de com atividade antiviral intensificada o que pode guiar a sintese de
novos compostos otimizados.

A presente dissertagdo se encontra dividida da seguinte forma: i) no Capitulo
1 apresenta-se a introducdo contendo uma breve contextualizacédo e levantamento
da literatura; ii) no Capitulo 2 sdo apresentados os objetivos gerais e especificos do
trabalho; iii) no Capitulo 3 sdo apresentados os materiais estudados e aspectos
principais vinculados as metodologias de estudo empregadas; iv) no Capitulo 4 sdo
apresentados os resultados obtidos do estudo estrutural, de reatividade, de
desenvolvimento de ferramenta de avaliacdo 3D e de relagbes estrutura atividade
para os diferentes compostos; v) no Capitulo 5 sdo apresentadas as principais
conclusdes do trabalho, seguido das referéncias. Sdo apresentados nos apéndices

resultados adicionais e nos anexos informagdes introdutérias complementares.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho tem como principal objetivo identificar caracteristicas
eletronicas, estruturais e de reatividade relevantes na atividade antiviral de
compostos do tipo a-cetoamidas, tidos como promissores no tratamento da

COVID-19.

2.2. Objetivos especificos

S&o objetivos especificos do presente trabalho:

Realizagéo do estudo estrutural de conjuntos de moléculas;

e Calculo e analise de diferenciados descritores eletrénicos;

e Calculo e analise de indices de reatividade (indices de Fukui condensados
aos atomos, analise da posicao de centréides de reatividade, avaliacdo do
grau de maciez quimica e sua similaridade com amino-acidos) e potencial
eletrostatico molecular;

e Buscar padrées de correlagao linear (por meio de analise de coeficiente de

regressdo linear de Pearson) entre os dados de estrutura eletrbnica e

atividade antiviral;

e Proposicao e avaliacdo de novos sistemas promissores.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Inibidores a-cetoamidas avaliados na literatura

A Figura 11 ilustra a estrutura basica comum a todos os compostos avaliados.
Os grupos laterais R'-R® ilustram a posigdo de distintas ramificagbes conforme
reportado por Dai et al (2020), Zhang et al. (2020a); Zhang et al. (2020b); e Yang et
al., (2005). Com base nestes trabalhos, um total de 27 derivados foram

selecionados, considerando-se a existéncia de uma estrutura basica comum (core).

Figura 11. Estrutura basica dos compostos avaliados

: o
3 g 12

Fonte: Autoria prépria.

As Tabelas 2-5 ilustram as estruturas dos distintos compostos avaliados com
os respectivos ligantes R', R? e R*® , bem como valores de ICs, (concentragdo em uM
necessaria do farmaco para inibir 50% da atividade enzimatica nos testes in vitro) e
as referéncias dos trabalhos experimentais. Os compostos 14b, 12, N1 e N3 nao

possuem valores de IC5, reportados.
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Tabela 2. Identificagdo dos compostos avaliados, valores de ICs, (UM) e referéncias experimentais:

11a1-11g.

composto Estrutura IC50
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1.950
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Fonte: Autoria prépria

Referéncia

(DAI, W. et al., 2020.)

(ZHANG, L. et al,, 2020a.)

(DAI, W. et al., 2020.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)
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Tabela 3. Identificagao dos compostos avaliados, valores de IC, e referéncias experimentais:

composto

11h
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Fonte: Autoria propria

Referéncia

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al,, 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)
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Tabela 4. |dentificagao dos compostos avaliados, valores de ICs, (UM) e referéncias experimentais:

composto

11q

11r

11s

11t

11u

13a

13b

14b

11g-14b.

Estrutura IC50
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Referéncia

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a.)

(ZHANG, L. et al., 2020a)

(ZHANG, L. et al., 2020b.)

(ZHANG, L. et al., 2020b.)

(ZHANG, L. et al., 2020b.)
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Tabela 5. Identificagdo dos compostos avaliados, valores de I1Cs, e referéncias experimentais: 12, N1
e N3.

composto Estrutura 1C50 Referéncia

woo” : (YANG, H. et al., 2005.)
-V S S § OGP

N1 6\( \J\L‘,N\/K v - (YANG, H. et al., 2005.)

Q.
NH
Wyt HE TH,
a
— 9
N3 %\AL‘/\)L & _ (YANG, H. et al., 2005.)
a H, a E Hy E
h

Fonte: Autoria propria

3.1.2. Inibidores a-cetoamidas propostos

Além dos compostos reportados por Dai et al (2020), Zhang et al. (2020a,
2020b) e Yang et al. (2005), novos inibidores derivados de a-cetoamidas foram
propostos e avaliados com base nas regras obtidas do estudo de QSAR. A Figura 12
ilustra a estrutura basica comum a todos os compostos, sendo destacadas as
regides de interesse P1, P2 e P3 modificadas e as modificagdes realizadas. As
estruturas propostas foram obtidas por meio da inser¢cao de substituintes laterais,
conforme ilustrado nas Tabelas 6-8, mantendo-se a estrutura basica do composto
ativo 11a1 ou 11b1. O composto Nirmatrelvir (conhecido comercialmente como o
farmaco Paxlovid, desenvolvido pela Pizer) foi também inserido no grupo de
testagem, dada a sua similaridade quimica com os compostos avaliados (incluindo a
presenca do core - vide Figura 13). Desta forma foram definidos os seguintes grupos

de testagem:
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e Grupo A: substituinte ligado ao atomo 6 (A;-A);

e Grupo B: substituinte na posi¢céo P1, anexado sobre o atomo 1 (B4-By).
e Grupo C: substituinte na posi¢cao P2, anexado sobre o atomo 6 (C;-Cy);
e Grupo D: substituinte na posi¢cao P3, ligado ao atomo 11 (D4-D,).

e Grupo E: Paxlovid.

Figura 12. a) Estrutura basica e regides dos compostos avaliados. b) altera¢des realizadas sobre os
as regides P1, P2 e P3 para a obtengao dos grupos de testagem A, B e D. c¢) alteragdes realizadas

sobre os as regides P1, P2 e P3 para a obtengao dos grupos de testagem B, C e D.

"Core"

b) C)

Fonte: Autoria propria.

Em especial, as regras de substituicdo foram planejadas de modo a manter a
base dos compostos mais ativos, e substituir apenas uma das regides: P1, P2 ou P3

para cada derivado.



Tabela 6. Compostos propostos para testagem dos grupos A e C.

composto Estrutura composto Estrutura
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Tabela 7. Compostos propostos para testagem do grupo B.

composto Estrutura composto Estrutura
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Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 8. Compostos propostos para testagem do grupo D.

composto Estrutura
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Fonte: Autoria prépria
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Figura 13. Estrutura bidimensional do Paxlovid grupo de testagem E.

Fonte: National Center for Biotechnology Information (2023)

Uma busca sistematizada envolvendo a combinagado de diferentes ligantes
laterais poderia levar a criagdo de um numero muito grande de estruturas (665
compostos, para os substituintes considerados no presente trabalho) inviabilizando a
presente analise. Optou-se por se investigar mais profundamente a influéncia do

atomo 6 (grupos A e C), dada a sua relevancia na regra QSAR obtida.

3.2. Métodos

3.2.1. Estudos conformacionais

Todas as estruturas foram inicialmente confeccionadas com o auxilio do
software ChemSketch (CHEMSKETCH, 2021), e pacotes computacionais Molden
(SCHAFTENAAR; NOORDIK, 2000) e Avogadro (HANWELL et al., 2012).

Em especial, por meio do software Chemsketch pode-se, por meio da
representacdo em duas dimensdes (2D) dos compostos, obter estruturas 3D, a qual
conta com um processo de pré-ajuste da geometria (evitando a sobreposigdo de

atomos). O software Avogadro foi empregado na pré-otimizagao destas estruturas
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iniciais obtidas. Para tanto, foram empregados os campos de forcas MMFF94
(HALGREN, 1996) e GAFF (WANG et al., 2004), respectivamente, em moléculas
que contém os atomos C, H, O, N, e em moléculas constituidas por C, N, O, H, S, P,
F, Cl, Br, e |. Tais campos sdao amplamente utilizados no estudo de compostos
organicos e farmacos (TEAM, 2022).

A fim de selecionar conformagdes de menor energia, estudos de busca
conformacional considerando distintas conformacgdes iniciais foram conduzidos por
meio de simulagdes via dindmica molecular (DM) a altas temperaturas
(BATAGIN-NETO et al.,, 2013a). Tal abordagem visa gerar estruturas com
conformacao inicial diversificada para posterior otimizagdo e analise via calculos de
estrutura eletrbnica, buscando, desta forma avaliar de forma mais apropriada a
hipersuperficie potencial associada aos distintos comprimentos e angulos de ligacéo,
bem como diedrais entre atomos adjacentes dos compostos. Para tanto, os
diferentes derivados foram colocados em contato com um reservatorio térmico a
1000 K, sendo permitida a sua evolugcao durante um periodo de 100 ps apds o
equilibrio térmico. A cada 1 ps era coletada uma estrutura para posterior otimizagao,
totalizando 100 estruturas para cada derivado. Os calculos de DM foram realizados
empregando-se o campo de forca AMBER (CORNELL et al., 1995) com o auxilio do
pacote computacional Gabedit (ALLOUCHE, 2011). Para fins de ilustragdo, as
configuragdes tipicas definidas no software Gabedit para a realizagdo das DM sé&o

apresentadas na Figura 14.


https://www.zotero.org/google-docs/?pcTbsS
https://www.zotero.org/google-docs/?pcTbsS

52

Figura 14. Telas de configuragédo do software Gabedit empregadas no estudo conformacional via DM

L T ——

| | Malecidar Dynamics | Gradient | MM options inka |

General | Molecutar Dynamics  Gradhert | m Options | infa |

&) Use Quasi tvewton
©) Use Steepest Descent

) Use Comgugats Gradsrt Maxmum Rerations

Fonte: Autoria prépria.

ApOs a obtengdo das estruturas iniciais (100 para cada derivado), as
geometrias encontradas foram pré-otimizadas numa abordagem Hartree-Fock e com
aproximacao semi-empirica PM6 (do inglés, parametric method 6) (HF/PMG6)
(STEWART, 2008), com o auxilio do pacote computacional Mopac2016 (STEWART,
2016) sendo posteriormente identificados conférmeros de menor energia, por meio
da criacdo de um arquivo formatado de energias para posterior analise grafica.

Conférmeros de menor energia global identificados apds a pré-otimizacgao via
HF/PM6 foram novamente otimizados numa abordagem baseada na teoria do
funcional da densidade (DFT), empregando-se o funcional de correlagao e troca
hibrido B3LYP - Becke, 3 parametros, Lee-Yang-Parr (baseado na correcéo da
aproximacéao local do funcional de correlagao e troca pelos termos de troca de HF

(1° parametro), e Becke 88 (2° parametro), e de correlagao de Lee, Yang e Parr (3°
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parametro)). Foram empregadas fun¢des de base double-zeta gaussianas
polarizadas do tipo 6-31G(d). Tal abordagem tem apresentado resultados relevantes
na descrigdo de propriedades estruturais e eletrénicas de compostos organicos em
geral (MARDIROSSIAN; HEAD-GORDON, 2017), definindo uma boa relacéo de
custo-beneficio para o presente estudo.

Todos os calculos DFT/B3LYP/6-31G(d) foram conduzidos considerando-se
agua como solvente implicito por meio de uma método continuo PCM (COSSI et al.,
1996). Os calculos foram realizados com o auxilio do pacote computacional

Gaussian 16 (FRISCH, 2016).

3.2.2. Estudo de reatividade

Dados de reatividade local dos sistemas foram avaliados por meio de indices
de Fukui condensados aos atomos (IFCA) (YANG; MORTIER, 1986). Tais
descritores permitem identificar a posi¢ao de sitios moleculares mais propensos para
a interagdo com agentes externos nucleofilicos (f*), eletrofilicos (f,) e/ou radicais
livres (f°). Para fins de exemplificagdo de seu célculos, considerando um sistema

molecular M com N elétrons os IFCAs devem ser expressos por:

fio = quN) = q(N-1) (1)
fi'= qu(N+1) = qu(N) (2)
f=2% [ qu(N+1) = qu(N=1)] 3)

sendo que q,(N+1), q«(N) e q,(N-1) representam as populagdes eletrénicas do
k-ésimo atomo de M considerando suas configura¢cdes anidnica (M-, com N+17
elétrons), neutra (M, com N elétrons) e catidnica (M*, com N-1 elétrons), obtidos sem
a relaxacao da estrutura (empregando-se a estrutura otimizada do composto neutro

para todas as configuracdes). Optou-se por se empregar analises populacionais de


https://www.zotero.org/google-docs/?OhLBFp
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Hirshfeld para a obtencédo das populagdes atdmicas, uma vez que € conhecido que
geralmente tal abordagem resulta em IFCA positivos, de mais facil interpretacéo (DE
PROFT et al.,, 2002; ROY; PAL; HIRAO, 1999).

Analises de reatividade adicionais, empregando mapas de potencial
eletrostatico molecular (PEM) foram também realizadas. Para tanto o PEM foi
estimado considerando-se a particdo de carga de Chelp (CHIRLIAN; FRANCL,
1987).

Todos os calculos de reatividade foram conduzidos com o auxilio do pacote

computacional Gaussian 16, numa abordagem DFT/B3LYP/6-31G(d).

3.2.3. Obtencao de descritores eletronicos

A fim de se obter os descritores quanticos a serem empregados no estudo de
correlagdo estatistica, calculos “single point’ (sem relaxagdo de geometria) foram
realizados para cada uma das estruturas otimizadas. Com base nestes calculos uma
colecédo de indices eletrénicos, relacionados com a energia, as ordens de ligagao,
carga elétrica, dipolo elétrico e nivel dos orbitais moleculares de fronteira, potencial
de ionizagao, eletroafinidade, etc, foram obtidos e organizados em um unico arquivo
de dados para analises estatisticas. Novamente, todos os calculos foram realizados
numa abordagem DFT/B3LYP/6-31G(d), com o auxilio do pacote computacional
Gaussian 16. A Tabela 9 apresenta os descritores considerados, divididos em
parametros globais (para a molécula toda) e locais (que dependem dos atomos

considerados).


https://www.zotero.org/google-docs/?WaL0Mu
https://www.zotero.org/google-docs/?WaL0Mu
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Tabela 9. Descritores eletronicos considerados nas analises multivariadas

ID Sigla Descrigao Tipo
1 Pl Potencial de ionizagao
2 AE Afinidade eletronica
3 w Capacidade eletrodoadora
4 w* Capacidade eletroaceitora
5 Ra indice de aceitacdo de elétrons
6 Rp indice de doacéo eletronica
7 V¢ Volume molecular total
) Global
8 As Area molecular superficial total
9 E; Energia Total
10 Enomo Energia do ultimo orbital ocupado (via orbitais de Kohn-Sham)
11 ELumo Energia do primeiro orbital desocupado (via orbitais de Kohn-Sham)
12-14 D, Componente g do momento de dipolo elétrico (q = X, y, ou z)
15 D, Moédulo do momento de dipolo total
16-17  goxce Distancia entre os centrdides associados a f X e o centro geométrico dz
molécula (X= + ou -)
18-36 Ch, Carga liquida de Hirshfeld associada ao atomo k do core (com k =1 ¢
19) Local
37-74 fX IFCA associado ao atomo k do core (comk=1a 19e X =+ou -)

Fonte: Autoria Prépria

Os valores de Pl e AE foram estimados por meio de calculos single point,

considerando estruturas neutras (com N elétrons) e carregadas (N+1 e N-1

elétrons):
PI = E(N — 1) — E(N), (4)
AE = E(N) — E(N + 1), (5)

onde E(M) representa a energia total de um composto com M elétrons (novamente

sem relaxagao estrutural).
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Os parametros w e w* foram estimados com base em IP e EA, conforme

proposto por Martinez et al. (2008).

- _ _(3IP+4E)’
W = 16(IP—EA) (6)

+ _ (IP+34E)
T 16(IP—EA) (7)

Com base na analise comparativa dos valores de w e w* com descritores de
aceitadores e doadores tipicos como os atomos de Fluor (F) e o Sddio (Na), pode-se
definir os indices R, e Rp, associados, respectivamente, a capacidade eletroaceitora

e eletrodoadora dos compostos, dados por:

R, =— (8)

R =—= (9)

Altos valores de R, e baixos valores de Ry definem moléculas com alta
atividade antioxidante (ou seja, com capacidade eletroaceitora e eletrodoadora
intensificada). Nas Equacdes 8 e 9 sado tipicamente empregados os valores de
Wne=3,46 e w'r=3,40 (MARTINEZ et al., 2008).

As posigdes dos centréides associados a f* e f (C(f*) e C(f)) foram estimadas
considerando-se a média ponderada dos IFCA em relagdo a posicdo de cada um
dos atomos a eles associados, sendo cada componente g (com g = X, y ou z) dada

por.
N N
c(H =2 fra /|2 f, (10)
a PR il
sendo que q, representa a componente (X, y ou z) da posi¢ao do k-ésimo atomo do

composto (contendo N atomos) e f,* o valor de IFCA estimado para o k-ésimo atomo

(com L=+ ou -) (note que, por definigdo, 2 f,-= 1). Espera-se que as posigdes de tais
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centroides definam centros reativos de relevancia de cada molécula, sendo posicdes
espaciais onde se espera facilidade de entrada (f*) ou saida () de elétrons. A fim de
associar a posicdo dos centréides em relacdo aos compostos, calculou-se a
distancia entre estas coordenadas e o centro geométrico (CG) da molécula para
definir o parametro d°*¢¢ = |r(C(f *)) - r(CG)|, o qual é independente da posigdo da

molécula em relagao ao sistema de coordenadas considerado.

3.2.4. Anidlises estatisticas e estabelecimento de correlagbes e modelos
preditivos

Regressobes lineares simples (RLS) e multiplas (RLM) foram primeiramente
realizadas com o objetivo de obter equagdes preditivas capazes de estimar a
atividade antiviral dos compostos com base em combinagbes lineares de alguns
descritores eletrdnicos. Cuidados foram tomados nesta etapa a fim de evitar efeitos
de overfitting (sobre-ajuste) das curvas (VENABLES; RIPLEY, 2002), em especial,
buscou-se considerar um numero reduzido de variaveis independentes (no maximo
3) nas analises de RLM.

Analises de componentes principais (PCA) foram também empregadas a fim
de se reconhecer padroes dentre os compostos. Dentro da PCA um novo sistema de
coordenadas ortogonal € gerado por combinagdes lineares dos descritores originais
eletrbnicos (variaveis independentes), os quais sdo muito convenientes para a
analise de semelhancgas entre as moléculas (BROWN, 1988; FERREIRA, 2002). Os
eixos principais resultantes, chamados de componentes principais (PCs), séo
ordenados de acordo com a variagdo maxima do conjunto de dados. Nesse sentido,
o PC, apresenta mais informagcdo estatistica do que PC,; PC,, por sua vez,

apresenta mais informagao do que PC; e assim por diante.


https://www.zotero.org/google-docs/?fn9jcg
https://www.zotero.org/google-docs/?3lZylU
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Além dos estudos de relagdo estrutura atividade (QSAR, do inglés
quantitative structure-activity relationships) tradicionais, buscou-se aqui desenvolver
uma ferramenta 3D de analise de relagdes estrutura-reatividade-atividade que
permitisse a comparagdo da atividade biologica de compostos com diferentes
estruturas basicas (BATAGIN-NETO; LAVARDA, 2013b; NARANJO-MONTOYA et al.
2014; NICOLETI; BATAGIN-NETO; LAVARDA, 2016). Neste sentido, dados
estruturais e de reatividade foram projetados em superficies no sentido de se obter
padrées de comparacdo da atividade dos compostos. Tal abordagem visa nao
apenas identificar aspectos estruturais relevantes associados a interagao
receptor-farmaco, mas também identificar processos de transferéncia de carga
(elétrons e protons) (via IFCA) e interagao eletrostatica (via mapas de PEM) que
ocorrem nestes sistemas (RAMOS-GUZMAN; RUIZ-PERNIA; TUNON, 2021). A
Figura 15 ilustra este procedimento, com base nas estruturas mais estaveis obtidas
do estudo estrutural, foi realizado o alinhamento das moléculas, sendo ent&o criadas
superficies capazes de recobrir todos os sistemas moleculares (com estruturas
dissimilares). Os volumes definidos por estas superficies foram discretizados e as
propriedades de interesse (dados de IFCA em PEM) projetadas nos pontos de
discretizagdo. O potencial eletrostatico molecular y;, associado ao i-ésimo ponto da

superficie discretizada foi estimado por:

M
q
= - 11
v= I (11)

sendo que q; representa a carga liquida sobre o j-ésimo atomo do composto
contendo M atomos (estimada via o método de particdo de carga Chelp (CHIRLIAN;
FRANCL, 1987)), r; e r, representam os vetores posicdo do ponto /i da superficie

discretizada e do j-ésimo atomo do composto. Valores analogos, definidos como
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potenciais de Fukui (Pot f*, Pot f7 e Pot f°), foram estimados considerando os indices

ff,f ef
Pot ¥ = § fy (12)
o= T

Considerando uma mesma discretizacdo, matrizes tridimensionais com um
mesmo numero de pontos foram criadas para sistemas com distintas conformacdes

(previamente alinhados), permitindo sua analise comparativa.

Figura 15. llustragdo do processo de construgao de superficies reativas em compostos com

estruturas diferentes.
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Fonte: Autoria propria

Estudos preliminares envolvendo a selegao de variaveis usando a técnica de
aprendizado de maquina baseada em florestas aleatérias (Random Forests, RF)
foram conduzidos considerando dados de distribuicdo 3D do potencial elétrico e
indices de reatividade. A selecao de variaveis usando RF € um conceito bastante

empregado na analise de dados e envolve: i) a criagdo de uma série de arvores de
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decisdo binarias aleatorias com diferentes subconjuntos de variaveis do conjunto de
dados original; ii) avaliagdo da importancia de cada variavel em cada arvore de
decisdo e com base na melhoria da previsdo de propriedades de interesse; iii)
calculo de uma pontuacédo de importancia média para cada variavel (ranking médio,
RM-RF), com base em todas as arvores de decis&o. As variaveis RM-RF mais altas
sdo consideradas as mais importantes para a analise e podem ser selecionadas
para uso em modelos de previsdo ou analises estatisticas (GENUER; POGGI;
TULEAU-MALOQOT, 2010).

O bom desempenho dessa técnica esta relacionada, de acordo com Breiman
(2001), com a qualidade de cada arvore e com a pequena correlagdo entre as
arvores da floresta, medida pela correlagdo ordinaria das predicbes das amostras
nao selecionadas, denominadas out-of-bag (OOB). A amostra OOB define um
conjunto de observacdes que ndo foram usadas para gerar a arvore atual, as quais
sdo empregadas, para se estimar o erro de predigdo do modelo e avaliar a
importancia das variaveis.

A medida de importancia de cada variavel € dada pelo erro quadrado médio
do modelo quando os valores observados de uma variavel sao aleatoriamente
permutados nas amostras OOB. Com base neste processo define-se um ranking
médio (RM-RF) de cada variavel dada a sua importancia na construgdo dos modelos
nas diferentes repeticbes. Deste modo, quanto menores os valores de RM-RF (e de
seu desvio padrao), mais relevante € a variavel nos modelos.

No presente trabalho, as analises de RF foram realizadas em colaboracéo
com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. André Debiaso Rossi - UNESP/Itapeva.
Visando avaliar caracteristicas associadas a estrutura 3D, foram consideradas como

variaveis originais apenas os potenciais y; e Pot fX (Equagbes 11 e 12) associados
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as malhas formadas. Em especial, dado que o numero de estruturas consideradas &
muito reduzido (27 moléculas) em relagdo a dimensao dos dados (5832 variaveis),
utilizou-se a técnica de validacao cruzada leave-one-out. Nesse método, todas as
observagdes sao utilizadas para a indugdo do modelo, exceto uma, que € utilizada
para estimar o seu desempenho. Portanto, sdo gerados 27 modelos (numero de
casos). A anadlise para a selegéo de variaveis via RF foi realizada com o auxilio do
pacote scikit-learn (baseado na classe RandomForestRegressor), implementado em
Python. Foi considerado um numero de arvores igual a 50 (PEDREGOSA et al.,
2011).

O erro quadrado médio (MSE, do inglés mean squared error) é calculado para
as 27 observacbes. Esse procedimento é repetido 30 vezes, dada a natureza
estocastica da RF.

Para saber se o modelo foi de fato capaz de encontrar algum padrédo nos
dados, comparou-se o MSE dos modelos para as 30 repeticobes com o MSE
calculado a partir da média dos dados de treinamento como preditor da IC5, (método
de base). Para o calculo da importancia das variaveis também considerou-se 30

repeticdes.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo estrutural

As Figuras 16-19 ilustram as distribuicbes de energia dos diferentes

conférmeros de apds o processo de pré-otimizagéo via a abordagem HF/PM6.

Figura 16. Distribuicdes de energia dos conférmeros dos compostos a) 11a1, b) 11b1, ¢) 11a2, d)
11b2, e) 11c, f) 11d, g) 11e, h) 11g obtidas do estudo estrutural.

-5381.8 [ -5756.4 . 1
| T
-5756.5
o~ s =
> >
-5756.6 -
L e 1o
8 o]
o 5322 1 ‘D767 - 1
o [0
C 53823 {1 c
w L -5756.8 | 1
-53824 - 1
-5756.9 | 1
-s3825 1
11a1 11b1
53826 . . . . . . . . : 5757 . . L . A . . A :
0 10 20 30 40 S0 6 70 8 9 100 0 10 20 30 40 S50 6 70 8 9% 100
a) Conférmero b) Confdrmero
-6678.5 I -6339.45
678,55 ‘ ‘ ‘ -6339.5
-6339.55
-6678.6
g ; -6339.6
Q 667865 D 633965
O -6678.7 O 63397
g-wnus F g-nsws
c C 63398
L -667858 w
-6339.85 - 1
-6678.85 -
63399 - 1
-6678.9 - 4 ; L
11a2 6339.95 11b2]
6678.95 . . . . . . . . 6340 . . . . . . . . L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
c) Conférmero d) Conférmero
-6339.7 I | -6000.5 : I ‘ |
-6339.8 ‘ 1 60006 ‘ ’
63399 <
% - % -6000.7
2 2
@© -6340 1
© O -6000.8 -
— —
O -63401 1o
g T -60009
W 63002 |- ju '
63403 |- R 6001 I~ 7
1c 11d
63404 . L . . . . . A L 50011 L . . L . . . . .
0 10 20 30 4 50 6 70 8 9 100 0 10 20 30 40 S0 6 70 8 9 100
e) Conférmero f) Conférmero
-6745 r -6706.4
-6745.1 ‘ ‘ ‘ -6706.5
sz < erees
i L 61067
(© -6745.3 ©
<) O 67068
O -6745.4 o
c C -6706.9
W grass w
R -6707 |- e
-6745.6 |- 1 -6707.1 | R
11e 119
6745.7 L L L L L L L L L -6707.2 L . : L . . L L L
0 10 20 30 4 S0 60 70 80 9 100 0 10 20 30 4 S0 6 70 8 9 100
9) Conférmero h) Conférmero

Fonte: Autoria prépria



63

Figura 17. Distribuicdes de energia dos conférmeros dos compostos a) 11h, b) 11i, c) 11j, d) 11k, e)

11m, f) 11n, g) 110, h) 11p obtidas do estudo estrutural.
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Figura 18. Distribui¢cdes de energia dos conférmeros dos compostos a) 11q, b) 11r, ¢) 11s, d) 11t, e)
11u, f) 13a, g) 13b, h) 14a obtidas do estudo estrutural.
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Figura 19. Distribui¢gdes de energia dos conférmeros dos compostos a) 12, b) N1, ¢) N3, obtidas do
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De forma geral nota-se que ha uma dispersdo de energia nos graficos, tal

variagdo entre a energia de conférmeros mais e menos estaveis encontra-se na

Tabela 10. Os confébrmeros que possuem a menor energia sao ditos os mais

estaveis e sdo mais provaveis de serem encontrados na natureza, por isso foram

considerados nos estudos DFT subsequentes.

Nota-se uma faixa menor de energia em relagao aos conférmeros 11a2, 11q e

13b, demonstrando que ha uma baixa variabilidade estrutural nestes derivados. Por

outro lado, o composto N1 apresenta uma faixa de variagdo de energia maior que os

demais compostos, indicando maior flexibilidade estrutural deste derivado.
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Tabela 10. Faixa de energia da diferenga entre o conférmero mais estavel e menos estavel.

Energia dos conférmeros Variagio Energia dos conférmeros Variagio
Composto Menos Mais estavel de ?:s;gia Composto Menos Mais estavel de ((a:\tle;'gia
estavel (eV) (eV) estavel (eV) (eV)
11a1 -5381,878 -5382,543 0,665 1o -6339,364 -6339,903 0,538
11a2 -6678,534 -6678,936 0,402 11p -6133,042 -6133,672 0,630
11b1 -5756,406 -5756,972 0,566 11q -6161,319 -6161,738 0,418
11b2 -6339,476 -6339,972 0,496 11r -6761,521 -6762,129 0,608
11c -6339,735 -6340,309 0,574 11s -6311,009 -6311,607 0,598
11d -6000,515 -6001,080 0,565 11t -6461,340 -6461,844 0,504
11e -6745,013 -6745,682 0,670 11u -6611,674 -6612,155 0,481
11g -6706,473 -6707,141 0,668 13a -7716,134 -7716,872 0,738
11h -7261,642 -7262,124 0,483 13b -7266,038 -7266,410 0,372
11i -7261,498 -7262,137 0,640 14b -5960,464 -5961,024 0,560
11] -6941,837 -6942,670 0,834 12 -6884,027 -6884,765 0,739
11k -6825,871 -6826,387 0,515 N1 -7710,014 -7711,372 1,357
11m -7135,943 -7136,572 0,630 N3 -8349,129 -8349,941 0,812
11n -6339,449 -6339,976 0,528

Fonte: Autoria propria

A Tabela 11 ilustra quais conférmeros foram selecionados a partir das

analises dos graficos de energia para a condugao dos estudos DFT.
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Tabela 11. Conférmeros selecionados de menor energia.

Composto Conff?rmero Composto Confc‘.>rmero Composto Confc?rmero

Selecionado Selecionado Selecionado
11a1 83 i 99 11s 81
11b1 57 1] 74 11t 45
11a2 30 11k 20 11u 42
11b2 19 11m 2 132 3
11c 37 11n 70 13b 68
11d 78 110 89 14b 23
11e 59 11p 81 12 97
11g 29 11q 76 N1 52
11h 88 11r 24 N3 45

Fonte: Autoria prépria

As estruturas acima apresentadas foram entdo completamente re-otimizadas
numa abordagem DFT/B3LYP/6-31G(d). As Figuras 20-22 ilustram as conformacgoes
de menor energia obtidas deste processo de otimizagao.

Nota-se na maioria dos casos que as estruturas tendem dispor seus anéis em
posicoes relativamente distantes do core principal, sugerindo que tais estruturas
podem desempenhar um papel relevante na atividade bioldgica destes sistemas. As
estruturas otimizadas obtidas foram utilizadas nos estudos de reatividade

subsequentes.
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Figura 20. Estruturas de menor energia obtidas do estudo estrutural apos otimizagao via abordagem
DFT/B3LYP/6-31G(d), sendo: a) 11a1 b) 11a2 c) 11b1 d) 11b2 e) 11c f) 11d g) 11e h) 11g i) 11hj) 11i
k) 11j 1) 11k

Fonte: Autoria propria
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Figura 21. Estruturas de menor energia obtidas do estudo estrutural apés otimizagao via abordagem
DFT/B3LYP/6-31G(d), sendo a) 11m b) 11n c) 1Mo d) 11p e) 11qf) 11r g) 11s h) 11ti) 11uj) 13a k) 13b
1) 14b

Fonte: Autoria prépria
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Figura 22. Estruturas de menor energia obtidas do estudo estrutural apés otimizagao via abordagem
DFT/B3LYP/6-31G(d), sendo a) 12 b) N1 ¢) N3.

Fonte: Autoria prépria

4.2. Estudo de reatividade

A fim de avaliar aspectos de reatividade dos sistemas estudos baseados em
IFCA e potencial eletrostatico molecular foram realizados, no sentido de se
identificar regides susceptiveis a interacbes com agentes eletrofilicos (f),
nucleofilicos (f*) e radicais livres (f °) em cada derivado.

As Figuras 23-25 ilustram os mapas de cor associados aos indices de Fukui
Condensados ao Atomos (IFCA). Regides em vermelho e azul representam sitios
moleculares reativos e inertes, respectivamente. As demais cores indicam sitios com
reatividade intermediaria, seguindo uma escala RGB (vermelho > laranja > amarelo
> verde > azul). Também séo apresentadas as posi¢des de centroides associados a
f* (em verde) e f (em magenta) de forma tridimensional, obtidos considerando-se a
média ponderada dos IFCA em relagdo a posi¢cao de cada um dos atomos a eles
associados. Espera-se que as posi¢oes de tais centroides definam centros reativos
de relevancia de cada molécula, sendo posi¢cdes espaciais onde ser espera
facilidade de entrada (f*) e saida (f) de elétrons. Projegbes bidimensionais desses

centréides sao apresentadas no Apéndice 1.
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Figura 23. IFCA, PEM e Centroides dos inibidores: 11a1, 11a2, 11b1, 11b2, 11c, 11d, 11e, 11g, 11h e

Composto | _ Estrutura r . B . K Centroids 3D
s iR
Qe
AN

Fonte: Autoria prépria
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Figura 24. IFCA, PEM e Centréides dos inibidores: 11j, 11k, 11m, 11n, 110, 11p, 11q, 11r, 11s e 11t.
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Fonte: Autoria prépria
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Figura 25. IFCA, PEM e Centroides dos inibidores: 11u, 13a, 13b, 14b, 12, N1 e N3.
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Fonte: Autoria propria

De forma geral, com relagdo aos IFCA, nota-se que R' e R® possuem a maior
relevancia para a reatividade dos diferentes derivados de a-cetoamidas, sendo
notada uma maior reatividade sobre estes sitios na maioria dos compostos
estudados. Em geral os compostos mais ativos (com ICs, < 1,0, ou seja 11b1, 11a1,

11s, 11n, 13b e 11r) apresentam maior reatividade nos anéis associados a R".
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Com relacdo ao PEM nota-se uma concentragdo de cargas positivas sobre os
atomos de nitrogénio e hidrogénio dos derivados, enquanto que uma carga liquida
negativa € observada sobre os atomos de oxigénio. Ndo ha padrdes que permitam
diferenciar compostos ativos de inativos associados ao PEM.

De forma geral nota-se os centros reativos magenta (associados a f)
encontram-se proximos a regides mais negativamente carregadas, como o oxigénio
e atomos de carbonos com insaturagdes, enquanto que centroides associados a f*
encontram-se mais proximos a regides com deficiéncia de elétrons (em geral
carbonos das cetonas). E interessante notar que, os derivados mais ativos (com
menores valores de ICsy) apresentam, como caracteristica em comum, a presenga
de ambos os centroides nas imediagbes do sitios associados a R', sugerindo que
estes sitios desempenham um papel relevante na atividade inibitéria destes

compostos.

A Figura 26 ilustra como a distancia dC+_C_ = |r(C(f+)) - r(C(f_))| entre os
centréides permite diferenciar alguns dos compostos mais ativos (em vermelho) dos
demais (em preto). Em geral, derivados com d. < 1,65 A definem compostos com
In(ICsy) < 1,0, contudo 4 excegdes sao também identificadas: 11b2, 11e, 11k e 11p, 0
que sugere que outros parametros estruturais, ndo considerados na Figura 26,
devem desempenhar um papel relevante na atividade antiviral dos compostos,
sendo esta uma condigdo necessaria, porém nao suficiente para definir sistemas
bioativos. Tal caracteristica sugere que possiveis processos de troca eletronica
(retirada insergdo de elétrons) relevantes no processo de inibigdo ocorram em
regidbes geometricamente préximas (possivelmente sobre os mesmos sitios,

interagindo com aminoacidos especificos da M,,,)
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Figura 26. Influéncia da distancia, d, entre centroides de f* e f na classificacdo de compostos com
atividade antiviral (circulos vermelhos definem compostos ativos In(IC50) < 0.0, enquanto que circulos

em preto indicam compostos de menor atividade antiviral)
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Fonte: Autoria prépria

Visando identificar tais caracteristicas, estudos de QSAR foram avaliados

para identificacio de padrdes de correlacao.

4.3. Estudos de QSAR

A Figura 27 ilustra dados previstos via RLM que apresentaram a melhor
correlacdo estatistica entre a estrutura eletrbnica e atividades antivirais dos
compostos (com coeficiente de determinagdo R? = 0,77). Tal relagdo foi obtida
considerando-se o In(ICs) como varidavel dependente (regressbes menos
expressivas foram obtidas ao se considerar os valores de IC;, e 1/IC5 como
variaveis dependentes). A Equacgdo 13 apresenta os descritores empregados na
RLM, sendo que: E; representa a energia total do composto; Chs a carga de
Hirshfeld estimada sobre o atomo 5 da estrutura basica dos compostos e f; indica o
indice de reatividade relativo a espécies eletrofilicas sobre o atomo 6 da estrutura

basica (a numeragao considerada nos atomos é apresentada na Figura 10).
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IN(ICs,) = 3,832+ (-4,328x107?).E + (-3,723x102).Chs + (1,787x102).f- (13)

Figura 27. Predicéo da atividade biologica em escala logaritmica nos eixos x e .
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Fonte: Autoria prépria

Tal resultado permite estimar as seguintes caracteristicas como desejaveis
em derivados com maior atividade antiviral: i) altos valores de E;, o0 que pode ser
associado a estrutura com um maior numero de elétrons, ou seja, ligantes maiores
em geral com sistemas ressonantes; ii) carga liquida positiva sobre o atomo 5; e iii)
baixos valores de fg, 0 que sugere uma baixa reatividade sobre o atomo 6 em
relacdo a agentes eletrofilicos externos.

Tais descritores, de fato, estdo associados a distribuicdo espacial dos centros
reativos identificada na sec¢ao anterior, sugerindo que uma baixa reatividade na
regido central dos derivados é de fato desejavel a fim de facilitar a interacéo e troca

de elétrons com o ambiente externo. Além disso, os dados apontam a relevancia de
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uma estrutura rica em elétrons, sugerindo que sistemas ressonantes na regido dos
ligantes é de fato, uma caracteristica de interesse em compostos ativos.
Nenhuma discriminacao relevante entre compostos ativos e inativos pode ser

identificada via analises de PCA, sendo os resultados omitidos por simplicidade.

4.4. Proposigao e prospeccao de novos compostos

Dados os resultados advindos do estudo de reatividade e QSAR, diferentes
derivados foram propostos. Para tanto, um planejamento molecular de 38 inibidores
foi realizado tomando-se como base a estrutura de dois inibidores originais de maior
atividade: 11a1 e 11b1, considerando-se as regides de interesse P1, P2 (A6P2) e
P3, além do composto comercial Paxlovid (vide Figura 12 e Tabelas 6-8). Estudos
estruturais similares aos realizados para os compostos originais foram conduzidos
para os derivados dos 5 grupos de planejamento, sendo seus valores de In(ICs,)
estimados com base na Equacéao 13.

As Tabelas 12-16 e Figura 28 sumarizam os dados de predi¢ao da atividade
biolégica dos diferentes grupos de testagem. A faixa em cinza representa a regiao
sobre a qual se distribuem os valores de In(ICs;) dos compostos reportados na
literatura (ou seja, -3,21 < In(ICs,) < 3,91). Em especial, nota-se compostos com

valores previstos de |Cy, inferiores a 1 yM (In(IC5;) < 0).
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Tabela 12. Atividade antiviral prevista para os compostos do grupo de testagem “A”.

Grupo A In(IC5) IC5, (M)
1 -1,068 0,344
2 -2,498 0,082
3 -1,577 0,207
4 -4,180 0,015
5 -2,221 0,109
6 -1,776 0,169
7 -2,009 0,134

Fonte: Autoria propria.

Tabela 13. Atividade antiviral prevista para os compostos do grupo de testagem “B”.

Grupo B In(IC5) IC5, (M)

1 -0,174 0,840
2 30,116 >50

3 -0,917 0,400
4 0,526 1,693
5 0,612 1,843
6 0,811 2,249
7 -1,636 0,195
8 28,025 >50

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 14. Atividade antiviral prevista para os compostos do grupo de testagem “C”.

GrupoC  In(ICy) ICs (M)
1 -0,930 0,394
2 0,572 1,772
3 7,184 0,001
4 0,208 1,231
5 -0,614 0,541
6 -2,867 0,057
7 -2,333 0,097
8 -0,987 0,373
9 -0,370 0,691

Fonte: Autoria propria.

Tabela 15. Atividade antiviral prevista para os compostos do grupo de testagem “D”.

Grupo D In(IC5) IC5, (M) Grupo D In(ICx) IC5, (M)
1 2,037 7,666 8 2,150 8,587
2 2,154 8,619 9 0,454 1,574
3 1,700 5,475 10 1,793 6,009
4 -2,024 0,132 11 0,462 1,587
5 1,102 3,010 12 0,828 2,288
6 -1,838 0,159 13 3,576 35,728
7 0,351 1,421 14 2,619 13,720

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 16. Atividade antiviral prevista para o Paxlovid, desenvolvido pela Pfizer.

Grupo E

In(ICs,)

ICs, (MM)

Paxlovid

-0,648

0,523

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 28. Predigao da atividade bioldgica em escala logaritmica dos novos sistemas moleculares

investigados.
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Fonte: Autoria Propria.

Nota-se que os grupos de testagem A e C sdo o0s mais promissores,
apresentando um grande numero de estruturas com valores de ICs, inferiores a 1.
Em especial deve-se destacar os compostos Cys, Ags, Cos, Agz € Cy; com valores de
ICs, inferiores a 0,1 yM. Deve-se destacar que todos os compostos do grupo A
apresentam valores previstos de ICsy < 1 uM (In(ICs,) < 0), enquanto que duas
excegdes sao observadas no grupo C (Cy, e Cy,4)

Por outro lado, nota-se valores superiores a 1 uM (In(IC5s,) > 0) para grande
parte dos compostos pertencentes aos grupos B e D, com excegdo dos compostos
Bo1, Bos, Bo7, Dgs € Dgg, 0S quais apresentam valores relativamente menores de 1Cs.

De modo geral os dados acima apresentados sugerem que a presenga do
grupo indol na posi¢cdo P1 da estrutura basica das a-cetoamidas (Figura 12) € uma
caracteristica desejavel a inibidores ativos. Tal proposicdo é reforcada pela alta
atividade observada para o grupo C (o qual também apresenta este grupo em P1) e
atividade reduzida no grupo B, onde os substituintes de P1 s&o alterados, levando,
geralmente, a performances inferiores.

Outro dado relevante é o papel fundamental do substituinte anexado em P3

(vide Figura 12). Como se pode notar, os dados sugerem que a presenca de ligantes
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nesta regido leva a uma reducdo da atividade biolégica, como notado no grupo de
testagem D. Tal resultado € compativel com a redugéo da interagdo da enzima M,
com a regido P3, considerada essencial no mecanismo de inibicdo covalente das
a-cetoamidas, conforme proposto por Ramos-Guzman, Ruiz-Pernia e Tuidn (2021).
Deste modo, apesar da Equacédo 13 (QSAR) ndo conter de forma explicita dados
relativos aos atomos da posicdo 11 e 12 na atividade dos compostos, o seu efeito
indireto acaba sendo identificado em certo grau.

Por fim é interessante mencionar a capacidade da Equacédo 13 em prever o
composto Paxlovid como um derivado ativo, com 1ICs, inferior a 0,5 yM, compativel
com dados experimentais que sugerem valores de ICs, ao redor de 0,02 uM com
relagdo ao SARS-CoV 2. (LI et al., 2022; PAXLOVID, 2022)

Visando avaliar a relevancia da distancia inter-centroides na identificacdo de
compostos promissores, identificada previamente para o conjunto de compostos
reportados na literatura (Figura 26), buscou-se avaliar estes dados para os distintos
grupos de testagem. A Figura 29 ilustra os resultados obtidos. Os dados relativos a
distribuicao espacial dos IFCAs, e representacdo das posi¢cdes dos centroides dos
grupos de testagem sao apresentados nos Apéndices lll e IV, por simplicidade.

Note que, de forma geral, compostos ativos (com In(ICs,)<0) seguem a
proposta de apresentarem distancias inter-centréides inferiores a 1,65 A. Em
especial, todos os compostos A, e C, seguem esta regra, inclusive o composto ativo
Bos. Temos como outliers os compostos D4 e D6, B1 e B7, e PAX, como compostos
ativos que apresentam distancias maiores que as esperadas. Vale a pena também
mencionar que os 5 compostos de maior atividade predita (Cys, Ags, Cos: Agz € Co7)

seguem este padrao.



82

Figura 29. Influéncia da distancia, d, entre centréides de f* e f na classificagdo de compostos com
atividade antiviral dos grupos de testagem (circulos vermelhos definem compostos ativos In(IC50) <

0.0, enquanto que circulos em preto indicam compostos de menor atividade antiviral)
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Fonte: Autoria prépria

De forma geral os resultados sugerem que a presenca de uma estrutura
ressonante, como o indol, em P1 favorece uma alta atividade dos compostos, ao
mesmo tempo em que a anexagao de estruturas em P3 reduz a propriedade de
interesse dos derivados de a-cetoamidas. A influéncia de um grupo ressonante em
P1 pode também explicar parcialmente os menores valores de ICs, obtidos para B1,
B3 e B7 dentro do grupo de testagem B, composto principalmente por derivados
inativos. O papel do substituinte anexado em P2, apesar de relevante (dada a
Equacao 13) ndo segue um padrao definido (estruturas ressoantes, nao ressonantes
etc), conduto a sua escolha pode modular os parametros Ch; e fg, identificados
como relevantes no estudo QSAR. Em geral uma escolha apropriada do grupo
anexado em P3 deve levar a uma intensificagdo da carga positiva (ou reducéo da
carga negativa) sobre o atomo 5 do core e/ou reducao da reatividade sobre o atomo

6 do core em relagéao a agentes externos eletrofilicos.
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4.5. Analise 3D de descritores de reatividade

A analise tridimensional também foi realizada em relagao aos descritores de
reatividade IFCA e PEM. Para tanto foi construida uma superficie associada ao
descritor PEM e trés superficies associadas aos IFCA. Essas superficies foram
construidas a partir de uma distribuicdo de pontos capaz de englobar todos os 27
inibidores da literatura (previamente alinhados). Inicialmente as estruturas dos
inibidores foram alinhadas com base nos atomos 4, 5, 6 e 7 do core, construiu-se
entdo uma caixa com 15 A de aresta com pontos discretizados (de 1 em 1 A), sobre
os quais foram estimados os valores de potencial eletrostatico e “potenciais de
Fukui”. Tal caixa foi reduzida a uma casca capaz de englobar as 27 estruturas
alinhadas considerando-se as distadncias com os atomos mais externos. Tais
célculos foram realizados com o auxilio de um programa especificamente
desenvolvido em linguagem Fortran 90 juntamente com o orientador.

As Figuras 30-32 ilustram as superficies dos compostos: 11a1 e 11a2; 11b1 e
11b2, também 11m e 11n, respectivamente, compostos de maior (ICs, < 1,0 uM;
11a1, 11b1 e 11n) e menor (IC5, > 50 uM; 11b2 e 11m) atividades antivirais (11a2
apresenta uma atividade intermediaria com ICs, = 1,950 pyM). As representacdes

associadas as demais estruturas sdo apresentadas no Apéndice II.
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Figura 30. Representagéo das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11a1 e
11a2. Os eixos coordenados x, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).

11a1 11a2
o2, b33
016 0:3
012 g1
S ol
0.06 8:08

SO000000000
SOOI
BO® NPOR NS

N

OO00000000
DO RN
RO® NRO®D

882 0.04
A 0.03
0.0 0.02
8101 o0

-0.01
303 002
0.03 -0.03
0.04 -0.04

Fonte: Autoria propria.
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Figura 31. Representagao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11b1 e
11b2. Os eixos coordenados x, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).
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Figura 32. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11m e
11n. Os eixos coordenados X, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por
simplicidade).
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Fonte: Autoria propria.

Uma analise preliminar dos resultados sugere que compostos que
apresentam valores de potencial eletrostatico muito positivo sobre a parte superior
das superficies moleculares 3D. Apresentam menor atividade, como pode ser
notado no caso da estrutura 11m e 11b2. Os compostos mais ativos apresentam
regides mais negativamente carregadas nos equadores das superficies, enquanto
que regides mais positivas situam-se nas proximidades de regides mais reativas
definidas pelos IFCA.

Visando identificar padroes tridimensionais e caracteristicas desejaveis em

compostos antivirais eficientes, estudos preliminares envolvendo técnicas de
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aprendizado de maquina e selegdo de variaveis usando RF foram empregadas.
Foram consideradas como variaveis originais para a constru¢do dos modelos o0s
valores dos potenciais y; e Pot f* (Equagbes 11 e 12) associados aos 1458 pontos
das malhas formadas apds o alinhamento das estruturas. Totalizou-se assim 5832
variaveis de input no modelo (1+3 conjuntos associados a y;, Pot f* , Pot f; , Pot f°).

Um valor de MSE=3,9678 foi obtido pelo método base (analise de médias),
enquanto que por meio de RF obteve-se MSE=3,0970 com desvio padrao de
0,2124. Isso significa que as RF geradas nas 30 repeticdes foram capazes de
encontrar algum padrdo nos dados. Dessa maneira, de forma geral, pode-se
considerar que a importancia das variaveis atribuida pelos modelos RF foram uteis
na obtengdo de um modelo preditor do problema analisado. As variaveis de maior
importancia foram selecionadas considerando-se os menores RM-RF (de maior
prioridade nas diferentes repetigdes). Deste modo, foram tomadas as variaveis com
RM-RF < 200 e com os menores desvios padrao, totalizando 17 descritores.

A Figura 33 ilustra a malha de pontos comum aos farmacos (superficie
translucida) enquanto que os circulos coloridos em formato de malha indicam a
posicdo dos descritores mais relevantes identificados nos modelos de RF, todos eles
associados ao potencial eletrostatico. Tais pontos s&o apresentados seguindo uma
escala RGB de intensidade (vermelho descritores de mais alta prioridade e azul os
de prioridade reduzida).

E interessante salientar que todos os descritores considerados como os de
maior prioridade estdo associados a distribuicdo do potencial eletrostatico sobre a
superficie comum dos compostos. Neste contexto, a auséncia dos descritores
associados aos “potenciais de Fukui” evidenciam que interacdo dos farmacos com

espécies quimicas externas é dominada por interagdes eletrostaticas em detrimento
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de interagdes envolvendo os orbitais moleculares (previstas pelos IFCAs). E
importante notar que a maior parte dos sitios de relevancia situam-se ao redor da
regidao P2, em concordancia com a Eq. 13. Em especial a distribuicdo espacial dos
descritores € aproximadamente perpendicular a linha que liga as regides P1 e P3,
indicando a relevancia de interacbes estéricas adicionais. Tais estudos serdo

aprofundados em etapas futuras do trabalho.

Figura 33. Representagéo das Superficies Moleculares 3D com a identificagdo de sitios relevantes
identificados via analises de Random Forest. O composto 11b1 ¢é ilustrado para fins de identificagédo
das regides P1, P2 e P3.

Fonte: Autoria propria.
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho buscou-se estabelecer relagdes entre a estrutura
eletrénica de uma familia de a-cetoamidas e a atividade antiviral destes compostos
contra os virus SARS-CoV e SARS-CoV 2. Buscou-se assim identificar
caracteristicas eletrénicas, estruturais e de reatividade relevantes na atividade
antiviral de compostos tidos como promissores no tratamento da COVID-19 e
desenvolver uma metodologia de analise de relagdes estrutura-propriedade
empregando-se indices de reatividade e analise de estruturas 3D.

Estudos de IFCA indicam que os sitios mais reativos das a-cetoamidas
situam-se preferencialmente sobre R' e R3. Em particular nota-se que a distancia
entre os centroides (C) associados a centros aceitadores (f*) e doadores (f) define
um parémetro de relevancia na atividade bioldgica destes compostos. Em especial,
uma distancia entre centroides inferior a4 1,65 A define uma condicdo necessaria
(observada em todos os compostos ativos) porém n&o suficiente (uma vez que ha
excegdes) na identificagdo de sistemas antivirais de alta performance.

Estudos de QSAR indicam a relevancia do substituinte R?, na atividade dos
compostos por meio da carga liquida sobre o atomo 5 (Ch;) e o IFCA associado a
interacbes com eletrofilos sobre o sitio 6 (fy). Em particular, baixas reatividades
sobre a regido central dos derivados € desejavel a fim de facilitar a interagéo e troca
de elétrons com o ambiente externo (possivelmente por meio de R'). Uma regra
simples de predicdo de atividade foi identificada, a qual permite selecionar
compostos mais promissores para a conducéo de ensaios experimentais.

Com base nestes dados, novos derivados foram propostos e avaliados

(grupos de testagem A, B, C, D e E). Os resultados sugerem a relevancia da
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presenca de estruturas ressonantes sobre P1 e auséncia de ligantes em P3 como
uma caracteristica desejavel a compostos ativos. Por outro lado, nota-se que os
substituintes anexados em P2 tem um papel relevante na modulagdo da carga
liquida e reatividade sobre regides centrais dos derivados.

Estudos preliminares de potenciais moleculares 3D foram conduzidos no
sentido de se identificar padrbes desejaveis a compostos ativos via técnicas de
aprendizado de maquina. Os resultados indicam a relevancia da regido P2 na
atividade antiviral destes compostos, reforcando os dados de QSAR.

Em suma, os resultados obtidos do presente trabalho ao mesmo tempo em
que permitem estabelecer uma regra simples para proposicdo de compostos
antivirais promissores baseados em a-cetoamidas, propdée uma metodologia
diferenciada baseada em calculos DFT e técnicas de aprendizado de maquina para
identificacdo de sitios relevantes na acgao inibitéria desses compostos que podem

ser empregada em outros sistemas.
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ANEXO A

As Figuras A1-A3 representam uma breve explicagdo sobre as principais

mutacodes sofridas pelo SARS-COV-2.

Figura A1. Mutag¢des do SARS-CoV-2: D614G, V483a, S943P.

Essa mutagdo aumenta a transdugao em células localizadas no pulmao, figado
D614G | = | e colon. E mais resistente a clivagem proteolitica, também. Apesar de ser 4 a 9
vezes mais contagiosa, nao é uma mutagao de escape.

A taxa de replicacdo de RNA na cepa mutante resultante faz com que o virus
V483a | = | sofra mutagées no hospedeiro, resultando na cepa mutante ter forte
resisténcia a medicamentos.

Essa mutagio é resultado de uma recombinagao de diferentes virus em um
SO43P |  mp a4 - fashainsipndeing
hospedeiro infectado e tem evoluido significativamente.

Fonte: Adaptado de Cosar et al. (2021)

Figura A2. Mutagdes do SARS-CoV-2: E484K, N501Y, L452.

E uma mutacio de rapida disseminagio, encontrada nas variantes da Africa
E484K | = do Sul e do Brasil. Essa mutagao ocorre na proteina S e indica que o virus
esta se desenvolvendo e pode se tornar resistente as vacinas.

A mutacao N501Y, que ocorre na proteina S, localizada dentro do RBD,

é especialmente preocupante porque primeiro, possui maior afinidade
com a ECA2 e segundo pode ter impacto na associacao de ligagdo de
receptores neutralizando anticorpos.

L452R | ——p |Essa m_utagéo e:nfraqueceu a neutralizagdo de anticorpos e aumentou
a capacidade de infectar.

Fonte: Adaptado de Cosar et al. (2021)

Figura A3. Mutacdes do SARS-CoV-2: Q677, E484Q, S477G/N.

Essa variante é conhecida como Q677P, porque seu 677° aminoacido
glutamina (Q) €& convertido em prolina (P). Em outras cepas, o

mesmo aminodcido se transformou em histidina (H). Esta mutagao permitiu
. que o SARS-CoV-2 entrasse no ser humano mais facilmente devido a
localizagao Q.

E causada pela mudanga entre o acido glutamico (El) e glutamina (Q)
= | na posi¢do 484. Causa um aumento na afinidade com a ACE2 na
cepa de mutagao dupla B.1.617 observada na India

O residuo S477 tem o maior nimero de mutagdes no RBD. Ocorre como
resultado de mudangas de aminoacidos na posicdo 477. Um aumento
= | afinidade de ligagido para hACE2 é observada com S477G e S477N, as
duas mutagoes mais frequentemente demonstradas de S477.

Fonte: Adaptado de Cosar et al. (2021)
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APENDICE |

As Tabelas A1-A3 apresentam representagdes em duas dimensdes das
posicoes dos centréides associados a f* (verde) e f (magenta) em relagdo as
estruturas dos derivados presentes na literatura. Tais representagcdes foram obtidas

com o auxilio do software SAMSON e LibreOffice Draw.

Tabela A1. Representagao bidimensional da posigéo dos centroides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagdo a estrutura dos compostos: 11a1, 11a2, 11b1, 11c, 11d, 11e, 11g, 11h, 11i.

Composto Centroids 2D Composto Centroids 2D
- E\fﬁ
< ‘j NH, Q/\H/NH CH3
11a1 QN:‘L!( \;/fLNH‘glo:) 11d o | \7\1;::3 Og, NH/DC/

d NH Q o
1 1 b1 QD\OF -iNH%) 1 1 e Q\/YNH:)I\NHﬁNHWO\CHs

F

O Oy N
1122 @m\/m?«@ 11g Q\/\KV&@\Q
O RS

O\ NH

11b2 @Wi e | 11h [D\"mvﬁ\ﬁ@
kS o

N Oy —NH
11c @v/\(%é&;L i /@ﬁ(ﬂg;}“
o = o K/o o ) /\©
© o

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A2. Representacao bidimensional da posi¢ao dos centroides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagao a estrutura dos compostos: 11j, 11k. 11m, 11n, 110, 11p, 11q, 11r, 11s, 11t

Composto Centroids 2D Composto Centroids 2D
11j %‘%&@ 1p @}iﬁﬁ
fin . “E o NH““@ e @/ﬁfég{@
tto Qs//wr""\i: 2 Qﬂf\i&\@

| g 11t
T

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A3. Representacdo bidimensional da posigdo dos centrdides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagao a estrutura dos compostos: 11u, 13a, 13b, 14b, 12, N1, N3.

Composto Centroids 2D Composto Centroids 2D

Oxy Nt N
HiC, i, CH
o
0w g Los 1
. et P
1 e AL N1 e
: © o CHy o L oHs °
: J .
\

PP PC - SR Noe
1 3a H3C o NH N"JLNH NH/\© N 3 O\M//\\r( g NH\,/ /ﬁ“‘ NH/J\H/ " /U \N‘i [\//\F e {-\57
0 ' o , °

oA AL
13b D 0

14b 'wé i ‘ @

12 I I( Y @(V
S

Fonte: Autoria propria.
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APENDICE Il

As Figuras A4-A14 representam as superficies moleculares 3D dos
compostos 11c, 11d, 11e, 11g, 11h, 11i, 11j, 11k, 110, 11p, 11q, 11r, 11s, 11t, 11y,

13a, 13b, 14b, 12, N1 e N3, dois a dois.

Figura A4. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11c e

11d. Os eixos coordenados X, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).

N
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Fonte: Autoria propria.
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Figura A5. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11e e
11g. Os eixos coordenados X, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por
simplicidade).

11e

0.22 0.22
: 0.2 0.2
T TT——

15 IR g T 0.18 0.18
15 i ﬂ!‘!‘f}j. s Eai 016 0.16
AL Rk 0.14 0.14
+ 5 b G g e 0.12 0.12
f 0 b i 0.1 0.1
5 0.08 0.08
-5 0.06 0.06

-10

15
10

4
0.22 0.22
15 ;.'-"i;!!?i:”"ﬂg‘. ; 018 01s
1 i i“s lgr ek 0.16 0.16
T Eoieisih 0.14 0.14
e 5 . Ay 0.12 0.12
f 0 iahg 01 01
i L 0.08 0.08
-5 TR 0.06 0.06

-10

N
N

20000000
corRRREENN
a0 NAO©
000000000
corkRRRENN
d® NRO®

0.04
0.03
0.02
0.01

-0.01
-0.02
-0.03

L
000000 OOK
LSRG

Fonte: Autoria propria.



102

Figura A6. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11h e
11i. Os eixos coordenados X, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).
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Figura A7. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11j e
11k. Os eixos coordenados x, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).
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Figura A8. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 110 e
11p. Os eixos coordenados X, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).
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Figura A9. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11g e
11r. Os eixos coordenados x, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).
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Figura A10. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11s e
11t. Os eixos coordenados x, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por
simplicidade).
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Figura A11. Representagao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 11u e 13a.
Os eixos coordenados x, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por simplicidade).
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Figura A12. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 13b e
14b. Os eixos coordenados X, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).
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Figura A13. Representacao das Superficies Moleculares 3D com os descritores IFCA e PEM: 12 e
N1. Os eixos coordenados x, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por

simplicidade).
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Figura A14. Representacao da Superficie Molecular 3D com os descritores IFCA e PEM: N3. Os

eixos coordenados X, y e z, representam as coordenadas espaciais em A (omitidas por simplicidade).
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APENDICE IlI

As Figuras A15-A20 representam os IFCA, PEM e centroides tridimensionais

em relagdo aos grupos de testagem A, B, C,D e E.

Figura A15. IFCA, PEM e Centroides dos compostos do grupo de testagem: A1-A7.
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Figura A16. IFCA, PEM e Centroides dos compostos do grupo de testagem: B1-B8.
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Figura A17. IFCA, PEM e Centrbides dos compostos do grupo de testagem: C1-C9.
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Figura A18. IFCA, PEM e Centroides dos compostos do grupo de testagem: D1-D7.
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Figura A19. IFCA, PEM e Centroides dos compostos do grupo de testagem: D8-D14.
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Figura A20. IFCA, PEM e Centréides do Paxlovid, do grupo E.
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APENDICE IV
As Figuras A21-A26 apresentam representagcbes em duas dimensdes das
posicdes dos centréides associados a f* (verde) e f (magenta) em relagdo aos

grupos de testagem A, B, C,D e E.

Figura A21. Representacao bidimensional da posigéo dos centréides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagdo dos compostos do grupo de testagem: A1-A7.
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Figura A22. Representacao bidimensional da posigdo dos centroides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagdo dos compostos do grupo de testagem: B1-B8.
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Figura A23. Representacao bidimensional da posigdo dos centroides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagdo dos compostos do grupo de testagem: C1-C9.
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Figura A24. Representacao bidimensional da posigdo dos centroides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagdo dos compostos do grupo de testagem: D1-D7.
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Figura A25. Representacao bidimensional da posigéo dos centréides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagao dos compostos do grupo de testagem: D8-D14.
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Figura A26. Representacao bidimensional da posi¢cédo dos centréides associados a f* (verde) e f

(magenta) em relagédo ao Paxlovid do grupo E de testagem.
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