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RESUMO

O presente trabalho visou a utilizacdo de técnicas de mecanica e dinamica molecular, assim
como calculos de estrutura eletronica para o estabelecimento de um protocolo de descoberta
de farmacos, o qual foi testado para a pesquisa de 2053 farmacos analogos com possibilidade
de inibirem a proteina spike do SARS-CoV-2. Foram gerados candidatos a farmacos com base
em trés farmacos existente: dcido baloxavir, oseltamivir e zanamivir e nas estruturas de 45 lig-
antes organicos a serem adicionados a posicoes especificas de cada um dos farmacos. A mel-
hor estrutura com relacdo a energia de afinidade e localizada préxima do sitio ativo da pro-
teina foi submetida a dindmica molecular, em busca de otimizar as posi¢ées atémicas do sis-
tema de partida. Um total de 100 ns de trajetérias foram obtidos para que, entdo, fosse deter-
minado o quadro de maior estabilidade do farmaco de melhor performance amostrado pela
técnica para que o mesmo fosse submetido a um céalculo mecanica quantica, nivel TDFDT,
em busca de informagdes mais precisas acerca da interacdo do farmaco com os residuos de
aminodacidos ao seu redor. O melhor candidato selecionado foi uma variante do acido balox-
avir na qual havia sido adicionado um atomo de bromo, porém, os resultados referentes aos
estados escitados indicaram baixa probabilidade de movimento eletrdnico no sistema avali-
ado. Tais resultados enfatizam a necessidade de se conduzir experimentos mais robustos no
sentido de filtrar resultados preliminares provenientes de ancoragens moleculares, pois foi
possivel detectar a baixa chance de sucesso da espécie analoga mencionada mesmo apos seu
sucesso preliminar. Portanto, levando em conta também o custo computacional de todas as
técnicas, o teste do protocolo mostra que é possivel eliminar falsos positivos oriundos da an-

coragem molecular por intermédio de técnicas mais consistentes como a dinamica molecular.

Palavras-chave: ancoragem molecular, dindmica molecular, teoria da densidade funcional.



ABSTRACT

The present work aimed to use molecular mechanics, dynamics and electronic structure calcu-
lation techniques in order to stablish a drug discovery protocol, which was tested for the re-
search of 2053 analog drugs with possibility of inhibiting SARS-CoV-2’s spike protein. It
was generated drug candidates based on three existant ones: baloxavir acid, oseltamivir and
zanamivir and the structures of 45 organic ligands added to specific positions of each drug.
The best docked structure in regard to affinity energy and proximity to the protein’s active
site, was submited to molecular dynamics in order to optimize system’s atomic positions. A
total of 100 ns trajectory was obtained so it could be passed on to a quantum mechanics calcu-
lation, TDDFT level, in search of more precise informations regarding the drug interaction
with the aminoacid residues nearby. The best candidate was a variant of baloxavir acid to
which was added a bromine atom, but, the excited states results showed a little probability of
electronic movement for the availed system. Such a result emphasizes the need of conducting
more robust experiments to filter preliminary results from molecular dockings, because it was
possible to detect the low sucess chance of the cited mutant even after it’s preliminary suc-
cess. Hence, taking into account the computational cost of all the techniques, the protocol test
shows that it is possible to eliminate false positives from molecular dockings by the use of

more consistent techniques such as molecular dynamics.

Keywords: molecular docking, molecular dynamics, density functional theory.
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1 Introducao

Como é de conhecimento mundial, o0 més de dezembro de 2019 foi marcado pela
eclosdo de uma doenca a qual viria futuramente, em 11 de fevereiro do ano posterior, foi bati-
zada pela Organizacao Mundial de Satde (OMS) de COVID-19, causada pelo virus Sindrome
Respiratoria Aguda Severa 2, SARS-CoV-2 (HE; DENG; LI, 2020; CARABELLI, 2023). A
doenca evoluiu para o estdgio de pandemia em 11 de margo de 2020, e até o dia 22/04/2023 ja
ultrapassava a marca de 750 milhdes de infeccoes e 6,8 milhdes de mortes, desde o seu
aparecimento (CARVALHO; KRAMMER; IWASAKI, 2021; OMS, 2023). Ela é considerada
um grande problema gragas a sua facil transmissao, visto que pode ser contraida via contato
com plumas virais, as quais aparecem na casa dos milhares de goticulas por centimetros cubi-
cos em espirros e tosses secas de pessoas contaminadas, e tém a capacidade de driblar varias

barreiras fisioldgicas de defesa do corpo (JAYAWEERA et al, 2020).

O virus que viria a ser denominado SARS-CoV-2 é pertencente a familia Coronoviade
e ao géenero Betacoronavirus. O mesmo apresenta semelhanca genomica com outros membros
do género os quais também acarretam doencas do trato respiratério humano, sendo eles o
SARS-CoV, causador da Sindrome Respiratéria Aguda Severa, com o qual compartilha 79%
do genoma, e o0 MERS-CoV, causador da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio, com

semelhanca genética de 50% (WANG et al, 2021).

O processo de infeccdo comeca quando a glicoproteina espicular (E), também
chamada spike, a qual participa ativamente do ciclo reprodutivo do referido virus, media a
fusdao da membrana celular viral com a da célula-alvo humana, a enzima conversora de an-
giotensina 2 (ECA2), como ilustra a Figura 1. Existem dois dominios que compdem a pro-
teina E, mencionados aqui como E1 e E2. O primeiro é o responsavel pela ligacdo com o re-
ceptor (ECA2), enquanto o segundo fica a cargo da fusdo com a sua membrana celular (HE;

DENG; LI, 2020; HU, 2021).



Figura 1. Ciclo reprodutivo do SARS-CoV-2.

| XY SARS-CoV-2
A~ yk;—
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>
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Infeccao

Fonte: Autor, 2023.

A proteina spike desempenha um papel biologico essencial para o SARS-CoV-2,
sendo um alvo terapéutico valido para estudos interativos com farmacos em busca daqueles
que consigam provocar uma inibicdo eficaz da funcionalidade desempenhada pela macro-
molécula. No processo descrito, o sitio-ativo é quem desempenha o papel de reconhecer e

provocar a ligacdo do Receptor-Binding Domain (RBD) da ECA2 (KALATHIYA, 2020).

Estudar ligantes que apresentem performance efetivamente contra os sitios-ativos de
proteinas, regioes especificas onde ocorrem as interagcoes moleculares e cataliticas respon-
saveis por suas funcdes bioldgicas, é uma etapa fundamental dos processos de reposiciona-
mento e descoberta de farmacos (ZHAO, CAO, ZHANG, 2020; CHOUDHURY, MURU-
GAN, PRIYAKUMAR, 2022). E de conhecimento que as vacinas aplicadas ndo possuem
eficacia vitalicia (DHAMELIYA; SHAH, 2021), enfatizando a necessidade por medicamentos

eficazes no combate a moléstia.

O reposicionamento ou reutilizacdo de medicamentos, é uma abordagem que busca
identificar novos alvos terapéuticos para medicamentos ja existentes, sendo aproveitados
aqueles que ja passaram por testes de seguranca e toxicidade em humanos. Isso oferece vanta-
gens significativas no que diz respeito a quantidade de recursos (tempo e dinheiro), envolvido
no processo de desenvolvimento de um novo farmaco, pois a velocidade da estratégia pode
oferecer opcdes terapéuticas a doengas cuja cura ainda ndo foi descoberta, especialmente em
casos urgentes como a COVID-19. Etapas iniciais do reposicionamento de medicamentos po-
dem ser realizadas por meio de métodos computacionais, como a ancoragem molecular (PAR-

VATHANENI, 2019; SINGH, 2020).



A descoberta de novos medicamentos se distingue do reposicionamento por envolver o
desenvolvimento de compostos quimicos, os quais se objetiva serem capazes de interagir de
forma especifica e eficaz contra alvos moleculares do patégeno. Esse processo abrange diver-
sas etapas, desde a identificacdo de alvos terapéuticos potenciais até a otimizacdo de compos-
tos candidatos para alcancgar a eficdcia e a seguranca desejadas. Embora existam as partes de
triagem, sintese, ensaios bioldgicos e testes clinicos das moléculas candidatas, o processo
pode ter o seu custo reduzido caso sejam empregadas técnicas computacionais em seus

primérdios (GHOSH, 2021; U.S. FOOD AND DRUG ADMINSTRATION (FDA), 2018).

Nesse quesito, a disponibilidade de dados cristalograficos que descrevam sistemas
contendo a proteina estudada sdo importantes para a validagdo de modelos computacionais,
visto que dados obtidos experimentalmente fornecem informacgoes precisas sobre a estrutura
tridimensional de uma molécula ou material. Isso permite uma comparacdo com modelos
computacionais previamente desenvolvidos, essencial para avaliar a qualidade e a precisdo

dos modelos (SLATER, KONTOYIANNI, 2019).

Este trabalho emprega a descoberta de novos farmacos. Para tanto, foram selecionados
como base trés farmacos disponiveis comercialmente (Figura 2): baloxavir marboxil
(Xofluza), oseltamivir (Rimivat) e zanamivir (Relenza), todas ativas contra influenzas e as
quais foram reposicionadas contra a proteina-alvo (BARDSLEY-ELLIOT, NOBLE, 1999;
DUFRASNE, 2022; WAGHORN, 1998).



Figura 2. Férmulas estruturais dos farmacos base deste estudo: (a) Oseltamivir, (b) Zanamivir e (c)

Baloxavir Marboxol.

) (b) Y (c)

Fonte: Autor, 2023.

Em trabalhos puramente tedricos, no entanto, é necessario ter em mente o fato de que
sistemas tdo complexos quanto o corpo humano ndo podem ser perfeitamente representados
pelos modelos atuais. As limitaces computacionais contemporaneas nao permitem que todas
as possiveis interacoes dos farmacos estudados e as diversas proteinas em nossos corpos se-
jam computadas em rotinas eficientes (KINGHORN, 2022). Para tanto, existem artificios
computacionais que tentam simular a viabilidade das drogas em potencial, como algoritmos
de aprendizado de maquina e regras, como a Regra dos Cinco, auxiliando em etapas pré-clini-
cas do estudo farmacolégico. A Regra dos Cinco, ou Regra de Lipinski, € um principio em-
pregado na quimica medicinal para teorizar a possibilidade de um candidato a farmaco ser
ministrado oralmente. De acordo com ela, 0 composto é mais propenso a ser ativo por via oral
se atender alguns critérios: peso molecular < 500 Da, coeficiente de particdo (logP) < 5,
nimero de doadores de hidrogénio < 5 e numero de aceptores de hidrogénio < 10. Esses
critérios foram baseados na observacdo empirica de que compostos essas propriedades, re-
speitando os referidos limites, sdo mais propensos a exibirem boa biodisponibilidade e perme-
abilidade, permitindo uma absorcdo e distribuicao eficaz no organismo (JABEEN, RAN-

GANATHAN, 2019; POLLASTRI, 2010).



Das técnicas computacionais responsaveis por descrever sistemas quimicos, podem ser
diferenciados dois tipos: aqueles baseadas em mecanica molecular (MM), os quais trabalham
com sistemas em escala molecular (COUMAR, 2021; RENNER; SCHMIDT; DE LAS
HERAS, 2021), e aqueles baseados em calculos de estrutura eletronica (CEE). Estes levam

em conta a distribuicdo eletronica de sistemas moleculares (KUHNE, 2020).

A MM se baseia em calculos feitos com os constituintes do sistema estando parados,
sendo, portanto, independente do tempo. Essa caracteristica a diferencia da dindmica molecu-
lar (DM). As simulacdes de MM se baseiam na consideragdo de dtomos como sendo particu-
las pontuais dotadas de cargas e ligacoes como sendo molas. (COUMAR, 2021). Essas técni-
cas sdo dependentes de campos de forca que fornecam as fungdes de potencial para todos os
atomos contidos no sistema (NERENBERG; HEAD-GORDON, 2018.), assim como a
TDFDT, uma técnica CEE, é dependente de conjuntos de base que descrevem as formas dos
orbitais atomicos por meio de funcdes matematicas (CHAKRABORTY, CHATTARAJ,
2021).



2 Objetivos

Avaliar a interacao de trés farmacos comerciais modificados estruturalmente como
candidatos a inibicdo da proteina spike do SARS-CoV-2, por intermédio de simulacdes e cal-

culos computacionais.

2.1  Objetivos espécificos

* Estudar as interacdes de candidatos a farmaco e proteina por meio de anoragem
molecular do tipo semiflexivel.

» Utilizar os melhores resultados do topico anterior como ponto de partida para simu-
lagOes de dinamica molecular.

» Efetuar calculos referentes a distribuicao de densidade eletronica dos ligantes com re-

lacdo aos residuos de aminoacido mais proximos a ele.



3 Fundamentacdo Teorica

3.1  Mecanica molecular (MM)

A MM é um método computacional usado para simular e estudar o comportamento de
moléculas a nivel atbmico. Ela se baseia em principios da fisica classica, como as leis do
movimento de Newton e a lei de Hooke das molas, e fornece insights sobre as propriedades
estruturais de moléculas ao calcular a energia potencial do sistema com base nas interagoes
interatomicas. A funcdo de energia potencial considera fatores como estiramento de ligagoes,
flexdo de angulos, torcdo e interagdes nao ligadas (forcas de van der Waals e interacdes elet-

rostaticas).

V= Z Vestiramento+ Z Vﬂex&o+ Z Vtorgﬁo + Z VvdW + Z Velectrostdn‘ca ’ (1)

Na ancoragem molecular (AM), por exemplo, o0 método mencionado é empregado na
otimizagdo iterativa da geometria molecular com o fim de minimizar a energia potencial.
Logo, as simulacdes de mecanica molecular podem prever conformagoes moleculares, anal-
isar interagoes moleculares e fornecer informacdes sobre propriedades moleculares, como per-
fis de energia e estabilidade estrutural (AKSHAYA et al., 2023; MAHESWARI, MUTHU,
SUNDIUS, 2023; MISRA, YADAYV, 2022; TUZUN, SARIPINAR, 2020).

Na abordagem classica, as moléculas sdo representadas como colecdes de atomos
conectados por ligacOes, e cada atomo é atribuido a um conjunto de parametros chamados
campos de forca os quais descrevem atomos como pontos dotados de massa os quais inter-
agem por meio de interagoes ndo-ligantes e de valéncia. Esses parametros sdo tipicamente
derivados de dados experimentais ou calculos quanticos. Ao aplicar campos de forca que con-
tém esses parametros, as simulacdoes de mecanica molecular podem calcular as forgas atuando
em cada atomo e o movimento resultante das moléculas ao longo de passos iterativos. (VISS-

CHER, GEERKE, 2019; WANG et al., 2022).

A técnica encontrou amplas aplicagcdes em varias areas da quimica, bioquimica e cién-
cia dos materiais. Naquela, contribuiu para a descoberta de medicamentos ao prever a

afinidade de ligagcdo de pequenas moléculas a proteinas-alvo, auxiliar na triagem virtual e no



design de novos candidatos a farmacos. Também desempenha um papel crucial na compreen-
sao do comportamento de biomoléculas, como as proteinas, fornecendo informacdes sobre sua
energia, mudancas conformacionais e interagcoes com outras moléculas, como os ligantes ter-

apéuticos (BUEHLER, 2022; DE PAULA JUNIOR et al., 2022).

Evidentemente, partindo de idealizacOes, dentre as quais algumas foram mencionadas,
a MM possui limitagdes intrinsecas. Ela se baseia em simplificacdes e aproximacdes, assu-
mindo que as moléculas se comportam de maneira classica e negligenciando efeitos quanti-
cos. Portanto, é incapaz de produzir resultados diretos acerca de como ligacdes quimicas sdo
feitas e desfeitas. Além disso, os campos de forca usados na mecanica molecular possuem
limitacdes inerentes devido a natureza empirica de seus parametros, levando a imprecisdes em

certos casos (HEHRE, 2003).

3.2 Dinamica molecular

A dindmica molecular é uma técnica computacional poderosa usada para investigar o
comportamento dinamico e a evolucdo temporal de sistemas moleculares. Essa abordagem
simula o movimento das particulas constituintes, como atomos e moléculas, ao longo do
tempo, com base nas forcas interatomicas e nas leis classicas do movimento. A dinamica
molecular permite estudar uma ampla gama de fendmenos, desde a flexdo de moléculas indi-
viduais até a interacdo complexa de grandes sistemas bioldgicos, proporcionando informacdes
detalhadas sobre a estrutura, a estabilidade, as propriedades termodinamicas e 0s processos

cinéticos das moléculas.

Na dindmica molecular, as particulas sdo representadas por seus parametros de forca,
incluindo massas, cargas e potenciais de interacdo. Esses parametros sao usados para calcular
as forcas intermoleculares, como ligagdes quimicas, interacdes de van der Waals e interagoes
eletrostaticas. Ao utilizar algoritmos numéricos, como o método de Verlet, as equacdes de
movimento sdo integradas ao longo do tempo, permitindo que as particulas se movam de
acordo com as forcas aplicadas. A simulagdo da dinamica molecular ocorre em pequenos in-
crementos de tempo, permitindo a observacdo do comportamento das particulas em uma es-

cala temporal adequada (HANSSON, OOSTENBRINK, VAN GUNSTEREN, 2002).



No campo da quimioinformatica, ela pode desempenhar um papel crucial na previsao
de propriedades termodinamicas, como a energia livre de ligacdao. Assim como também € us-
ada para estudar a relacao de proteinas, acidos nucleicos e membranas biologicas, fornecendo

informac0es acerca da fungdo bioldgica e da interacao com ligantes (ALVES et al., 2018).

Uma das principais vantagens da dinamica molecular é sua capacidade de simular sis-
temas em escala molecular com detalhes ocorrendo, usualmente, numa ordem que vai de pi-
cosegundos até microssegundos, possibilitando a observagdo de mudancas conformacionais e
interac0es moleculares simuladas. A dindmica molecular também pode fornecer informacdes
sobre propriedades macroscopicas, como a viscosidade de um solvente ou as propriedades

elasticas de um material (SEWELL et al. , 2003; ZHANG, OTANI, MAGINN, 2015).

Como limitagdo do método, devido ao alto custo computacional, a DM é frequente-
mente aplicada a sistemas relativamente pequenos e com limitacoes de tempo de simulagao
(SCHUTTE, KLUS, HARTMANN, 2023), sendo eles equivalentes & ordem limite da casa
dos milhares, usualmente, e a 100 ns na maioria dos estudos contemporaneos, sendo 1 ms ja

visto em alguns mais recentes.

3.3  Calculo de estrutura eletronica

A TFDDT é um método capaz de calcular as propriedades eletronicas de sistemas
moleculares excitados. Enquanto a TDF tradicional é amplamente utilizada para calcular as
propriedades eletronicas de sistemas no estado fundamental, a TFDDT estende essa abor-
dagem para estudar as propriedades em estados eletronicamente excitados (CASIDA, HUIX-

ROTLLANT, 2012).

Na TFDDT, as propriedades eletronicas dos sistemas excitados sdo calculadas a partir
de uma equacao de movimento acoplada que descreve a evolucdo temporal da densidade
eletronica. Essa equacao é resolvida iterativamente, levando em conta a interacdo eletronica
com o potencial externo e a autoconsisténcia do potencial de Kohn-Sham. Ao incorporar a de-
pendéncia temporal, é permitido o estudo das respostas eletronicas a estimulos externos, como
radiacdo eletromagnética. Além disso, pode ser usada para calcular espectros de absorcao,
emissdo e ressonancia Raman, fornecendo informacdes valiosas sobre a estrutura eletronica e

as transicoes de energia do sistema (BAERENDS et al., 2002).
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Este tipo de calculo tem sido aplicada em uma ampla variedade de sistemas, desde pe-
quenas moléculas até sistemas bioquimicos. Ela desempenha um papel crucial na investigagao
de processos de transferéncia de carga em sistemas moleculares (MANDAL, MANNA,

VENKATRAMANTI, 2019).

3.4  Andlise de resultados

3.4.1 Energia livre de ligacao

Na ancoragem molecular, por exemplo, o conceito de energia livre desempenha um
papel crucial na previsdao da afinidade de ligacdo entre um receptor e um ligante. Ela repre-
senta a diferenca de energia potencial entre os estados ligado e ndo ligado do complexo pro-
teina-ligante. Nesse ambito, é possivel se fazer dedugdes acerca da estabilidade e da probabili-
dade de ligacdo. Desempenha, portanto, um papel fundamental na triagem virtual, abordagem
computacional usada para identificar candidatos a medicamentos por meio da priorizacdo e
selecdo de moléculas com maior chance de tratarem a enfermidade (CHOUDHARY, et al.,

2020, YANG et al., 2022).

Nesse contexto, prever com precisdo a energia livre de ligacdo continua sendo uma
tarefa desafiadora devido a complexidade das interacGes receptor-ligante. Efeitos do solvente,
flexibilidade e mudangas conformacionais durante a ligacao adicionam complexidade signi-
ficativa ao calculo. Além disso, a AM busca conseguir, com precisdao, as melhores confor-

macoes do ligante em relagoa a proteina (STANZIONE, GIANGRECO, COLE, 2021).

3.4.2 Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RMSD)

O RMSD é uma métrica comumente usada para quantificar a diferenga entre uma es-
trutura advinda de dados cristalograficos ou de referéncia e uma estrutura modelada ou pre-
vista. Ele calcula a raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas nas posi¢es atomi-

cas entre as duas estruturas, fornecendo uma medida de similaridade estrutural.

N
RMSDZ\/LZ d | )
Ni:l
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onde N é a quantidade de atomos e d a diferenca entre as suas respectivas posi¢coes em ambas

as estruturas.

No caso de validacao docagens moleculares, é feita uma superposicao das estruturas
proteicas para efeitos de calculo da diferenca posicional dos atomos do ligante predito com re-
lagdo ao nativo de dados experimentais (BELL, ZHANG, 2019). No caso de dinamicas
moleculares, pode se avaliar o quanto as moléculas de interesse variam espacialmente ao

longo do tempo (SARGSYAN, GRAUFFEL, LIM, 2017).

3.4.3 Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio Minimizado (mRMSD)

O RMSD é uma métrica comumente empregado em analises de resultados de distintas
conformacgoes de um mesmo ligante, como é o caso nas saidas de docagens moleculares. No
entanto, é fato que a simetria das moléculas nao é considerada em calculos comuns da referida
métrica, aumentando, erroneamente, o seu valor. Os atomos sdo tratados de forma completa-
mente discriminatéria entre si. O mRMSD, nesse contexto, é uma técnica que corrige a falta
de atribuicao simétrica do RMSD por meio de rotagoes de quaternions polinomiais (MELI,

BIGGIN, 2020.

Figura 3. Exemplo de correcdo de simetria efetuada no mRMSD.
Eixo de rotacao

S

®
o~ @®

Fonte: Autor, 2023.
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3.5 Filtros de viabilidade oral

Uma das vias pelas quais é possivel medicar o ser humano é por meio da ingestdo oral,
sendo a mais utilizada. Um farmaco empregado pelo sistema digestorio ira, eventualmente,
ser absorvido no trato intestinal, sendo a capacidade do farmaco de ser assimilado por essa
rota um pré-requisito essencial para qualquer droga que vise tal forma de ministragem. A efi-
ciéncia do transporte de substancias pelas rotas dos tecidos epiteliais presentes no intestino
dependem das suas propriedades fisico-quimicas, como tamanho, lipofilicidade, seu potencial
de formar ligacGes de hidrogénio e também da sua afinidade com proteinas de transporte. A
titulo de exemplo, Bohets et al. (2001) afirma, ainda, que compostos hidrofébicos sao trans-
portados, principalmente, de forma passiva pelas membranas celulares de enterdcitos, as célu-
las do intestino delgado responsaveis pela absorcado de nutrientes. Os hidrofilicos, por sua vez,
sao transportados de forma passiva paracelular entre enterdcitos. A fim de se identificar com-
postos com caracteristicas de farmacos capazes de apontar candidatos vidveis de um ponto de
vista relacionado a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecio (ADME), houve um
grande esforco por parte de pesquisadores em desenvolver filtros capazes distinguir compos-

tos medicamentosos de ndo medicamentosos (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001).

Em seu trabalho, Lipinski et al. (2001) estudou empiricamente propriedades fisico-
quimicas de mais de 2000 compostos empregados como farmacos, todos os quais haviam en-
trado em fase clinica II sendo ministrados oralmente, a fim de determinar caracteristicas co-
muns entre eles visando auxiliar no processo de estudo farmacolégico. Ele e sua equipe anal-
isaram parametros como massa molar (MM), coeficiente de particdo (logP) octanol/agua (o/a)
e a quantidade de doadores (DLH) e aceptores de ligacoes de hidrogénio (ALH) qu cada far-
maco possuia. Esses quatro parametros passaram a compor o que ficou conhecida como Regra
dos Cinco, Regra de Lipinski (RL) ou ainda Regra Pfizer, sendo que o logP empregado é o
mlogP, produto do trabalho de Moriguchi et al (1992; 1994). A regra estabelece que qualquer
farmaco o qual apresente mais de duas falhas quanto aos condicionais: MM < 500, mlogP <

4,15 ALH < 10 e DLH < 5 ndo é um bom candidato a farmaco quanto a via oral.

Entretanto, é fato hoje conhecido que a RL ndo é o bastante para que um candidato a
farmaco seja descartado de forma efetiva, como provam os trabalhos de Egbert et al. (2019)

no que diz respeito ao aumento de seletividade ligante-proteina em funcdo do aumento da
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massa do ligante, e de Zhang e Wilkinson (2007) quando eles mencionam que apenas 51%
das drogas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) na época passavam nos
critérios estabelecidos pelo pesquisador. Para tanto, foi nomeado o termo Além da Regra dos
Cinco, o qual serve para descrever alternativas a serem levadas em conta mesmo caso a regra
dos cinco rejeito algum medicamento em potencial, como o emprego da técnica de MD

(ABU-SALEH; YADAV; POIRIER, 2023; KRAMER et al., 2016; L'EXACT et al., 2023).

Um esforco similar foi feito por Ghose, Viswanadhan e Wendoloski (1999), os quais
estudaram de forma parecida a relacdo de drogas com a refratatibilidade molar (RM), o
numero de atomos (NA), novamente a massa molecular e o wlogP, método de calculo do coe-
ficiente de particdo o/a oriundo do trabalho de Wildman e Crippen (1999). Esses parametros
ficaram conhecidos como Regra de Ghose (RG), ou Filtro de Ghose, e quaisquer moléculas
que possuam mais de uma falha quanto as condi¢des:160 < MM < 480 Da; -0,4 < wlogP <
5,6; 40 < RM < 130 e 20 < NA < 70 sdo considerada uma falha do ponto de vista dessa regra.
Isso significa que, tomando como base nas informacoes extraidas das amostras de farmacos
estudadas pelos pesquisadores, compostos que violem as condicdes especificadas ndo sado
bons candidatos a farmacos orais. Entretanto, é necessario levar em consideracao que as
amostras, tanto as que deram origem aos parametros da RG quanto as progenitoras de qual-
quer outro filtro, ndo confizem com toda a populagdo de farmacos existentes, portanto, um re-
sultado que viole algum dos viltros ndo necessariamente determina que um farmaco é oral-
mente toxico ou ineficaz. Os filtros de viabilidade servem para nortear a descoberta de farma-
cos com 0 objetivo de minimizar desperdicios de tempo e dinheiro investidos em naqueles

com baixa chance de sucesso.

Alguns anos depois, Egan, Merz e Baldwin (2000) buscaram padrdes estatisticos
levando em conta compostos 0s quais apresentavam resultados mistos quanto a absorcao pas-
siva pelo intestino humano. Os autores pontuam que a ASPT e wlogP sozinhos sdo paramet-
ros bons o bastante para atestar a viabilidade tedrica de um farmaco no que diz respeito a sua
capacidade de ser assimiliado por via gastrica, enfatizando, por vez, que a MM ¢é um
parametro supérfluo a ser levado em conta como filtro, uma vez que o valor influencia nas
medidas de ASPT e wlogP. A escolha destas é embasada pela fisica envolvida na permeabili-
dade membranar. Os valores permitidos de cada métrica sdo: ASPT < 131,6 A e wlogP <

5,88, este ultimo se aproximando bastante do valor previsto por Ghose et al. A regra discutida
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é conhecida popularmente como Regra de Egan (RE).

Veber et al. (2002) concluiu, com base em um estudo in vivo envolvendo mais de 1100
farmacos, que é importante levar em conta a quantidade de ligacOes rotacionaveis, perten-
centes a diedros proprios, presentes nas moléculas de estudo assim como baixa area superfi-
cial polar topologica (ASPT), as quais eram caracteristicas comuns aos compostos emprega-
dos. A Regra de Veber (RV) estabelece que: LR < 10 e ASPT < 140 A. Nio existe uma quan-
tidade de falhas aceitavel descrita na publicacdao. O valor limite de ASPT se aproxima bas-

tante do mensurado por Egan e colaboradores.

Um quinto filtro empregado na descoberta de farmacos é a Regra de Muegge (RM), ou
Regra Bayer. Em seu estudo, Muegge, Heald e Brittelli (2001) discutem a importancia de exi-
stirem filtros farmacoféricos independentes de redes neurais, justificando que estes métodos
possuem a desvantagem de ndo possuirem o que chamaram de “sabedoria quimica”. A ex-
pressdo é explicada logo em seguida pela meng¢do do enviezamento a base de treinamento aos
quais os filtros ndo estdo submetidos. Seu filtro leva em conta a MM, ASPT, ntimero de anéis
(NAn), nimero de carbonos (NC), nimero de heteroatomos (NH), NR, ALH, DLH e o coefi-
ciente de particdo o/a xlogP, baseado no algoritmo de Cheng et al. (2007). Além de levar em
conta um maior numero de descritores moleculares, a abordagem de Muegge e colabores in-
troduz alguns parametros desconsiderados pelos filtros anteriores. As condigOes estabelecidas
pela RM sdo: 200 < MM < 600; ASTP < 150; NAn < 7; NC < 4; NH < 1; NR < 15; ALH <
10; DLH < 5 e 2 < xlogP < 5. Os valores de MM, ASTP, ALH e DLH sao iguais ou proximos

dos valores amostrados em outros filtros.

E mencionado no trabalho de Muegge e colaboradores, também, o fato de que o filtro
desenvolvido conseguiu se adequar a 66-69% dos subsets de compostos provenientes a base
de dados MDL Drug Data Report (MDDR), 61-68% dos subsets oriundos da base Compre-
hensive Medicinal Chemistry (CMC) e apenas 36% dos farmacos contidos em Antimicrobial
Chemotherapeutics (ACD), o que ndo distoa do fato mencionado por Zhang e Wilkinson

(2007).
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4 Metodologia

A primeira etapa do procedimento, dado o fato de que a COVID-19 é uma doenca oca-
sionada por um virus, foi a determinacdo de farmacos disponiveis comercialmente e que apre-
sentavam atividade comprovada contra outras moléstias também de origem viral, as quais ex-
ibiam semelhanca sintomatica com a mesma. Desta abordagem, foram selecionados os
medicamentos Acido Baloxavir, cujo precursor, o Baloxavir Marboxil, Oseltamivir, e

Zanamivir.

A fim de averiguar quais tipos de mutacdes produziriam candidatos a farmacos mais
eficientes na inibicdo da atividade protéica, foram preparadas as adicdes dos grupos substitu-
intes contindos na Figura 4, selecionados a partir de levantamentos de grupos substituintes co-

mumente empregados na quimica organica (ERTL, 2020; 2022).

Figura 4. Grupos substituintes empregados.
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Fonte: Adaptado de ERTL, 2020; 2022.

Foram adicionados os substituintes de forma a serem produzidos novos candidatos a
farmacos por meio da troca de um hidrogénio de ligacdo C—H dentre todas as possiveis nas
moléculas base, no intuito de averiguar o mais simetricamente o possivel o espaco amostral de

mutagOes moleculares. Foram gerados ambos os enantidmeros quando possivel.
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O procedimento sendo empregado, resumido na Figura 5, envolve a modelagem da es-
trutura de cada um dos candidatos (incluindo os farmacos em sua forma original), seguindo
etapas de preparacdo para que sejam feitas as docagens moleculares de todos eles. As
posicdes advindas das ancoragens, entdao, sao usadas como ponto de partida para simulac¢des

de dinamica molecular e quantica, respectivamente.

Figura 5. Metodologia de drug discovery empregada.
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Fonte: Autor, 2023.

4.1 Candidatos a Inobidores

Os candidatos a inibidores foram todas as variantes dos farmacos base que puderam
ser geradas pela substituicdo de atomos de hidrogénio ligados a carbono pelos grupos substi-

tuintes.

4.2  Preparacdo dos Arquivos
4.2.1 Preparacdo das Proteinas

O arquivo em formato PDB relativo a proteina foi extraido do website Protein Data
Bank (BERMAN et. al, 2000), sendo ele a glicoproteina 6VW1, cadeia F (SHANG et al.,
2020). A visualizacdao 3D da estrutura as proteinas pode ser visualizada na Figura 6, a qual ex-

ibe o sistema ligante-receptor.
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Figura 6. Proteina spike do SARS-CoV-2 e seu ligante cristalografico NAG.
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Fonte: Autor, 2023.

Os arquivos de todas elas tiveram quaisquer moléculas de dgua presentes removidas
no software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN,
1996) antes de serem convertidas no formato PDBQT para o procedimento de ancoragem
molecular, por meio do software Open Babel (O'BOYLE et al., 2017). A diferenca entre am-
bos os tipos de arquivo é a presenca de uma coluna de cargas atomicas no segundo, as quais

sao empregadas nos calculos de potencial elétrico da ancoragem molecular.

4.2.2 Preparacao dos Ligantes

Todos os farmacos modelados para posteriores estudos computacionais foram prepara-
dos na aplicacio web MolView (BERGWERF, 2015), cuja interface é exemplificada na
Figura 6, a qual permite que o arquivo de estrutura quimica das moléculas sejam salvas no
formato MOL. Entretanto, tal formato ndo é compativel com a aplicagdo da metodologia de
ancoragem, uma vez que nao traz as cargas inerentes as moléculas. A conversao foi feita tam-

bém por intermédio do Open Babel.

4.3  Ancoragem Molecular

A técnica de ancoragem molecular busca, computacionalmente, encontrar os sitios de
interacao entre duas moléculas de forma detalhada, mostrando tanto aquelas de carater ligante

quanto nao-ligante, e predizendo conformagoes e afinidades entre ligante e receptor em
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ranque. Dessa forma, se permite que alvos biol6gicos sejam determinados visualmente.
Sendo baseada nas estruturas dos componentes envolvidos, a existéncia de dados de alta res-
olucdo provenientes de cristalografias de raios-X e outras técnicas de analise é de fundamental
importancia permitiram o desenvolvimento do método (DE AZEVEDO, 2019; FAN; FU;
ZHANG, 2019).

Se tratando de drug design, ou drug discovery, é um método de modelagem molecular
de candidatos a farmacos. Dentre os métodos de ancoragem molecular, o modelo mais basico
do MD, a ancoragem rigida, é uma técnica de carater estatico, e que, portanto, pode ser repre-
sentada pela ideia dos modelos de chave-fechadura (MEDEIROS FILHO et al; 2020). Ao
contrario de biomoléculas estaticas, como esse modelo descreve, as proteinas podem ser mel-
hor descritas como entidades vivas, constantemente tendo as suas estruturas tridimensionais
variando em funcdo do tempo e outros fatores (ORELLANA, 2019). Uma vez que tanto o re-
ceptor quanto o ligante interagem um com o outro, mudancas estruturais podem ser conse-
quéncias diretas desse fenomeno (TRIPATHI; BANKAITIS, 2017) e, até a data técnicas de
ancoragem que permitem a flexibilidade do receptor (ancoragem flexivel), sdo desafiadoras

por demandarem um elevado custo computacional (DE AZEVEDO, 2019).

Levando em consideragao as limitagcdes de ambos os modelos mencionados, foi escol-
hido para este trabalho o modelo denominado ancoragem semiflexivel. Ele interpreta o recep-
tor como sendo uma entidade estatica, e permite ao ligante graus de liberdade conforma-
cionais que provém a possibilidade de o mesmo se adequar mais precisamente aos sitios con-

tidos na proteina.

Figura 7. Ilustracdo das (a) ancoragem rigido e (b) ancoragem semiflexivel.
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Fonte: Autor, 2023.
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Para tanto, a ancoragem molecular foi empregado neste trabalho unicamente como
ponto de partida para posteriores simulacoes de dinamica molecular, as quais averiguam a es-
tabilidade do ligante na posicdo encontrada pela ancoragem (GAJJAR; DHAMELIYA;
SHAH, 2021), a qual permite que tanto a proteina quanto o ligante se adaptem flexivelmente

as influéncias mutuamente existentes entre eles.

4.3.1 Ancoragem Semiflexivel (AS)

O AS acontece partindo do pressuposto de que a proteina ja esta em sua conformacao
ideal para a interacdo com o ligante. Este é o tinico que possui graus de liberdade méveis. A
metodologia em questdo emprega uma ferramenta a qual utiliza de um algoritmo de busca do

tipo incremental, seguindo o padrao:

n.
mnc

N
360
einc:l_[ H 0.
i=1j=1 1,

- ©)

J

na qual N é o numero de ligaghes rotacionaveis, ni,- 0 nimero de incrementos e 6;; o incre-

mento angular j a ser feito na i-ésima ligacao rotacionavel (COUMAR, 2021).

4.3.2 AutoDock Vina

O software empregado neste trabalho para a realizacao das docagens é o AutoDock
Vina (Vina) (TROTT; OLSON, 2010; EBERHARDT et al, 2021), o qual utiliza de um algo-

ritmo genérico de busca e um método semi-empirico de avaliacao.

4.3.2.1 Algoritmo de Busca

O algoritmo de busca, segundo os autores, esta mais proximo do machine learning do

que de uma orientacao a fisica propriamente dita. Seu funcionamento é descrito abaixo:

C:,Z_ ftitj<rij)zcinter+cintra ’ 4)
i<j

tal que o somatério (c) é feito sobre todos os pares de atomos que podem se mover de forma

relativa um ao outro, separados por trés ligacdes covalentes consecutivas. Cada dtomo i tem
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atribuido um tipo t; para o calculo de um conjunto simétrico de fungdes de interacdao f com
base na distancia interatomica (r;). O termo ¢ pode ser interpretado como a soma das compo-

nentes inter e intramoleculares (Ciner, Cintra)-

A energia de afinidade (energia livre de ligacdo) (s;) é calculada a partir da compo-

nente intramolecular da conformacdo a qual apresentou o menor ranque (Cinerar):
5790, Cingrar) > O
onde g representa a funcao de ranqueamento.
Para essa fungdo, atomos de hidrogénio sdo inexistentes. O raio de van der Waals dos

atomos (R) é empregado na determinacdo da superficie de distancia (d;), um componente

necessrio para a obtencdo da funcdo f. E abordado um valor de raio de corte equivalente a

8A.

d,=r,~R;~R, , (6)

) htltj(dlj) ’ (7)

ftitj(rij

tal que h representa a soma ponderada das interacOes estéreos encontradas, com base na
Tabela 1 abaixo, cujos termos sdo descritos na Figura 8. O método traz inspiracao do método

X-score (WANG; LAIL; WANG, 2002).

Tabela 1. Pesos e termos da funcdo de ranqueamento.

Termo Peso
Gauss; -0,0356
Gauss; -0,00516
Repulsao 0,840
Hidrofabico -0,0351
Ligacdo de hidrogénio -0,587
Nrot 0,0585

Nota. Valores retirados do trabalho de Trott e Olson (2010).
Fonte: Autor, 2023.
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O N, restante representa o numero de ligacGes passiveis de rotacdo dentre os atomos
mais pesados que hidrogénio do ligante. Ele é empregado na equacao (6) abaixo, a qual define

a funcado g independente de conformacao.

; (8)

C.
(C ): inter
g inter’  1+wN
rot

onde w simboliza o peso associado (TROTT; OLSON, 2010).

Figura 8. Explicacdo dos termos da Tabela 1.

gaussl( d): efldfO,SA\

gaussz1 d ):e*Zf‘:d*}-\\B:\\

d*,sed<0

Isdo(d)=
repulsdo(d) {0,sed20

1,sed<0,5A
hidrofobico(d) =1 0,sed=1,5A
LI,sed0,5<d<15A

1,sed<0,7 A
ligagdo de hidrogénio(d ) =1 0,se d=0
LI ,se0<d<0,7

Nota. LI = lineamente interpolado.
Fonte: Autor, 2023.

4.3.2.2 Algoritmo de Otimizacao

O método quasi-Newton Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) foi escolhido
para a efetivacao da busca local iteravel da busca global. Além de levar em conta a fungao de
ranqueamento, ele aborda o seu gradiente; o vetor que carrega as derivadas da fungado de ran-
queamento com relacdo as posicoes e orientagdes do ligante, tais quais os valores das tor¢oes
das ligacoes rotacionaveis dele e de quaisquer residuos flexiveis existentes. Mesmo que a
avaliacdo do gradiente venha a demorar mais do que a analise das conformacgdes em si, o

ganho em tempo de otimizagado faz com que o custo global do processo seja menor. (TROTT;

OLSON, 2010).
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4.3.2.3 Resultados

A saida padrdo do Vina é constituida, basicamente, do resultado da ancoragem molec-
ular, o qual vem em formato de tabela contendo o indice da pose avaliada, sua afinidade em
kcal/mol e o valor dos RMSDs dos tipos lower bound (1b) e upper bound (ub). A pose que ap-
resenta o melhor resultado de afinidade é tomada como referéncia para o calculo dos RMSDs
das demais, e por isso é sempre atribuida o valor 0 para os seus proprios. Segundo o manual
do programa, o primeiro tipo (Ib) é calculado se pegando cada atomo da molécula de referén-
cia e buscando o atomo de mesmo tipo mais préximo na pose alvo, sendo medido o RMSD, e
também o oposto: partindo-se da molécula alvo, é calculado o RMSD com relagdo ao atomo
de mesmo tipo mais préximo da molécula de referéncia, sendo mantido o maior valor de
desvio quadratico encontrado. O segundo tipo (ub), é determinado pela comparacdao das

posicdes dos mesmos atomos em ambas as poses.

4.4  Dinamica Molecular

O método dindmica molecular é uma consistente forma computacional de averiguar
interacoes e movimentos relacionados as moléculas constituintes dos sistemas em escala
atomistica. Isso permite o reconhecimento de propriedades das propriedades macroscopicas
com a finalidade de se comparar os resultados das simulacdes com aqueles obtidos empirica-

mente.

A técnica se baseia nas leis de Newton da mecanica classica para serem obtidos os
movimentos atdmicos e as propriedades dinamicas dos componentes do sistema, sendo os
seus resultados extremamente acurados gracas ao pesado embasamento fisico do método Se-
gundo os autores Zhou e Liu (2022), a dinamica molecular consegue gerar saidas que costu-
mam estar alinhadas com os aquelas oriundas da mecanica quantica, mas com o diferencial de

serem métodos computacionalmente mais baratos quando empregados de forma pura.

O emprego da mecanica é visivel pela definicdo do operador Hamiltoniano energia to-
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tal (eq. 9).

y 2
22.P,

H(RN,pN):%+U(RN) , 9)

no qual R" representa o conjunto das coordenadas espaciais e P" o conjunto dos momentos de
todas as particulas constituintes do sistema. Os somatoérios fazem jus as componentes cinética
e U a potencial da energia, sendo a aquele quem carrega os valores relativos as coordenadas x,

yez dos atomos e m; a sua massa.

As forcas atuantes sobre o sistema sdo equivalentes aos vetores gradientes respon-
saveis por fazerem com que cada um dos atomos do sistema seja movido para a posicdo que

minimize a energia do mesmo, como descreve a eq. 10:

N
N, —0U(R")
F(R")J=————, 10
(R == (10)
Em comunhdo com a Segunda Lei de Newton:
ma=F(R") (11)

11

A eq. 8, se integrada com relagdo ao tempo, permite o calculo das trajetérias dos ato-

mos deterministicamente (ZHOU; LIU, 2022).

4.4.1 Preparacdo dos arquivos de entrada

O fluxograma do procedimento de dinamica molecular sendo empregado neste tra-
balho é descrito na Figura 9. Ele comegou com a preparagao do sistema, passo qual consiste
da conversao do arquivo PDBQT da saida da AM em PDB, o qual foi hidrogenado de forma
programatica pela API Python do software Pymol, gerando um novo arquivo PDB contento
todos os atomos da molécula. Esse novo PDB foi, entdo, convertido em MOL2 para que a

molécula pudesse ser submetida ao SwissParam (ZOETE et al., 2011), servico o qual provém
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a parametrizacdo completa da molécula. A estrutura originada da ancoragem molecular, entdo
foi otimizada pelo software Orca via Teoria da Densidade Funcional (TDF), o qual também
computa as cargas na mesma execucao, sendo utilizadas cargas de Mulliken. Foram emprega-
dos o funcional m062x juntamente ao conjunto de base 6-31g(d, p). Com os valores de cargas
provenientes dele, a coluna respectiva do PSF gerado pelo SwissParam foi atualizado com as
novas medidas, momento a partir do qual o ligante estava pronto para o passo de combinacdo
dos arquivos do ligante e da proteina. Quanto a esta, o PSF foi gerado via Visual Molecular
Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) scripting. Com os arquivos
referentes ao sistema, froam entdo adicionadas moléculas do solvente (dgua TIP3P) a uma
caixa cujo tamanho era composto pela extensao da proteina em todas as dimensoes irradiando
do centro acrescida de 15 A. Finalmente, o pacote ionize foi empregado a fim de neutralizar
as cargas do sistema com adicdo de ions de K" e Cl" para neutralizar as cargas existentes no

sitema solvatado.

Com o sistema devidamente solvatado e neutralizado, era conduzida a etapa de mini-
mizagdo das energias. Isso era feito por meio de um ensemble NPT, mantendo-se constantes a
temperatura e a pressao por meio de Pistoes de Langevin. A temperatura era de 0 K. Os calcu-
los eram conduzidos a passos de 2 fs com cutoff de 12 A para as interacdes eletrostaticas. As

moléculas de agua eram atribuidas ligagoes rigidas.

Seguindo a minimizacgdo, era conduzida a termalizacdo do sistema, a qual elevava a
temperatura a 298 K a incrementos de 0,01 K/passo, seguindo os mesmos parametros men-
cionados anteriormente mais a adicdo do Particle Mesh Ewald (PME) a uma distancia entre
os gridpoints de 1 A. A subsequente equilibracdo do sistema termalizado era conduzida com

parametros idénticos a 100 ns de simulacao.
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Figura 9. Fluxograma das etapas da DM.

Fonte: Autor, 2023.

4.4.2 Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD)

O software no qual as simulacoes de DM foram rodadas foi o NAMD, o qual foi cri-
ado com o intuito de ser um programa de alta performance capaz de lidar tanto com arquite-
turas de CPU quanto GPU, sendo escrito em C++ (PHILLIPS JAMES et al, 2020). O campo
de forca empregado foi o CHARMM.
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4.4.3 Campo de Forca

Neste estudo, foi utilizado o modelo do campo de forca Chemistry at Harvard Macro-
molecular Mechanics (CHARMM) para todos os atomos (VANOMMESLAEGHE et al,
2010; VANOMMESLAEGHE; MACKERELL, 2012; VANOMMESLAEGHE; RAMAN;
MACKERELL, 2012; YU et al, 2012; GUTIERREZ et al, 2016), com adicdo dos dados refer-
entes a proteinas (BEST et al, 2012) e lipidios (KLAUDA et al, 2010).

4.3.4 Andlise dos resultados

Como analise das trajetorias de dinamica molecular foram calculados a quantidade de
ligacOes de hidrogénio a fim de se encontrar a conformagdo mais estavel do complexo ligante-
receptor. Para tanto, foi utilizado o plugin hbonds faz a contagem de todas as ligacdes de

hidrogénio presentes em cada frame da trajetéoria (GUMBART; LUO, 2011).

4.4  Calculo de Estrutura Eletronica

Da saida das simulagdes de dinamica molecular foram escolhidos um frame por tra-
jetéria, que possua numero de ligacdes de hidrogénio igual ao nimero maximo encontrado
nela, e entdo sera feita a selecao, no VMD, do ligante e de todos os aminoacidos da proteina
que apresentem quaisquer dtomo presente num raio de até 5 A dele. O arquivo PDB salvo no
software mencionado sera convertido em formato XYZ para a posterior producdo do arquivo

de input para o Orca.

A visualizacdo dos orbitais moleculares (Figura 10) dos sistemas que passaram pela
Teoria da Densidade Funcional Dependente do Tempo (TDFDT) executada foi feita no soft-
ware VMD, o qual consegue interpretar arquivos no formato CUBE. Tal formato é obtido a

partir do argivo GBW da saida do Orca, por meio do programa orca_plot.



Figura 10. Exemplo de visualiza¢do de arquivo CUBE no programa VMD.
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Fonte: Autor, 2023.

253

LUMO

27



28

5 Resultados

5.1 Farmacos Analogos

Foram gerados 2053 farmacos analogos segundo as possibilidades descritas nas Fig-
uras 11, 12 e 13, as quais exibem as estruturas dos farmacos base acrescidas dos grupos sub-
stituintes onde as antes se encontravam ligacdes C—H, com enantiomeros referentes a car-
bonos assimétricos preexistentes tendo sido gerados quando cabiveis. As moléculas foram sal-
vas no formato PDB, e convertidas em PDBQT via OpenBabel para subsequentes docagens

moleculares.

Para efeitos de analise, as moléculas mencionadas foram divididas em trés grupos: (I)
com relagdo ao farmaco no qual sua estrutura foi baseada, sendo os grupos (B) derivados do
acido baloxavir, (O) derivados do oseltamivir e (Z) derivados do zanamivir; (II) com relagao
ao grupo substituinte que foi inserido, dos quais derivam os grupos R1 a R46; e (III) com re-
lagdo ao atomo de carbono o qual teve a substituicdo feita em um de seus hidrogénios assim
como sua isomeria (R ou S) caso a possuisse, indo de M1 a M16 para os grupos B e O e até
M13 para o grupo Z. E vélido lembrar os indices sdo individuais para cada um dos grupos B,
O e Z, e também que o indice dos referidos atomos de carbono ndo segue os padrdes da IU-
PAC. A Tabela 2 mostra os SMILES isoméricos das referidas moléculas, obtidos da base de
dados do Molview, assim como a Figura 14 mostra, na estrutura de cada farmaco, o indice das

referidas mutagdes segundo a mencionada baseada na posicdo SMILES de cada atomo.

Tabela 2. Farmacos comerciais e seus respectivos SMILES.

Farmaco SMILES isoméricos
C1COC[C@@H]2N1C(=0)C3=C(C(=0)C=CN3N2[C@H]4C5=C(C
SC6=CC=CC=C46)C(=C(C=C5)F)F)0O!
CCC(CO)O[C@@H]1C=C(C[C@@H]
([(C@H]INC(=0)C)N)C(=0)OCC!
CC(=O)N[C@@H]1[C@H](C=C(O[C@HI[C@@H]([C@@H]
(CO)0)0O)C(=0)O)N=C(N)N'

Notas. Dados retirados dos cartoés de informacdo das respectivas moléculas do website Molview.Org.
Fonte: Autor, 2023.

Acido baloxavir

Oseltamivir

Zanamivir
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Figura 11. Modificacoes e
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Figura 12. Modificagdes estruturais do farmaco oseltamivir.

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 14. Estruturas dos farmacos com base na indexacao dos carbonos substituidos: (a) oseltamivir, (b)
zanamivir e (c) acido baloxavir.

14
)\ _H
o N
4 H !
12,13
3 _© ’ N\H
5 10,11
2 8 9
1
o o
)15
H
16

(@ (b) (c)

Fonte: Autor, 2023.

5.2  Ancoragem Molecular

A ancoragem molecular dos farmacos foi conduzida em triplicatas realizadas pelo
AutoDock Vina em um computador com 24 ntcleos de CPU. O software foi incapaz de em-
pregar todos para o valor de exaustividade igual a 8, sendo o fato mencionado em um aviso do
proprio programa durante a sua inicializacdo. Uma vez que apenas 8 nticleos eram alocados
automaticamente de cada vez, foram iniciadas baterias de AMs de cada grupo (B: derivados
do acido baloxavir, O: derivados do oseltamivir e Z: derivados do zanamivir) para rodarem
paralelamente, aproveitando, assim, todo o recurso disponivel na referida maquina. Foi obser-
vado um tempo de execucdo de aproximadamente 16 horas de wallclock time para que as an-

coragens de todas as 2053 moléculas submetidas fossem concluidas.

A Figura 15 abaixo revela a performance relativa dos andlogos se agrupados com re-
lagdo ao farmaco do qual foi derivado. Em todos os casos, é notavel a assimetria das funcées
densidade de probabilidade, desviadas para a direita em funcdo da frequéncia de ocorréncia
dos valores de maior energia do que a média. As medidas de tendéncia central dos compostos
baseados no baloxavir e no oseltamivir estdao similarmente distribuidas, com um valor de me-
diana proximo a média, a sua direita, indicando que existe uma maior frequéncia de valores
localizados na parte de energia livre maior do que média. A unica diferenca notavel quanto a

distribuicdo das medidas de dispersdao da curva do zanamvir é a posicdo da moda. De forma
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geral, portanto, os farmacos do grupo B apresentaram uma melhor performance quanto a ener-
gia de afinidade com relacdo aos outros, tanto no que diz respeito a média, de -7,983 contra -
5,581 e -6,067 kcal/mol dos grupos O e Z, quanto ao melhor valor a esquerda para a medida
energética, sendo as afinidades mais baixas para os grupos B, O e Z de -10,123, -6,787 e -

7,314 kcal/mol, respectivamente.

Figura 15. Distribui¢des de probabilidade representando as energias de afinidade da conformacdo mais estavel
dos ligantes com relacdo ao receptor. As curvas descrevem o comportamento dos analogos agrupados quanto aos
seus respectivos farmacos base: (a) 4cido baloxavir, (b) oseltamivir e (c) zanamivir.
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Fonte: Autor, 2023.
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Quanto a modificacdo estrutural mais efetiva, uma andlise visual dos mapas de calor
presentes nas Figura 16, 17 e 18 mostram um claro padrdao no qual o grupo substituinte 30
causou um abaixamento no valor de energia livre para todas os grupos de farmacos base.
Além disso, é possivel visualizar tracoes de melhor performance nos grupos R18, R38 e R40
para a classe B. As espécies B-1-3 e B-44-1 também exibiram um bom resultado. Os analogos
A classe O, por sua vez, exibiram boa afinididade quando inseridos os grupos 12, 18, 20, 25,
33, 38 e 43, assim como uma aparicdo pontual relativa ao analogo O-13-15. Finalmente, o
grupo Z também mostrou desempenho acima da média quando acrescido dos substituintes 25,

38 e 43. Tracos de melhor performance sao observados nas colunas 12, 18, 20 e 33. A similar-
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idade dos substituintes presentes nas moléculas ancoradas com menor energia livre de ligacao
para O e Z pode ser oriunda da maior similaride estrutural dos respectivos farmacos comerci-
ais entre si do que com o acido baloxavir. Os subsituintes 12, 18, 20, 25, 30, 33 e 38 apresen-
tam anéis aromaticos em suas estruturas, sendo que 12 e 18 nao apresentam atomos eletroneg-
ativos ligados a eles e desempenharam de forma menos eficaz do que aqueles que os pos-
suiam. No caso da classe B, a presenca de dois residuos contendo oxigénio parecem ter sido

os responsaveis pela menor energia de afinidade dos analogos R30 e R38.

O ligante proveniente do dado cristalografico, NAG, cadeia V do PDBID 6M17, se en-
contrava proximo dos residuo ASN343, SER371 e VAL367 a um raio de corte de 5 A a partir
de qualquer 4tomo presente em susa estrutura. A maioria dos ligantes mencionados no para-
grafo anterior como apresentando bons resultados, apresentou uma distancia de aproximada-
mente 20 A com relacdo a posicdo de NAG, no que diz respeito a centros cartesianos. O andl-
ogo B-37-2 se afastou ainda mais, apresentando uma distancia de cerca de 47 A. Assim sendo,
é evidente que a energia de afinidade ndo pode ser o unico critério a ser levado em conta
quando se estuda candidatos a farmacos, uma vez que regides de menor interesse farma-
coldégico podem conduzir a uma maior probabilidade de ligacdo com o medicamento avaliado

do que o alvo do estudo.
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Figura 16. Mapa de calor das substitui¢des feitas com a energia de ligacdo da conformacao de afinidade mais es-
tavel da ancoragem molecular do grupo B.

Grupo substituinte

’ | ’ ’ | T T

-10.0 -9.5 -9.0 —8.5 -8.0 7.5 -7.0

Fonte: Autor, 2023.

Figura 17. Mapa de calor das substitui¢des feitas com a energia de ligacdo da conformacao de afinidade mais es-
tavel da ancoragem molecular do grupo O.

Posicao

1 6 11 16 21 26 31 36 41
Grupo substituinte

-6.75 -6.50 —6.25 —6.00 -575 -550 -5.25 —5.00

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 18. Mapa de calor das substitui¢des feitas com a energia de ligacdo da conformacao de afinidade mais es-
tavel da ancoragem molecular do grupo Z.

1 ] 11 16 21 26 31 36 41

Grupo substituinte

-7.25 -7.00 -6.75 -6.50 -6.25 -6.00 -5.75 -=5.50

Fonte: Autor, 2023.

As espécies, a excecdo do analogo B-37-2, apresentaram uma forte tendéncia a se
aproximarem dos residuos ALA348, ASN354, SER399 e THR345, com PHE347, LYS356 e
ARG346 aparecendo em menor frequéncia. O-12-1, O-12-4, O-12-6, O-31-1, O-31-4, O-44-1,
0-44-15 conseguiram ser ancorados a uma distancia de, também aproximadamente 20 A de
NAG, porém foram capazes de se aproximarem do residuo ASN343, apenas, dentre os men-
cionados. Residuos comuns dentre eles envolvem ALA344, ALLA348, ARG346, ARG457,
ARG509, GLU340, GLY339, LYS356, PHE342, PHE347, VAL341 e THR345. O restante
dos analogos foi conduzido a um sitio diferente durante o processo, distando algo entre 44 e
46 A, onde foram ancorados perto dos residuos ARG457, THR470, PRO491, ARG454,
ASP467, ILE472, SER469, GLN474, TYR473, LYS458, SER459, GLU471, PHE456, comu-
mente. No caso do grupo Z houve a mesma divisao em termos de distancia de NAG, dentre os
quais aqueles que mais se aproximaram deste foram as espécies Z-12-1, Z-12-10, Z-12-13, Z-
18-5, Z2-18-12, Z-18-13, Z-23-6, Z-23-10, Z-30-8, Z-33-6, Z-33-13, Z-38-10, Z-38-11, Z-38-
12 e Z-43-12, os quais apresentaram semelhante afinidade pela regidao dos residuos PHE342,
ALA348, ARG346, ALA344, THR345, VAL511, ARG509, ASN354, PHE347, SER399,
VAL341, GLU340, LYS356. Dos analogos mencionados, apenas Z-12-10 apresentou aproxi-
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macdo a ASN343, enquanto nenhum dos outros residuos capturados no raio de corte de NAG
foi exibido. As interagOes mais caracteristicas para cada grupo mencionadas podem ser visual-

izadas por meio das figuras 19, 20 e 21, geradas pelo software LigPlot" (LASKOWSKI,;
SWINDELLS, 2011).

Figura 19. Interacoes entre o ligante B-31-2 e o receptor.

Arg346(F)
Ala3d44(F)

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 20. Interacoes entre o ligante O-12-1 e o receptor.

Thx2d5

ﬂ‘ﬁ?\\:
.
J.

Chi340(F)

) %:sﬁm

Arg346(F)

B

Asn354(F) ﬁ

Fonte: Autor, 2023.

Figura 21. Interacoes entre o ligante O-12-1 e o receptor.

Ala344()
o

Arg346(F)
Gus 000 ..
f Al341(F)
AN Ser399(F)
Asn354(F)

Fonte: Autor, 2023.

Por meio das Figuras 22, 23 e 24 no entanto, é possivel visualizar os mapas de calor
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relativos a energia de afinidade das conformagoes de cada anadlogo que mais se aproximou da
posicdo de NAG, sendo que, da triplicata, foi escolhida a repeticdo a qual demonstrou o mel-
hor (menor) valor de distancia euclidiana. Os menores valores de energia livre tendem a
aparecer pontualmente para o grupo B para as classes C1, C4, C6, C9, C14 e C15, sem se-
quéncias definidas como foi visto na figura anterior. Analisando pelos agrupamentos R, tam-
bém, ndo sdo observados padroes dotados de continuidade. Destes, B-18-1 foi quem mais se
aproximou de NAG, a uma distancia de 3 A, e energia de afinidade de -8.630 kcal/mol, sendo
localizados proximos a ele os residuos ASN343, VAL36 e SER371. Os resultados dos outros
grupos ndo exibem resultados tdo satisfatérios em termos de distancia e proximidade dos resi-

duos. As interacdes da molécula com a proteina sdo visiveis na Figura 25.

Figura 22. Mapa de calor dos analogos do grupo B com a energia de ligacdo da conformacao cuja ancoragem
molecular mais se aproximou de NAG.

" —i"/\l
N—=0

Posicao

1 6 11 16 21 26 31 36 41
Grupo substituinte

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 23. Mapa de calor dos analogos do grupo O com a energia de ligacdo da conformacao cuja ancoragem
molecular mais se aproximou de NAG.

Fonte: Autor, 2023.

Figura 24. Mapa de calor dos analogos do grupo Z com a energia de ligacdo da conformacao cuja ancoragem

molecular mais se aproximou de NAG.

Posicao

[
1 6 11 16 21 26 31 36 41
Grupo substituinte

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 25. Interacoes entre o ligante B-18-1 e o receptor.

%TH\'\Q Ser373(F)

er3TL(F)

Fonte: Autor, 2023.

Como mencionado no fluxograma, seguindo o protocolo proposto, conduziu-se a
dindmica molecular do farmaco mencionado, o qual foi equilibrado dentro de 100 ns de simu-
lagdo. Da referida trajetéria, selecionou-se o quadro no qual foi observada uma dentre os
maiores nimeros de ligacdes de hidrogénio, sendo que ndo foram encontradas mais de 2 em

toda a trajetéria do analogo.

5.3  Filtros de viabilidade oral

A molécula foi avaliada segundo as regras de Lipinsky, Ghose, Vaber, Egan e
Muegge. Nem todos os parametros listados para a RM foram empregados, no entanto. Uma
vez que o farmaco base ja satisfaziam os critérios: nimero de carbonos > 4 e nimero de het-
eroatomos > 1, assumiu-se que todos os analogos deles derivados também passariam, sendo
aprovada em todos eles. Algumas das propriedades fisico-quimicas mensuradas para a
molécula via RDKIT sdo descritas na Figura 26, contendo um grafico de teia gerado no
servico web SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) usando o SMILES

ilustrado abaixo.
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Figura 26. Ilustracdo da estrutura do farmaco selecionado e dos resultados obtidos para alguns dos parametros
calculados.

LIPO

FLEX

O O INSATU POLAR

INSOLU

BrC1COCC2ZN1C(=0)cin(N2C2c3ccccc3CSc3c2ecc(c3F)F)cce

SMILES (=0)c10

Fonte: DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017.

4.3 Célculo de Estrutura Eletronica

Os célculos envolvidos na TDFDT conduzida resultam na obtencao das energias asso-
ciadas a cada orbital atdomico, a exemplo da superficie vista na Figura 27, assim como nas en-
ergias de excitacdo necessarias para promover as transicoes eletronicas deduzidas. Foram cal-

culadas as energias de transicdo de dez eventos, como demonstra a Tabela 3.

Figura 27. Superficie eletrdnica calculada para o recorte.

Fonte: Autor, 2023.
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Tabela 3. Energias de transigdo para o sistema equilibrado a um raio de corte de 5 A do ligante.

Numero de onda

Estado Gap (eV) fosc (cm-1) Transicoes

Hs - L,
1 0,330 5,4427 x 1075 2659,7 H, - L,

H, - Ls

Hs - L,
2 0,705 9,1635 x 1075 5683,2 Hs - Ls

H, - L,
3 0,745 6,53 x 1077 6007,2 H, - L,
4 0,904 3,1185 x 1075 7288,9 Ez : E
5 0,935 541x 1077 7543,1 H, - L,
6 0,983 5,0446 x 10~5 7926,2 Ei : Ez
7 1,114 2,526 x 1076 8987,6 H - L,
8 1,149 1,3186 x 104 9297,3 Eﬁ : E
9 1,164 2,35x 1077 9389,8 H, - L,
10 1,191 3x1079 9605,0 H, - L;

Fonte: Autor, 2023.

As transicoes observadas indicam uma tendéncia da transicdo 8 em ser a mais favore-
cida, a analisar pelo valor da forca do oscilador fo... Porém, todas as transicdes sao tao fracas,
segundo o mesmo fator, que é improvavel que qualquer uma delas ocorra, de fato, num exper-
imento realista, uma vez que, como Lestrange, Egidi, e Li (2015) afirmam, o valor da forca de
oscilacdo é equivalente a probablidade de ocorréncia da transicao, logo, pertencente aos ex-

tremos do intervalo [0; 1].
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6 Conclusoes

Os resultados demonstram uma maior tendéncia de grupos substituintes de natureza
aromatica a produzirem analogos farmacol6gicos com maior afinidade com a proteina spike
do SARS-CoV-2, entretanto com um sitio diferente do alvo bioldgico. O ligante que mais se
aproximou do local desejado foi obtido por meio da adi¢do de um atomo eletronegativo volu-
moso Br ao acido baloxavir, caracterizando uma energia de afinidade de -8,640 kcal/mol. De
maneira geral, variantes do farmaco baloxavir apresentaram maior afinidade com a proteina
do que os derivados das outras espécies tanto quanto para a menor afinidade global da AM,
média de -7,930 contra -5,581 e -6,067 kcal/mol, quanto em casos de maior afinidade pelo si-
tio especificado, aproximadamente 0,5 kcal/mol menor em todos os casos. Acredita-se que
adicao de grupos com ligacOes rotacionaveis com propensdo a formar tais ligacoes pode ser

favoravel a producdo de variantes com maior chance de sucesso do que as avaliadas.

Uma vez que o melhor resultado da ancoragem molecular, segundo os critérios estab-
elecidos para selecdo, conduziram a uma estrutura que exibiu baixo nivel de ligacdes de
hidrogénio ao longo de 100 ns de trajetéria, Os resultados da TDFDT indicam um baixo nivel
de probabilidade de transferéncia de densidade de carga levando em conta os valores de forca
do oscilador calculados, cuja maior ordem foi de 10, enfatizando a baixa eficiéncia da espé-

cie B-18-1 como antiviral contra a protéina spike do SARS-CoV-2.
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