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INTRODUCCION

La influenza es una infeccion viral aguda de las vias respiratorias, Los virus de influenza A
se presentan a nivel mundial y causan brotes anuales de intensidad variable de
comportamiento endémico, epidémico o pandémico. La mutabilidad y la gran frecuencia
de reordenamiento genético y los cambios antigénicos resultantes en las glucoproteinas
de la superficie viral dificultan el control de virus, evidenciando la necesidad de buscar
nuevas moléculas con actividad antiviral. La molécula llamada nucleozina (nlz), es un
prometedor agente antiviral capaz de inactivar a la nucleoproteina (NP) del virus mediante

la formacién de complejos ligando-proteina.

En este trabajo estudiamos el efecto de la modificacion del sistema de piperazina sobre la
actividad inhibitoria de nucleozina. Mediante técnicas computacionales se estudiaron las
nuevas moléculas propuestas de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas y de
interacciones intermoleculares en el sitio de reconocimiento y, por técnicas de sintesis
organica, se obtuvieron algunos compuestos para su posterior evaluacién bioldgica. Se
realizd un modelo QSAR con Python como lenguaje de programacion para la prediccion de
actividad bioldgica de nuevos analogos de nlz; en este trabajo nos enforcaremos en aquellos
con modificaciones en el sistema central de piperazina de la molécula de nlz. El modelo fue
validado mediante validacién interna con el método de Leave-Many-Out (CV-LMO) y
mediante validacién externa. Para medir la bondad de ajuste del conjunto de datos no
validados se utilizé el coeficiente de determinacién (r?) de valores predichos contra
experimentales con un valor de r?> = 0.90. Los coeficientes de determinacién para las

validaciones interna y externa son, respectivamente, g%cv-umo = 0.60, Y, g%ext = 0.60.

El cdlculo de descriptores moleculares indica la importancia de los dtomos de nitrégeno vy el
nimero de atomos de carbono en el sistema de piperazina, principalmente sus efectos
sobre la lipofilicidad y la solubilidad, siendo los atomos de nitrégeno esenciales para la
biodisponibilidad. Se utilizé el programa MOE para estudiar el modo de unién para el
complejo ligando-proteina, encontrando que la piperazina tiene un efecto conformacional

esencial para interactuar con el sitio activo, por lo que modificaciones en este anillo tienen
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implicaciones importantes en la estabilizacién dentro del sitio de reconocimiento. Se
realizd una nueva estrategia de sintesis para la obtencion de nucleozina y dicha estrategia
se utilizoé para la sintesis de tres analogos estructurales de nlz. Hasta el momento, se han
realizado evaluaciones bioldgicas de sdlo dos de éstos, observando que los cambios de
rigidez en el sistema de nucleozina disminuyen la actividad inhibitoria. Los resultados de la
evaluacién biolégica son concordantes con el modelo de prediccién QSAR construido en

este trabajo de investigacion.
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MARCO TEORICO

El virus de la influenza A es un virus que esta en constantes cambios y al que se le debe
tener extremas precauciones ya que es capaz de causar epidemias a nivel global. Este virus
es capaz de transmitirse entre diferentes especies animales y adaptarse para causar
enfermedades a los seres humanos. La influenza aviar e influenza porcina han sido casos
histéricamente reportados de epidemias a nivel global con diferentes grados de impacto,
tanto a nivel salud, econdmico y social, siendo los afios de la primera guerra mundial
cuando mas impacté al mundo. El 31 de marzo del 2023 se reportd el primer caso de gripe
aviar en humanos en el norte de Chile con la cepa H5N1, en un hombre de 53 afios, tras
detectarse en diferentes especies animales locales, entre ellas lobos marinos y aves de
corral desde diciembre de 2022, sin embargo, no hay evidencia de que se presente
transmision de humano a humano?, y, a la misma fecha, en China se reporté un caso de
infeccién de influenza aviar en humanos con la cepa H3N8.? Los principales antivirales
para el tratamiento de la influenza A son Oseltamivir® y Zanamivir®, Peramivir® y
Laninamivir®, que son inhibidores de la Neuraminidasa’ y Baloxavir Marboxil® que es
inhibidor de la endonucleasa cap-dependiente, o terapias combinatorias de estos.” Sin
embargo, debido a la alta frecuencia de mutaciones el virus de influenza A es capaz de
generar resistencia a estos tratamientos,'” por lo que, es necesario tener presente un
“arsenal quimico” en caso de que en algin momento se requiera desarrollar, con urgencia,

un medicamento contra cepas de Influenza A resistentes.**

Entre los principales enfoques que se proponen para generar terapias contra infecciones
de influenza A, destaca la inhibicion de Neuraminidasa (NA) y de endonucleasa cap-
dependiente, sin embargo, también se propone el uso de inhibidores de Hemaglutinina
(HA),*? asi como el bloqueo de canales idnicos con nuevos compuestos derivados de
amadantano’®. También se ha reportado el uso de sialidasas (como DAS 181)'* que evitan
la infeccion del virus removiendo a los receptores, de los tejidos epiteliales del hospedero,
necesarios para que se dé la union del virus de la influenza A y comience el ciclo viral. Otro

de los blancos terapéuticos propuestos para encontrar nuevas moléculas con propiedades
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antivirales es la nucleoproteina (NP) de influenza A*>; en 2010 se reporté la nucleozina
(nlz), una molécula capaz de formar un complejo con esta proteina y evitar la formacién

de ribonucleoproteina (RNP), inhibiendo asi el ciclo del virus.®

La exploracién y el entendimiento de las relaciones estructura actividad de los compuestos
con actividad antiviral, como nucleozina, es fundamental para encontrar alguna molécula
lider que pueda ser un potencial candidato en la obtencion de algin medicamento. En el
presente marco tedrico haremos una resefia de las técnicas usadas en la ciencia y

tecnologia para poder encontrar este tipo de relaciones.

Quimica medicinal, receptores y ligandos

La Quimica Medicinal es una de las disciplinas de la Quimica que se encarga del
descubrimiento, desarrollo, identificacién y la interpretacion del modo de accién de
compuestos biolégicamente activos a nivel molecular.’” El énfasis estd puesto en el
desarrollo de farmacos, pero el interés de la Quimica Medicinal no se restringe sélo a ese
rubro, sino que incluye todos los compuestos bioactivos de manera general. La Quimica
Medicinal esta también relacionada al estudio, identificacién y sintesis quimica de
compuestos con actividad bioldgica, farmacos, metabolitos, precursores y compuestos

relacionados.

En los sistemas bioldgicos existen macromoléculas que tienen un papel indispensable en el
funcionamiento y la sefalizacion quimica intercelular e intracelular, éstas pueden
encontrarse en la superficie de la célula o en el citoplasma. A las moléculas pequenas
capaces de unirse a estas macromoléculas se les denomina ligandos; la principal funcién de
esta unidn consiste en activar o desactivar a los receptores, activando o desactivando

funciones bioldgicas en los organismos vivos.

Algunos ejemplos de estos ligandos son:
» Hormonas como la testosterona o los estrégenos involucrados en la diferenciaciéon

sexual en los mamiferos.'®
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» Neurotransmisores: compuestos liberados por las neuronas para cumplir sus
funciones de transmision de impulso eléctrico, como la acetilcolina.*®

» Antigenos de superficie bacteriana, moléculas simples como la glucosa.?’

La funcién de los ligandos es diversa y generalmente cumplen funciones especificas de
sefializacion celular en los organismos vivos, actian como verdaderos mensajeros quimicos,
siendo indispensables para la identificacion del medio, la creacidn de la conciencia, la
reproduccion, la diferenciacion sexual, mecanismos de respuesta a situaciones de alerta,
mecanismos de crecimiento y muerte celular, sefializacién del dolor, funcionamiento del
sistema inmune, metabolismo, la obtencidon de energia, y el mecanismo de accién de

farmacos entre muchos otros.

La funcion bioldgica especifica de estos ligandos esta dada por la alta selectividad de los
receptores por los ligandos, es decir los receptores son capaces de reconocer la estructura
de los ligandos en un medio fisioldgico y unirse de manera exclusiva a alguno de ellos,
efectuando o inhibiendo la funcion bioldgica a la que estdn asociados. La interaccion que
ocurre entre estos dos compuestos es conocida como interaccion ligando-receptor. En el
caso de los farmacos estas interacciones ayudan a tratar enfermedades o sus sintomas
asociados, y de manera especifica se conocen como interacciones farmaco-receptor y son
muy estudiadas por la comunidad cientifica ya que tienen consecuencias interesantes en

los organismos vivos.

En la figura 1 se muestra como se ha ido ampliando a través del tiempo el campo de estudio
de la Quimica Medicinal. Los enfoques computacionales hacia el reconocimiento molecular
estdn avanzando de manera veloz debido a la conjuncién de datos experimentales de buena
calidad, el advenimiento de la Quimica Combinatoria, el cribado de alto rendimiento,

recursos informaticos y avances tedricos.’*
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Quimica Bioquimica QSAR Quumic‘a Manejo de datos y
sintética computacional  guimio informaticas

Lipinski y semejanza de
farmacos

Disefio basado en
propiedades

Eficiencia del ligantes y
propiedades optimas

Farmacologia  Fisico- Biologia Biofisica y Cribado de Lib'rena.s y
quimica molecular estructuras 3D alto sintesis
organica de proteinas  rendimiento ~ automatizadas

Figura 1. Evolucién de las tecnologias en quimica medicinal. Imagen tomada y adaptada de Meanwell, N. A. Tactics in
contemporary drug design; 2014; Vol. 9. https://doi.org/10.1007/978-3-642-55041-6.%>

Relaciones estructura actividad cuantitativa (QSAR)

Las relaciones estructura-propiedad cuantitativas QSPR, por sus siglas en inglés
Quantitative Structure Property Relationship, son herramientas utilizadas en diversas areas
de la Quimica para la prediccion de propiedades moleculares por correlacion estructural. El
principal objetivo es encontrar modelos matemdticos (funciones) que describan
propiedades experimentales interesantes de un grupo de moléculas en funcién de otras

propiedades conocidas.

Un modelo es una funcion matematica con diferentes variables independientes, capaz de
describir alguna propiedad atribuida a la estructura, como la conductividad eléctrica y la
actividad bioldgica; se entiende que estas propiedades serdn las variables dependientes.

Con esta herramienta se puede obtener informacion util con fines analiticos y predictivos.

La importancia del modelado de relaciones QSPR en Quimica Medicinal recae en la
prediccidn de actividades bioldgicas con potencial efecto terapéutico. Esto permite también
optimizar la actividad bioldgica de farmacos ya existentes por cambios estructurales que

modifican la afinidad de los ligandos por los blancos bioldgicos.”*> Para este caso en
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especifico, en la Quimica Medicinal, las relaciones QSPR se denominan relaciones
estructura actividad cuantitativa, QSAR por sus siglas en inglés Quantitative Structure
Activity Relationship y son muy utiles en el desarrollo de farmacos. El uso y aplicacién de
modelos QSAR in silico™ para predecir la actividad de farmacos ha aumentado
recientemente en los Ultimos afios.”* Los modelos QSAR han sido usados intensamente en
la Quimica Medicinal’®> para predecir, o descartar, actividades de compuestos para un
blanco especifico y para estudiar propiedades farmacoldgicas como el proceso ADME
(Absorcidén, Distribucién, Metabolismo y Eliminacién),”® asi como la prediccién de
toxicidad?’” de los compuestos con aplicaciones en la agricultura, el desarrollo de
biocidas?® y busqueda de nuevas moléculas, ayuda a realizar cribado virtual,?” asi como la
identificacion de alertas estructurales,” optimizacion de moléculas lider y es una potencial

herramienta para disminuir el uso de animales en experimentacion clinica (Tox21)3!

Algunas de las actividades bioldgicas que comunmente se predicen son: la concentracion
efectiva media (CEsp) de un fdrmaco, su concentracion letal media (CLso) y citotdxica media
(CCsp), o la concentracidon inhibitoria media (Clso) para antibidticos, antivirales o
antifungicos. En estos casos, la actividad biolégica se considera la variable dependiente y
estd en funcidn de una o mas variables independientes que se obtienen a partir de las

propiedades fisicoquimicas.

Las variables independientes del modelo son conocidas como descriptores moleculares, los
cuales son representaciones numéricas de propiedades moleculares calculadas a partir de
estructuras moleculares. Estos valores calculados con distintos programas como
DRAGON,* representan propiedades de la molécula como peso molecular, volumen de
Van der Waals, momento dipolo, nimero de atomos de carbono, refractividad molecular,
numero de anillos aromaticos, coeficientes de particidon, area polar superficial, drea de

superficie hidrofébica, potencial de ionizacidn, energias de HOMO y/o LUMO, etc.

Si se conocen las actividades bioldgicas experimentales de un grupo de moléculas con

estructuras conocidas, se pueden observar ciertas correlaciones con algunas propiedades

in silico: generado por una computadora.
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moleculares integrantes y comienza la parametrizaciéon del modelo. Este tipo de

correlaciones pueden ser lineales, no lineales o discontinuas.

Aprendizaje automatizado para la construccion de
modelos predictivos QSAR

Las metodologias actuales para la generacion de modelos QSAR involucran el uso de
mineria de datos e inteligencia artificial (IA, en inglés Artificial Intelligence),
especificamente, el llamado Aprendizaje Automatizado (ML, por sus siglas en inglés
Machine Learning). Se han recibido diversas definiciones de aprendizaje automatizado.**
Arthur Samuel lo defini6 como “un campo de estudio que brinda a las computadoras la
habilidad de aprender sin ser explicitamente programadas”.** Los algoritmos se entrenan
para realizar tareas y hacer predicciones aprendiendo directamente de los datos.>> De
acuerdo con Ethem Alpaydin, el aprendizaje automatizado es “programar computadoras

para optimizar un criterio de rendimiento usando datos de ejemplo o experiencia pasada”>°

Actualmente, este campo tiene un gran numero de aplicaciones en el desarrollo de la
ciencia y la tecnologia, y especificamente dentro del campo de la Quimica ha sido de
utilidad, para el cdlculo de energias libres de interaccién proteina-ligando, via simulaciones
de Dinamica Molecular, la simulaciéon de dinamicas de deformacion en Ciencias de

Materiales y en la prediccién de reacciones quimicas.®’

El aprendizaje automatizado se clasifica en dos seguiin su enfoque de estudio (figura 2).¢ El
aprendizaje no supervisado utiliza algoritmos para analizar y agrupar conjuntos de datos
no etiquetados. Estos algoritmos descubren patrones ocultos en los datos sin necesidad de
intervencion humana (no estan supervisados). Los modelos de aprendizaje no
supervisados se utilizan para tres tareas principales: agrupacidn, asociacién y reduccion de
la dimensionalidad. Estos métodos moderan la similitud molecular desde los descriptores,

pero no usa los valores de actividad en la derivacion de un modelo.

El Aprendizaje Supervisado se define por el uso de conjuntos de datos etiquetados para
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entrenar o "supervisar" algoritmos que clasifiquen datos (clasificacion) o predigan
resultados de forma precisa (regresidn). La propiedad’ Y se predice con base en ejemplos
conocidos denominados elementos, donde cada elemento i tiene asociada la propiedad
Y(i) y un grupo de k caracteristicas X(i,j), j=1 hasta k. En términos de QSAR, la variable
dependiente Y es una actividad bioldgica (CEsp, Clso o CCso), los elementos son los
compuestos quimicos y las caracteristicas son los descriptores moleculares; en este

enfoque se utiliza la informacion de los descriptores para generar el modelo predictivo.

-

) . Clasificacién
Supervisado .
. Regresion
Tipos de No
aprendizaje supervisado
Aprendizaje
por refuerzo

Figura 2. Tipos de aprendizaje automatizado.

Algoritmos usados en aprendizaje automatizado

Existen diferentes algoritmos de clasificacion y regresidon utilizados en el aprendizaje
automatizado,*’ en la figura 3 se muestra una clasificacion de estos algoritmos de acuerdo

con el tipo de enfoque: lineal o enfoque no lineal.*°

" En inglés se usa el término “endpoint” para referirse a las propiedades que se desean predecir o calcular.
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| Algoritmos I

I Lineal I No Lineal I

Enfoques . Enfoques basados
; basados b en modelos :
1 en instancias - ' '
[Ana]ogizadores ] . l Simbolistasl [Coneccionistasj
5 . D | |
' * E ! Animals Cell body .
E ¢ '. E : M ammals Birds :
Y Y
MLR KNN CART pca-ANN
PLSR rbf-GPR XGBoost DNN
PCR tbf-SVR RF
lineal-GPR
Lineal-SVM

Figura 3. Clasificacion de algoritmos utilizados en aprendizaje automatizado. Adaptado de: Wu, Z; Zhu, M,;
Kang, Y.; Leung, E. L.-H.; Lei, T.; Shen, C.; Jiang, D.; Wang, Z.; Cao, D.; Hou, T. Do We Need Different Machine Learning
Algorithms for QSAR Modeling? A Comprehensive Assessment of 16 Machine Learning Algorithms on 14 QSAR Data Sets.
Brief Bioinform 2021, 22 (4), 1-17. https://doi.org/10.1093/bib/bbaa321

Las aproximaciones mas simples corresponden a los enfoques lineales donde existe una
relacidn lineal entre las caracteristicas de los elementos y la propiedad a determinar. La
técnica de Regresion Lineal Multiple (MLR, por sus siglas en inglés, Multiple Linear
Regression) es el enfoque mds comun en la construccidn de modelos QSAR, genera

ecuaciones predictivas de buena interpretabilidad, que tienen la forma:
Actividad = a(descriptor_1) + B(descriptor 2) + ...y

Para evitar relaciones de insignificancia estadistica uno deberia aplicar las siguientes dos
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reglas:*

Por cada descriptor se utilizan 5 compuestos.
Los descriptores no deberian estar inter-correlacionados: el coeficiente de correlacién

entre los descriptores no deberia ser > 0.5.

Los algoritmos de aprendizaje de maquina con enfoque lineal como MLR y minimos
cuadrados parciales (PLS, por sus siglas en inglés, Partial Least Square) han sido usados
para el desarrollo de modelos con grupos de moléculas relativamente pequenos. Con la
aplicacion de los ensayos HTS (High Throughput Screening, cribado de alto rendimiento en
castellano) en el desarrollo de farmacos, grandes cantidades de datos de actividad han
sido generados, por lo que fue necesario el desarrollo de algoritmos de ML no lineales
para generar nuevos modelos predictivos ADMET y QSAR.** Ejemplos de estos algoritmos
son: k-vecinos mas cercanos (kNN, k-Nearest Neighbors en inglés), Bosque Aleatorio (RF,
Random Forest), Maquinas de Soporte Vectorial (SVM, Support Vector Machine) y Redes

Neuronales Artificiales (ANN, Artificial Neural Network).

Entre otros algoritmos lineales utilizados en la generacion de modelos QSAR se encuentran
Regresor con Minimos Cuadrados Parciales (PLSR, Partial Least Squared Regressor, en
inglés), Regresor con Componentes Principales(PCR, Principal Component Regressor, en
inglés) y algunos mas recientes como Regresor Lineal de Procesos Gaussianos (Linear-GPR,
Linear Gaussian Process Regressor, en inglés) y Maquinas de Soporte Vectorial Lineales
(Linear-SVM, Linear Support Vector Machine, por sus siglas en inglés).** En la practica son

mas utilizados los enfoques no lineales que pueden ser divididos en dos:*

» Enfoques basados en instancias: realizan predicciones por comparacién de nuevos
puntos de datos con aquellos que estan incluidos en el grupo de datos usados para

entrenar al modelo (grupo de entrenamiento).

» Enfoques basados en modelos: realizan las predicciones confiando en un modelo

definido por un conjunto de pardmetros que se infirieron durante el entrenamiento.

En los enfoques basados en instancias la clave del aprendizaje es reconocer la similitud

M. en C. Erick Alberto Correa Padilla 12



UNAM-PCQ

entre las moléculas y con ello sugerir propiedades de moléculas similares. Si dos moléculas
tienen caracteristicas moleculares similares, aquellas pueden tener similares perfiles
fisicoquimicos y bioldgicos similares. Este grupo incluye algoritmos como KNN y aquellos
basados en el uso de kernel como rbf-GPR (radial basis function - Gaussian Process
Regressor, por sus siglas en inglés) and rbf-SVM (radial basis function — Support Vector

Machine).

Figura 4. Representacion del algoritmo KNN.

El algoritmo KNN basa su prediccion de actividad de un compuesto de prueba sobre su
vecindad, a un cierto nimero (k) de compuestos vecinos mas cercanos, en un espacio
descriptor multivariado. En una serie de compuestos con actividad biolédgica conocida, se
puede utilizar el algoritmo KNN para realizar prediccion de valores de actividad bioldgica
mediante regresién; en este caso si k = 3, el valor de actividad bioldgica del compuesto
desconocido serd predicho como el promedio de la actividad biolégica de los tres
elementos conocidos, mas cercanos a un compuesto desconocido del que se desea
predecir sus propiedades en el espacio descriptor como se muestra en la figura 4. Las
Maquinas de Soporte Vectorial (SVMs, Support Vectorial Machines) fueron originalmente
disefadas como un método de clasificacion utilizando avances matemadticos para
posicionar un hiperplano para definir y separar dos o mas clases, Vapnik* extendid el

algoritmo para regresion por el uso de una funcién de perdida insensible (¢). Este enfoque
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se ha convertido muy popular en estudios QSAR.

[}

Figura 5. Representacion del algoritmo SVR.

Utilizando los patrones de entrenamiento, el regresor SVM genera un modelo
representando como un tubo con radio ¢ ajustado a los datos. El tubo de regresién esta
bordeado por los hiperplanos denotados con +& y —& como se muestra en la figura 5. Los
patrones situados entre esos hiperplanos tienen una residual (valor absoluto para la
diferencia entre valores calculados y experimentales) menor a €, y en la regresién por SVM
el error de esos patrones es considerado cero, y ellos no contribuyen a la penalizacién
general. Los valores que se encuentran fuera del tubo de regresion tienen una residual mas
grande que € y por lo tanto ellos tienen un valor de penalizacién diferente de cero; la
penalizacidon para cada punto es proporcional a la distancia (§) al borde del tubo de

regresion.

Los algoritmos de arbol de decision se utilizan en clasificacion y regresion a través de la
construccion de mufiones de decision; cada nodo interno del arbol representa una
condicidn. Los arboles de decisién dividen recursivamente a los elementos del grupo de
entrenamiento con particiones binarias utilizando un grupo de reglas que maximizan la

separacidn de elementos, como se muestra en la figura 6, y cuentan con un mecanismo de
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poda para mantener la altura minima del arbol evitando el sobreajuste. Cada hoja denota
la funcion de regresion a utilizar, los coeficientes de esta funcidon de regresion seran las

caracteristicas que guiaron el camino hacia esa hoja.
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Figura 6. Representacion del algoritmo de arbol de decision.

En cada iteracion del método, se evallan diferentes particiones (evaluando todo el
conjunto de datos) y se elige la mejor. La divisién de los datos genera como salida del
método una estructura de arbol, donde cada nodo representa una de las variables de
entrada (descriptor). Cada hoja del arbol representa un valor de la variable de destino. Es
decir, el valor pronosticado de la variable de destino se obtiene por el camino recorrido

desde la raiz hasta una hoja del arbol. “°

El algoritmo de bosque aleatorio (RF, Random Forest en inglés) operan mediante la
construccién de una multitud de drboles de decision en el momento del entrenamiento.*’
El "bosque" hace referencia a una coleccién de arboles de decision no correlacionados,

que luego se fusionan para reducir la varianza y crear predicciones de datos mas precisas.
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Este conjunto arbitrario de arboles de decision independientes se prueba en conjuntos de
datos aleatorios que tienen el mismo numero de variables seleccionadas al azar, sin
realizar ninguna poda. Para las tareas de regresion se devuelve la prediccién promedio de
los darboles individuales. Los bosques de decisién aleatorios corrigen el hdbito de los

arboles de decision de sobreajustarse a su conjunto de entrenamiento.

Validacion del modelo

Una vez que el modelo se desarrolla es necesario saber si éste es estadisticamente relevante,
la guia de la OCDE enfatiza la validacion estadistica de modelos en términos de bondad de

ajuste, robustez y prediccion. “®

La calidad de un modelo QSAR puede ser caracterizado estadisticamente por el calculo de
diversos pardmetros de calidad y de validacién. El propdsito de tener diferentes parametros
es juzgar la precision de la prediccion, es decir, la determinacion de valores cercanos entre
valores experimentales y valores predichos por el modelo. La bondad de ajuste se mide por
el célculo de métricas como el coeficiente de determinacién (r?) o de correlacién (r) usando
el grupo de entrenamiento, es decir, el grupo de datos que se usd para desarrollar el
modelo. La robustez se refiere a la estabilidad cuando se realiza una perturbacion al
modelo, es decir, la eliminacién de datos del grupo de entrenamiento y el redesarrollo del
modelo. La prediccidn externa se refiere a la calidad predictiva obtenida por usar un grupo
de compuestos quimicos que no se utilizaron durante el desarrollo del modelo. Las métricas
de validacién interna incluyen coeficientes de determinacién (r?), de técnicas Leave-One-
Out (q%cv-L00) ¥ Leave-Many-Out (g%cv-mo), asi como la prueba de Y-Aleatorizacion (Y-
scrambling, en inglés), mientras que la validacidn externa incluye coeficientes (g2ext). Se
pueden usar otras métricas como el error absoluto promedio (MAE, Mean Absolute Error)

para checar la calidad y eficiencia de los modelos desarrollados.*’
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Dominio de Aplicabilidad

La predictibilidad de un modelo QSAR es enmarcada por la naturaleza de las moléculas en
el grupo de entrenamiento. El dominio de aplicabilidad es la delimitacién cuantitativa del
espacio quimico donde las predicciones son confiables. En este trabajo el dominio de
aplicabilidad es definido usando el método del apalancamiento. Los valores del
apalancamiento, h;, son calculados usando la siguiente relacién donde X es la matriz de
descriptores del modelo y X" es la matriz transpuesta, del grupo de entrenamiento y x; es

el vector de descriptores para una molécula de consulta y x';es el vector transpuesto.’
h,': XT,' (XTX)'1X,'

Basicamente, los valores de apalancamiento para cada compuesto son proporcionales a la
distancia desde el espacio experimental del modelo (que es el centroide del grupo de
entrenamiento). Es adecuado para evaluar explicitamente el grado de influencia que tiene
un compuesto en particular sobre el grupo de entrenamiento. Los compuestos de bajo
apalancamiento tienen menor influencia a la hora de construir el modelo, mientras que los
compuestos de alto apalancamiento reforzarian el modelo, aumentando el espacio
quimico cubierto por el modelo. Los compuestos por encima del umbral* hpmax estan lejos
del espacio quimico explorado y, por la tanto, la actividad biolégica calculada no serd

confiable. °*

Los resultados son representados en una grafica de Williams (apalancamiento contra
residuales estandarizadas), donde los puntos que salen del dominio de aplicabilidad
pueden ser detectados visualmente. La grafica de Williams es una representacién del
espacio quimico abarcado por el modelo. El diagrama de Williams de Gissi et al.”” muestra
que los dos compuestos del grupo de prueba caracterizados por los mas largos residuales,
también tienen valores de h mayores a hmax, €s decir, los puntos con las etiquetas 496 y

472 enla figura 7.°3

* hmex= 3p/n; donde p nimero de caracteristicas y n el nimero de molécula del grupo de entrenamiento.
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Figura 7. Ejemplo de DA basado en apalancamiento para un modelo de prediccion del factor de bioconcentracion. Los
valores de apalancamiento calculados a partir de nueve descriptores del modelo para los compuestos del grupo de
entrenamiento (rombos blancos) se trazan hacia los residuos estandarizados correspondientes. Los productos quimicos
incluidos en dos conjuntos de validacién diferentes (cuadrados y triangulos grises) que violan el umbral hp,q se marcan
como fuera del dominio de aplicacién.”” Tomada y adaptada de Gissi, A.; Gadaleta, D.; Floris, M.; Olla, S., Carotti; A.,
Novellino, E.; Benfenati, E.; Nicolotti, O. An alternative QSAR-based approach for predicting the bioconcentration factor
for regulatory purposes. ALTEX - Alternatives to animal experimentation 2014, 31(1), 23-36.
https://doi.org/10.14573/altex.1305221.

Acoplamiento molecular

La técnica de acoplamiento molecular (docking en inglés) es una simulacion computacional
util para estudiar el modo de unién, y sus energias asociadas®, entre un ligando y un sitio
activo de algun receptor bioldgico. La técnica consiste en colocar el ligando en diferentes
orientaciones y conformaciones dentro del sitio de unién para calcular geometrias y

energias de union optimas ayudando a predecir la posicién y orientacion ideales, y la

$ Energia que no tiene significado fisicoquimico, salvo para asignar una jerarquia.
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afinidad dentro del sitio de reconocimiento.>* Las poses finales de mayor puntaje (S, Score
en inglés), junto con sus puntajes y energias de conformacién, se escriben en una base de

datos donde estdn listas para un analisis posterior.>®

Es una herramienta importante en el disefio de farmacos debido a que permite predecir
sitios de enlace de ligandos en receptores, elucidar el mecanismo de reconocimiento
molecular y realizar cribado de grupos de ligandos por simulacién virtual de procesos
espontaneos,”® lo que contribuye a elucidar mecanismos de acciéon de farmacos y

disminuir costos en la reduccién de experimentos.

La informacién del receptor, que suelen ser proteinas, se suele obtener por combinacion de
técnicas de biologia molecular, de difraccion de rayos X y de resonancia magnética nuclear
(RMN) y se suele depositar en el Protein Data Bank (PDB, Banco de Datos de Proteinas en

castellano).

Existen tres tipos de acoplamiento molecular: rigido, semiflexible y flexible®’, en el
acoplamiento molecular rigido la conformacién del sistema de acoplamiento molecular, es
decir receptor y ligando, permanecen inalterados, es adecuado para sistemas grandes
como interacciones proteina-proteina y proteina acido nucleico. Ademas, el acoplamiento
molecular rigido no requiere de mucho calculo, haciéndolo el método mas simple de

realizar.

Durante el proceso de acoplamiento molecular semiflexible, la conformacion del receptor
permanece sin cambios, mientras que la conformacién del ligando es alterada. Este
sistema toma en cuenta la influencia de cambios estructurales en el ligando y es adecuado
para el acoplamiento molecular de pequefias moléculas y macromoléculas, como

proteinas o acidos nucleicos.

Durante el proceso de acoplamiento molecular flexible, el procedimiento permite a las
conformaciones del sistema, receptor y ligando, ser modificados a lo largo de Ia
simulacién. Esto complica en gran medida el calculo computacional, pero ayuda a realizar

calculos mas precisos.>®
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La técnica de acoplamiento molecular es una técnica que se ha implementado desde los
afios 70’s con el grupo de investigacién de Levinthal,>® quien usé esta técnica
computacional para predecir las posibles conformaciones de las fibras de hemoglobina. En
1982 surgié DOCK, el primer programa para realizar simulaciones y hasta 2016 habia mas
de 60 diferentes programas computacionales para realizar este tipo de estudios entre los
que destacan AutoDock, Autodock Vina, ICM, GOLD, MOE, Schrodinger/Maestro, FlexX,
Surflex y Affintiy.° A pesar de la gran variedad de programas especiales para realizar
estudios de acoplamiento molecular, ain quedan muchos problemas sin resolver como el
tratamiento adecuado para la flexibilidad de una proteina, la solvatacion y la prediccion

precisa de la prediccion de las afinidades de enlace.®*

La aplicacion Dock de MOE®? busca modos de unién favorables entre ligandos pequefios a
medianos y un objetivo macromolecular no demasiado flexible, generalmente una
proteina. Para cada ligando se generan y puntuan varias configuraciones llamadas poses.
El flujo de trabajo de Dock comienza con un receptor y ligando preparados cargados en

MOE. El algoritmo se divide en etapas, como se ilustra en la figura 8.

Preparacion del receptor .
P : P Fuente de ligantes

Protonacion 3D :
Explorador de rotdmeros i
1

1

Colocacion
Puntuacion

|
Refinamiento
Puntuacion 2

Base de datos de
| Ligantes dockeados

Figura 8. Flujo de trabajo en MOE 2019.
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Influenza

Se conocen tres tipos inmunoldgicos de virus designados A, B y C. La influenza tipo A posee
una gran variabilidad antigénica y es la causa de la mayor parte de los casos de epidemias
de influenza. La influenza tipo B puede mostrar cambios antigénicos y a veces es causa de
epidemias. La influenza tipo C es antigénicamente mas estable y en individuos
inmunocompetentes sélo es causa de enfermedad leve. Las particulas virales de la
influenza, por lo general, son esféricas y de 100nm de didmetro aproximadamente. Los
genomas del RNA de cadena sencilla, de sentido negativo de los virus de la influenza Ay B
poseen ocho segmentos separados. Las particulas del virus de la influenza contienen

nueve proteinas estructurales diferentes como se muestra en la figura 9.

ARN-polimerasa
(Complejo formado por
PA, PB1y PB2)
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Nucleoproteina (NP)

Figura 9. Estructura del virus de la influenza. Tomada de internet y adaptada al castellano; busqueda en
Google (acceso 06-04-2023. https://www.virology.ws/2009/04/30/structure-of-influenza-virus/)

La Nucleoproteina (NP) se reune con el ARN viral para formar una estructura de
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ribonucleoproteina (RNP) de 9 nm de diametro que asume una configuracién helicoidal y
forma la nucleocapside viral. Tres grandes proteinas (PB1, PB2 y PA) se unen a la RNP viral
y se encargan de la trascripciéon y replicacion del ARN. La proteina de la matriz (M), que
forma una capa por debajo de la cubierta lipidica del virus, es importante en la morfogénesis

de la particula y es un componente principal del virién (casi 40 % de la proteina viral).

La particula viral esta rodeada por una cubierta lipidica derivada de las células. Dos
glucoproteinas codificadas por el virus, la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA), se
introducen en la cubierta y quedan expuestas como espigas de casi 10 nm de longitud sobre
la superficie de la particula. Estas dos glucoproteinas de superficie son los antigenos
importantes que determinan la variacién antigénica de los virus de la influenza y la
inmunidad del huésped. La HA representa casi 25 % de la proteina viral y la NA cerca del 5
%. La proteina del canal iénico M2 y la Proteina NS2 también se encuentran en la cubierta,

pero solo en unas pocas copias por particula.®

La infeccion viral se inicia con el enlace de la HA a un receptor de membrana que contienen
residuos terminales de acido neuraminico. El virus se internaliza en un endosoma y
posteriormente, las ribonucleoproteinas se liberan en el citoplasma. Subsecuentemente,
estas pasan por los poros nucleares al nucleo para la transcripcién (sintesis de ARN
mensajero viral) y la replicacion que son mediadas por la ARN polimerasa viral. La sintesis
de las proteinas virales la lleva a cabo la célula. Los componentes proteicos necesarios para
la formacién de las ribonucleoproteinas y la nucleocapside se exportan al nucleo celular.
Las proteinas virales de la envoltura se transportan y modifican en el aparato de Golgi para
finalmente ser insertadas en la membrana celular. El ensamblaje final de la particula viral

es un proceso no bien comprendido. La liberacidn de la particula viral produce lisis celular.

La influenza se transmite de persona a persona mediante gotas de saliva producidas al toser
o estornudar, al ser inhaladas depositan un indculo infeccioso en el epitelio de las vias
respiratorias, o bien por contacto con manos o superficies contaminadas. Una vez que los
virus se han implantado en el epitelio de las vias respiratorias comienzan a replicarse y

diseminarse en el tracto respiratorio, causando la descamacién de las células ciliadas y de
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las células secretoras de moco. La multiplicacidn viral lleva a la lisis de estas células con la

liberacidon de antigenos virales que atraen a macréfagos y a linfocitos.

El virus de la influenza tipo A también se puede encontrar en cerdos, caballos, aves silvestres
y aves de corral.®* Es posible que el virus de la influenza se pueda transmitir entre diferentes
especies, dando lugar a recombinaciones genéticas. Por la alta demanda de estos animales
en la alimentacion, grandes poblaciones se juntan en pequefios espacios dando lugar a
transmisiones en las que el hombre puede estar involucrado dando origen a hibridos
virales con potencial de diseminacion global y, probablemente, con elevada patogenicidad

por la ausencia de inmunidad previa en las poblaciones humanas (figura 10).%°

Figura 10. Eventos de recombinacion genética entre aves cerdos y humanos, probable mecanismo de génesis
del virus AHIN1 de la influenza en 2009. Tomado de: Franco-Paredes C, Rio C, Peter Carrasco P, et al.
Respuesta en México al actual brote de influenza AH1N1. salud publica mex. 2009, 51(3), 183-186.

Las pandemias mas importantes ocasionadas por el virus de la influenza A en los ultimos

dos siglos han sido la influenza espafiola (1918-1919)™, la influenza asiatica (1957-1958),
la influenza de Hong Kong (1968-1969) y México en 2009, ocasionada por AH1N1.°° (figura

* %
Cabe mencionar que la pandemia de 1918, que se presentd al final de la primera guerra mundial, ocasioné mas

muertes que la guerra misma (mas de 20 millones). Sin embargo, no fue sino 15 afios después cuando se logré el primer

aislamiento de virus de influenza tipo A, en 1936 el del tipo B y hasta 1950 el aislamiento del tipo C.
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11). En México se registran casos de influenza estacional cada afio, causados generalmente
por el virus de la influenza AH3N2 e influenza B, pero en 2009 se presenté en México una

pandemia provocada por el virus de la influenza porcina AHIN1.%’

El 21 de abril de 2009 una publicacién dio a conocer dos casos de infeccion respiratoria
aguda, de pacientes provenientes de California, ocasionados por un nuevo tipo de influenza
A negativo a los subtipos conocidos HIN1 (estacional), H3N2 y H5N1. El 17 de abril de ese
afio en Atlanta, E.U.A. se determind que se trataba de un nuevo virus de origen porcino,
resistente a amantadina y rimantadina y con dos genes de linaje euroasiatico. Se trataba
con una recombinacidn entre cepas de influenza aviar y cepas de influenza humana,

teniendo al cerdo como huésped intermediario.

Influenza Espanola
1918

Iinfluenza de Hong Kong

1968

Influenza Asiatica
1857

Influenza AH1N1
2008

3m 1m 16 mil

* Actualizacion del 15 de Febrero de 2010

Figura 11. Comparacién de la mortalidad de algunas pandemias de influenza (m representa millones).
Tomado de: Lopez Cervantes M, Garcia Moreno J, Pacheco Dominguez RL, Escamilla Santiago RA, Villanueva
Lozano M. La influenza A/HIN1 2009. Una crénica de la primera pandemia del siglo XXi. Revista Digital
Universitaria 2010, 11(4).

El 23 de abril de ese afio se da a conocer la noticia de que el mismo virus, habia sido
encontrado en muestras de pacientes mexicanos, procesadas en los laboratorios de
Winnipeg en Canada. Ademas, se habian registrado al menos 20 muertes en pacientes
atendidos en hospitales mexicanos con cuadros clinicos de neumonia viral. Con base en esta

informacién se decidié el cierre inmediato de escuelas publicas y privadas en todos los
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niveles educativos, y se implementaron diversas medidas para propiciar el aislamiento
social. El virus se disemind rapidamente en E.U.A., Canada y cruzd los océanos Atlantico y

Pacifico para llegar a Espafia, Inglaterra y Nueva Zelanda.®®

La letalidad de la enfermedad, tan temida en un inicio, resultd ser selectiva (sdlo afecta
personas con enfermedades subyacentes) y tan pequefia como la influenza estacional. Gran
parte de la poblacion mundial fue infectada, pero desarrollé inmunidad. El 3 de junio de
2009 se informa por la OMS la confirmacién de 19 273 casos de influenza A humana HIN1

2009 en 66 paises.

El 9 de enero del 2023, se notificd a la OMS una infeccién humana por el virus de la gripe
aviar A(H5). Se trata del primer caso notificado de infeccién humana causada por el virus
de la gripe aviar A(H5) en la region de América Latina y el Caribe. La persona afectada es
una nifia de nueve afios residente en una zona rural de la provincia de Bolivar (Ecuador),
guien estuvo en contacto con aves de corral domésticas que habian sido adquiridas una

semana antes de que le aparecieran los sintomas.®’

Existen dos medidas disponibles que pueden reducir el impacto de influenza. La
quimioprofilaxis que depende de farmacos y la inmunoprofilaxis que emplea vacunas.’®
Actualmente el tratamiento incluye medicamentos antivirales, que reducen la intensidad
de los sintomas, si son administradas dentro de las primeras 48 horas de iniciada la
infeccion. Para contrarrestar las molestias de la influenza existen diversos medicamentos

paliativos como el ibuprofeno para el dolor muscular, el acetaminofén para la fiebre y la

aspirina que mejora el estado general de los pacientes.

Hasta 2011 habia solo dos tipos de antivirales especificos que eran utilizados en la practica
médica contra la influenza. Ellos eran los derivados de Amantadina que obstruyen el
conducto de la proteina M2 vy los inhibidores de Neuramidasa: Zanamivir (Renerva) y
Oseltamivir (Tamiflu). Existe alta preocupacion por la resistencia a estos tratamientos. Por
ello es la busqueda de nuevos tratamientos.’* Ante casos de influenza de origen AH1IN1, se
ofrecen a nivel institucional Oseltamivir (Tamiflu) o Zanamivir (Renerva), sus estructuras se

muestran en la figura 12.
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Figura 12. Estructuras de los principales antivirales contra influenza.

Las futuras investigaciones en antivirales son necesarias para minimizar emergencias
resultantes por cepas de virus resistentes a farmacos, reducir toxicidad de los farmacos
existentes, disefiar antivirales con mayor especificidad basados en conocimientos
moleculares dentro de los blancos virales, y el descubrimiento de nuevos antivirales contra
virus ante los que no existe algln tratamiento. ’? Los estudios de virologia molecular estan
avanzando en la identificacion de funciones virales especificas que pueden surgir como
blancos para terapias antivirales. Las fases de replicacidn viral en las que se suelen enfocar
para el desarrollo de farmacos y terapias incluyen la unidn entre el virus y la célula
huésped, liberacion del genoma viral, sintesis de acidos nucleicos virales, traduccion de

proteinas virales, ensamblaje y liberacion de particulas virales.”*

Entre los principales enfoques para el desarrollo de nuevos antivirales contra influenza A
se proponen la inhibicidn, ya mencionada, de Neuraminidasa (NA) y de endonucleasa cap-
dependiente, sin embargo, también se propone el uso de inhibidores de Hemaglutinina
(HA),”* asi como el bloqueo de canales idnicos con nuevos compuestos derivados de
amadantano’>. También se ha reportado el uso de sialidasas (como DAS 181)’° que evitan
la infeccidn del virus removiendo, de los tejidos epiteliales del hospedero, a los receptores

necesarios para que se dé la union del virus de la influenza A y comience el ciclo viral.
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Nucleoproteina de influenza A

Nonamero

T~.__ deNP
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o

Trimero de
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Figura 13. Estructura de la ribonucleproteina (RNP). Tomado y adaptado de: Cianci, C.; Gerritz, S. W.; Deminie, C.; Krystal,
M. Review Influenza Nucleoprotein : Promising Target for Antiviral Chemotherapy. Antiviral Chemistry & Chemotherapy
2013, 91, 77-91. https://doi.org/doi:10.3851/IMP2235.

La nucleoproteina (NP) es un objetivo atractivo para el tratamiento de la influenza debido
a que es la proteina expresada mds abundante durante el ciclo de la infeccion del virus de
la influenza con multiples funcionalidades.’’ Es fundamental para la sintesis del vARN, la
exportacion nuclear de las ribonucloeproteinas (RNP), trafico citoplasmatico y el ensamble
viral. La NP esta presente en la forma activa del virus en forma de RNP: nueve unidades de
NP se unen al ARN viral junto a las proteinas PA, PB1 y PB2 para formar la estructura de

RNP como se muestra en la figura 13.78

En la figura 14 se muestra la estructura de Rayos X de la NP, la cual fue caracterizada por Ye
et al.”’ Se pueden observar tres dominios principales: cabeza, cuerpo y cola con sus
residuos participantes y un surco de union del ARN viral (ARNv) entre los dominios cabeza
y el bucle de cola. Este ultimo surco se muestra en la figura 15 y en la figura 16, y esta
caracterizado por un residuo Y148, rodeado de los residuos basicos de arginina, el cual se
cree que tiene interaccién con las nucleobases del RNA viral y puede ser usado como
plataforma para el disefio de inhibidores de NP. El bucle de cola tiene una conformacién
extendida e interactia con las moléculas vecinas, y es fundamental para la auto
oligomerizacién de NP, a través de diversos tipos de interacciones intermoleculares (figura

16) incluyendo las interacciones intermoleculares de las hojas B (por ejemplo, B7 con 8;
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B6 con B4), interacciones hidrofdbicas (por ejemplo, P453 (A) con F420 (B)) y formacion de
puentes salinos (E 339 (A) con R416 (B)).

Cabeza: 150-272, 438-452.

Cuerpo: 21-149,
273-396, 453-489.

Cuerpo — £, § 1 Enle

Bucle de cola: 402-428

Fondo

Figura 14. Estructura de NP (cédigo PDB: 2IQH). Tomado de Ye, Q.; Krug, R. M.; Tao, Y. J. The Mechanism by
Which Influenza A Virus Nucleoprotein Forms Oligomers and Binds RNA. Nature 2006, 444 (7122), 1078—
1082. https://doi.org/10.1038/nature05379.

Actualmente existen diversos ligandos dirigidos a la nucleoproteina. Los mas estudiados
son nucleozina, los derivados de naproxeno®’, RK424%!, algunos tiazoles 2,4-
disustituidos®’, PPQ-581'°" y S119%° por mencionar algunos. La NP no tiene ninguna
contraparte en las células, por lo que se puede usar a esta proteina como objetivo

terapéutico con alta especificidad.
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Figura 15. Surco de unién del ARN a NP. a) un mondmero de NP y sus correspondientes residuos Y148
principalmente. b) se muestra el surco de unién del ARN en el trimero de NP. Tomado de Ye, Q.; Krug, R. M.;
Tao, Y. J. The Mechanism by Which Influenza A Virus Nucleoprotein Forms Oligomers and Binds RNA. Nature
2006, 444 (7122), 1078-1082. https://doi.org/10.1038/nature05379.
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Figura 16. a) el trimero de NP formado por los tres mondmeros A, By C. A en verde, B en rojoy C en
amarillo. b) El trimero se genera por las interacciones entre los bucles de cola de los mondémeros de NP.
Tomado de Ye, Q.; Krug, R. M.; Tao, Y. J. The Mechanism by Which Influenza A Virus Nucleoprotein Forms
Oligomers and Binds RNA. Nature 2006, 444 (7122), 1078-1082. https://doi.org/10.1038/nature05379.

Nucleozina (nlz)

Desde 2010 se han publicado una serie de amidas derivadas de piperazina con actividad
sobre NP, el compuesto hit™ fue denominado nucleozina (nlz) [4-(2-cloro-4-
nitrofenil)piperazin-1-il]-(5-metil-3-fenil-1,2-oxazol-4-i)metanona y fue reportado por R.
Kaoy col. 16%¢

O,N

nucleozina (nlz)

En la tabla 1 se muestran la concentracion efectiva media (CEso) de la nucleozina fue

™" Referente a la frase ”Hit to Lead” un enfoque de la quimica medicinal que se refiere al proceso de llegar a
un compuesto lider (con propiedades prometedoras para ser fadrmaco) partiendo de un conjunto de hits.
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evaluada para distintos virus de Influenza mediante PRA (Plague Reduction Assay),
mientras que en la figura 17 se muestra la eficacia, en comparacion con el Oseltamivir. El
compuesto tiene una concentracién toxica media > 250 uM lo que sugiere una amplia
ventana terapéutica.

Tabla 1. Concentracion Efectiva Media (CEso) de la nucleozina evaluada para diferentes virus de influenza. Tomada y
adaptada de Kao, R. Y.; Yang, D.; Lau, L. S.; Tsui, W. H. W.; Hu, L.; Dai, J.; Chan, M. P.; Chan, C. M.; Wang, P.; Zheng, B. J.;

Sun, J.; Huang, J. D.; Madar, J.; Chen, G.; Chen, H.; Guan, Y.; Yuen, K. Y. Identification of Influenza A Nucleoprotein as an
Antiviral Target. Nat Biotechnol 2010, 28 (6), 600-605. https://doi.org/10.1038/nbt.1638.

Virus Clso (LM)
A/WSN/33 0.069 = 0.003
H3N2 0.16 £0.01
Vietnam/1194/04 (H5N1) 0.33+0.04
120 -
¥

UFP relativoa 100 - @® HIN1(A/WSN/33) con nucleozina

los controlesen
la ausencia de
compuesto (%) 80

O H3N2 (clinicamente dislado) con
nucleozina

60 ¥ H5N1 (A/Vietnam/1994/04)con
nucleozina
40+ YV HIN1 (A/WSN/33) con oseltamivir
20
0

0.01 0.1 1 10 100

Concentracionde compuestos (uM)

Figura 17. Nucleozina es efectiva contra los virus de influenza humana H1N1, H3N2, y H5N1. Las células MDCK fueron
infectadas con diferentes cepas de virus y las actividades antivirales fueron determinados por PRA. Tomada y adaptada
de Kao, R. Y.; Yang, D.; Lau, L. S.; Tsui, W. H. W.; Hu, L.; Dai, J.; Chan, M. P.; Chan, C. M.; Wang, P.; Zheng, B. J.; Sun, J.;
Huang, J. D.; Madar, J.; Chen, G.; Chen, H.; Guan, Y.; Yuen, K. Y. Identification of Influenza A Nucleoprotein as an Antiviral
Target. Nat Biotechnol 2010, 28 (6), 600-605. https://doi.org/10.1038/nbt.1638.
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Estructura de la nlz y sus derivados

En la siguiente seccién se describiran las principales modificaciones realizadas a la
molécula de nucleozina. Las estructuras son reportadas en cddigo SMILES junto con las
actividades bioldgicas (Clso) la seccion de metodologia (en la tabla 12); las Clso estan
reportadas en unidades de concentracion micromolar (LM) y transformadas al -log (ICsp) =
plCso. Algunos de los inhibidores derivados de nucleozina corresponden a un esqueleto
base que se muestra en la figura 18. Para el caso de la nucleozina (nlz) Ri= -Cl, Ra= -NO,
R3= -CHs, Ra=Rs=Rs=R7=-H, Z= N, Y= N y X= C. Para el caso del compuesto 3 reportado por
Gerritz et al.?* (en este trabajo nos referiremos a este compuesto con el nombre Gerritz 3)

R1= -C|, R2= -NOz, R3= -CH3, R4= -OCH3, R5=R5=R7= -H, /= N, Y=N \ X=C.

Figura 18. Esqueleto principal de los antivirales derivados de nucleozina.

O,N

Gerritz 3

Se han sintetizado analogos donde W=S, esa modificacion mejora la biodisponibilidad del

antiviral en ensayos realizados con Influenza A/Texas/91 (H1N1).%°

La mayor actividad se ha mostrado en aquellos inhibidores donde A tiene los sustituyentes
Ri= -Cl y R= -NO,. La sustitucion de R; por sustituyentes con grupos electrodonadores

como el -OCHjs disminuye significativamente la actividad bioldgica, asi como la ausencia de
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sustituyentes en R.%°“ *° La presencia de un grupo pirrolidina en Rz (Su 7, 0131) da buenos

resultados contra la cepa A/Cal/07/2009 H1N1.'®°

El anillo B se representa como un anillo de piperazina donde al &tomo de nitrégeno de la
amida le corresponde la posicién 1 (figura 18). Los casos reportados con modificaciones en
éste sistema central incluyen analogos con la presencia de grupos metilo en Rs (Kao 8 y Su
2)'%Pc y sustituciones de la piperazina por anillos de 1,4-diazepane, como el compuesto 3t
reportado por Cheng et al.2%, y por anillos de piperidina como los compuestos a y b

reportados por Pei et al.?’

N 0]
/\ | N Cheng 3t

| N /
Cl

o,N
Kao 8 \@\G
O .
| N/\ , /N Pei a
Su 2 (4332) \@\G
Pei b \g%

En mis estudios de maestria realicé la sintesis de dos andlogos de nucleozina que
incorporan el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH)®® como se muestra en

la figura 19. No se cuenta con valor de Clso para estos analogos.
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(1S,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano
DBH

R=-CI, -H

Figura 19. Andlogo de nlz con sustitucién en el anillo de piperazina.

El anillo C es un anillo heteroaromatico, al cual se le han realizado diversas sustituciones
tanto en las respectivas posiciones como en los atomos que conforman el anillo. En cuanto
a los sustituyentes, son dos principales, uno en R3 y otro que suele ser un anillo fenilo (D).
El sustituyente mas comun en Rj3 suele ser -CHs, el cual, al remplazarlo por -H o -Et se
observa una disminucién en la actividad. Se ha sustituido el anillo C por diferentes
bioisdsteros, encontrando, que los analogo donde X =Y = Z = N son buenos candidatos
para mejorar la actividad antiviral, el ejemplo mas activo es el compuesto 3b reportado
por Cheng et al.’® Lamentablemente estos andlogos presentaron una farmacocinética
pobre en ratones debido a la inestabilidad metabdlica; el andlogo 5 reportado por Gerritz

et al.>* mostrd ser mas estable.

OoN
N N
REP
O
Cheng 3b
O5N
N “N-N
I @ \\N
ONG

Gerritz 5
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En el anillo D también se han realizado sustituciones, encontrando que las mejores
sustituyentes son los grupos metoxilo (-OCHs) en las posiciones Ra, Rs y R7. La sustitucidon
del metoxilo en Rg, estd involucrada en mejorar la solubilidad. Los ligandos en la posicién 5,
presentaron poco aporte en la actividad. Otro sustituyente que presentd actividad es el -Cl
principalmente en Ra y Ry. La presencia de un grupo -Cl en R4 da buenos resultados contra
la cepa A/Cal/07/2009 HIN1.*" La sustitucién del fenilo D por uno de 2-cloro-3-piridinilo

(Gerritz 4) también esta relacionado con mejorar la solubilidad acuosa.

OoN
N O
I K/)\l / /N
Cl
. 7
Gerritz 4 — N

También se ha remplazado el anillo C por fenilos sustituidos obteniendo un esqueleto
como el que se muestra en la figura 20. Se demostrd que las sustituciones en las
posiciones orto y para mejoran la actividad antiviral mientras que las sustituciones en meta

la disminuyen.®’

O,N

Figura 20. Esqueleto de algunos antivirales derivados de nucleozina.

En la posicidn orto los sustituyentes que mejor actividad presentaron fueron -Br y -CHs3 en
comparacién con grupos -NH, -OH y -OCHs. Al cambiar -CHz por -Et o -Cpr** se observd
una disminucién en la actividad. Para los sustituyentes en la posicién para se presenté
mejor actividad con grupos electroatractores -CN y -NO,, sobre -Br, -Cl o0 -CO,Me. Una vez
establecido -CH3 como sustituyente en R; en la sustitucién de los grupos Rs se encontré

gue el mejor sustituyente es el -Cl sobre grupos -Br, -NO; y -NH,. El compuesto con mayor

# Cpr = ciclopropilo
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actividad fue el compuesto 39 reportado por Liao et al.*°

O,N

Liao 39

Mecanismo de accion de la nlz

Cuando nucleozina se enlaza a la NP se forman oligdmeros de la proteina, los cuales estan
indispuestos para migrar al interior del nucleo, lo que a su vez resulta en el cese de la
replicacidon del virus. En la figura 21 se muestra un esquema del oligédmero de NP inducido
por la amida Gerritz 3. En la figura 22 se observa una imagen de cristalografia de Rayos X
del compuesto Gerritz 3; se observa que el reconocimiento molecular se da
principalmente por un puente de hidrégeno y dos interacciones m.** La evidencia
experimental indicaba que algunas cepas de influenza presentaban mecanismos de
resistencia en donde se presentaban algunas de las siguientes mutaciones Y52H, Y289H vy
N309K o N309T, siendo esta observacidn cristalografica lo que evidenciaba que los dos
sitios de union involucrados en la unidon con las amidas son los surcos Y289/N309 y Y52.%4
En 2016 se reportd una nueva interaccion CH/m donde uno de los hidréogenos de la

piperazina interactia con la nube 1t de arginina 382 (figura 23).°°

M. en C. Erick Alberto Correa Padilla 36



UNAM-PCQ

Figura 21. Estructura de Rayos X del complejo Gerritz 3: NP (cddigo PDB: 3RO5). a) seis moléculas de Gerritz
3 (amarillo) puentean dos trimeros de NP (NP_A, N_PA’, N_PA” en azul y NP_B, N_PB’, N_PB’" en gris) y
forman un dimero de trimeros (o hexamero). b) Dos moléculas del compuesto 1 puentean una unidad
dimérica de NP_A:NP_B (NP_A en azul y NP_B gris) en una orientacion antiparalela. Tomado de Gerritz, S.
W.; Cianci, C.; Kim, S.; Pearce, B. C.; Deminie, C.; Discotto, L. Inhibition of influenza Virus Replication via Small
Molecules That Induce the Formation of Higher-Order Nucleoprotein Oligomers. PNAS 2011, 108 (37),
15366—15371. https://doi.org/10.1073/pnas.1107906108.
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Figura 22. Vista detallada del compuesto 2 enlazado a la subunidad dimérica NP_A:NP_B. Las interacciones
clave incluyen un puente de hidrégeno del carbonilo de la amida al residuo S376 de NP_B y dos interaccidnes
1-1t entre el 2-cloro-4-nitrofenilo y Y289, y entre, Y52 y el segmento de fenilo. Tomado de Gerritz, S. W.;
Cianci, C.; Kim, S.; Pearce, B. C.; Deminie, C.; Discotto, L. Inhibition of influenza Virus Replication via Small
Molecules That Induce the Formation of Higher-Order Nucleoprotein Oligomers. PNAS 2011, 108 (37),
15366-15371. https://doi.org/10.1073/pnas.1107906108.

Enlazamiento a NP

‘ucleozin', .

h}289 C -':"\;.\;u

Figura 23. Representacion cristalografica del complejo NP-nucleozina (Cédigo PDB: 5B7B). Tomado de: Pang,
B.; Cheung, N. N.; Zhang, W.; Dai, J.; Kao, R. Y.; Zhang, H.; Hao, Q. Structural Characterization of HIN1
Nucleoprotein-Nucleozin Binding Sites. Sci Rep 2016, 6, 1-9. https://doi.org/10.1038/srep29684.
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Sintesis de analogos de nucleozina

Las propuestas sintéticas de nucleozina y sus analogos reportados en la literatura consisten
en la formacién de la amida mediante una reaccidén de acoplamiento peptidico entre el
acido 5-metil-3-fenil-4-isoxazélico correspondiente y la amina secundaria N’-(2-cloro-4-

nitrofenil)-N-piperazina (I) mostrado en la figura 24.

OH

H
N
NO, [H] (\NH . o)

0
“owF, 100G @U : o N
> |
. N
¢ DMF100°C g\ o EDCI /©/ N o}

|
nucleozina

Figura 24. Sintesis de nucleozina segun Kao y col.'®

Durante mis estudios de maestria se reporté una nueva estrategia de sintesis®® que parte
del compuesto 3-cloro-4-fluor-1-nirobenceno que es comercialmente disponible, el cual
reacciond con la N-(Boc)piperazina mediante una reaccion de tipo Sustitucién Nucleofilica
Aromadtica (SNAr) para generar el compuesto lll; la posterior remocién del grupo protector
N-(Boc) nos dié lugar al grupo de la amina secundaria necesario para el acoplamiento

peptidico con el anhidrido mixto derivado del 4cido carboxilico Il (figura 25).
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Figura 25. Sintesis de la nucleozina (nlz) propuesta en 2018.

La sintesis del andlogo de nucleozina que incorpora el sistema (1S5,45)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano consistio en la homologacion de la sintesis de nucleozina para el
sistema biciclico correspondiente, es decir partiendo del (15,4S)-N-Boc-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptano, como se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Sintesis de analogos diazabiciclicos reportadas en 2018.

La sintesis del acido isoxazélico también se encuentra reportada. La estrategia utilizada por
Gerritz et al.®* consiste en partir de benzaldehidos sustituidos en el anillo aromatico; a
partir de estos aldehidos se generara la oxima correspondiente con clorhidrato de
hidroxilamina y la posterior halogenacion de la posicidon vinilica de la oxima con N-
clorosuccinimida (NCS). Posteriormente se realiza la ciclacién para formar el anillo de
isoxazol mediante una adicién tipo Michael y la posterior sustitucion del haldégeno.
También se ha reportado una variante a esta estrategia en la cual el grupo aldehido
sustituye a un grupo nitrilo el cual condensa con acetoacetato de etilo con TiCls como
catalizador en tolueno. El posterior tratamiento del este producto con el clorhidrato de
hidroxilamina da lugar una especie de transenaminacidon y una posterior reaccidon de

condensacién da lugar al dcido isoxazélico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen pocos analogos de nucleozina con modificaciones en el segmento de piperazina, por
lo que se tiene poca evidencia de la funcién de este ciclo sobre la actividad de la actividad

bioldgica. Esta modificacion estructural se aborda en este trabajo.
HIPOTESIS

Estudios computacionales y experimentales con analogos de nucelozina con
modificaciones en la piperazina evidenciaran el papel de este segmento en el
reconocimiento con NP. Dado que la piperazina es la parte central en la molécula de
nucleozina, las modificaciones estructurales en este sitio afectaran (modificaran) la

topologia y con ello las interacciones involucradas en el reconocimiento con NP.

OBIJETIVOS

Objetivo general

Evidenciar y comprender la importancia de la piperazina en la molécula de nucleozina

sobre la actividad antiviral (influenza A).

Objetivos particulares

» Analizar el modo de unidn entre nucleozina y sus andlogos con la nucleoproteina (NP),
asi como sus caracteristicas estructurales de la actividad biolégica, mediante
acoplamiento molecular automatizado.

» Generar modelos de prediccion de actividad antiviral para los andlogos de la
nucleozina, mediante modelos QSAR.

» Sintetizar analogos de nucleozina.

» Evaluar la actividad bioldgica de los andlogos de nucleozina (Facultad de Medicina,

Universidad Autonoma del Estado de Morelos).
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RESULTADOS

Fundamento del proyecto

Para conocer la influencia del anillo central de nucleozina en la actividad anti-influenza
abordaremos el estudio de una serie de analogos de nucleozina con modificaciones en el
anillo de piperazina. Una de las principales modificaciones fue la sustitucién de la piperazina
por el sistema (1S5,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH)formando el compuesto 1 que

se muestra en la figura 27, también se tomé en cuenta su imagen especular, es decir su

diasteromero.
3 Q 0 cl ?
K X\N N/— N =
N NO [N
o) 2 05N o .
si R=-OMe, X =-Cl (1) R = -OMe (2) 5
R =-H, X =-CI (9) »
R=-H, X=-H (10) A
Rigidez i
- o 0C|\/©/No2
7 NJ\ — T NO,

""""""""""""""""""""" 7 R=-H (nlz)
Distancia entre los atomos -

de nitrégeno

NO,

Presencia de atomos de nitrégeno

Figura 27. Andlogos propuestos en este trabajo.
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El sistema DBH es estructuralmente equivalente a la piperazina, pero al ser un anillo
conformacionalmente restringido puede modificar la interaccién con la nucleoproteina NP
en comparacién con su analogo de nucleozina. En la figura 28 esquema se muestran los
cambios conformacionales y configuracionales de la piperazina para los ismeros en su
conformacion de silla, comparados al del DBH se muestra que el DBH solo genera tres

configuraciones posibles que se muestran en la figura 29.

0 H H
N Inv-N N Inv-N N
H O\ M o O\ H o T\ O
0 0 H
Inv-anillo Inv-anillo Inv-anillo
H H
’ 8 Inv-N N N N
W= H HN S NESTARS
0 0 H

Figura 28. Equilibrio conformacional y configuracional de la piperazina.

Q Inv-N H Inv-N H
N N N . N
' O O _H

H M 0

Figura 29. Equilibrio configuracional del sistema (15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH).

Asi mismo, se propuso el analogo de etilendiamina 3 con la capacidad de ser mas flexible
gue el analogo de nucleozina debido a la libre rotacién de la cadena de etileno. Asi mismo,
la eliminacion de dos carbonos del ciclo nos permite hacer incorporacién de grupos NH
polares con la finalidad de formar interacciones intramoleculares de tipo puente de

hidrégeno dentro del sitio de reconocimiento, lo que da lugar al compuesto 4.

Una parte importante de esta molécula que se ha estudiado muy poco es el papel de los

atomos de nitrégeno. Con perspectivas a entender su funcion, se propone la sustituciéon
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de atomos de N por grupos metinos, lo que da lugar a los compuestos 5,6y 7.

También se busca disminuir el tamafo de la cadena espaciadora ente los atomos de
nitrogeno del ciclo a un solo dtomo de C espaciador. Por ello se propone el derivado de
urea 8, la cual seria una molécula estable que no seria susceptible de hidrdlisis, asi mismo

se busca incorporar grupos polares NH para mejorar el reconocimiento

Se busca estudiar las consecuencias bioldgicas de cambiar la estructura molecular de los
ligandos mencionados utilizando cuatro enfoques de investigacién propios de la Quimica

Medicinal que se enlistan a continuacion:

» Acoplamiento molecular.
Ayuda a indagar el modo de reconocimiento del ligando por parte de nucleoproteina

NP de influenza A, y entender la influencia de la estructura quimica de los ligandos.

» Modelos de prediccidn de Clso de inhibidores de la NP (modelos QSAR):
Ayuda a establecer de manera cuantitativa relaciones numéricas entre la estructura

guimica de los ligandos y la actividad bioldgica.

» Sintesis de analogos de nucleozina:
Obtencion de los andlogos de nucleozina planteados en el estudio y algunos

intermediarios.

» Evaluacion bioldgica in vitro de andlogos de nucleozina: los resultados se

obtuvieron en colaboracion con la Facultad de Medicina del Estado de Morelos.

Resultados de acoplamiento molecular para analogos
de nlz

En las siguientes figuras se muestran los resultados del acoplamiento molecular de los
ligandos propuestos. En color amarillo se muestra el ligando cocristalizado o nativo,
Gerritz 3 (codigo PDB: 3R0O5). Este complejo proteina-ligando es un dimero del tipo
[2(Gerritz 3):2NP] donde las dos moléculas del ligando interactian con dos mondmeros de

NP (A y B). En estas estructuras el mondmero A se muestra en color verde y esta
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conformado por un bucle de residuos entre A_Y289 y A_N309, mientras que el monémero
B estd representado en color azul, y estd conformado por una serie de residuos, entre los

que se encuentran, B_Y289, B _S376,B_Y313,B W104 y B_R99.

En la figura 30 se muestra un mapa de interacciones en 2D para el compuesto 1. En la
figura 31 muestra la posicién de acoplamiento de los compuestos 1y 2 dentro del sitio de
union ortostérico, los atomos de hidrégeno del puente de metileno estédn en la vecindad de
una pared polar, formada por los residuos B_Y313 y A_N309. Estos residuos (B_Y313 y
A _N309) tienen una interaccion de enlace de hidrégeno que une ambos mondmeros (Ay
B). Existe un contacto débil entre el puente de metileno y el residuo de A_N309, Los valores
de puntaje y afinidad asociados se muestran en la tabla 2. Para el caso del compuesto 2 se
encontrd la pose que se muestra en rojo en la figura 32. Se observa que en esta pose en

oxigeno del carbonilo se aleja del residuo S376.

Tabla 2. Valores de puntaje y de afinidad calculados

Pose Puntaje (kcal/mol) Afinidad (kcal/mol) E (kcal/mol)
Compuesto 1 (purpura) -26.15 -13.75 145.47
Compuesto 2 (rojo) -29.07 -13.17 149.98
Compuesto 2 (naranja) -28.37 -13.45 144.61

by A289,

i Phe
N E)

3 A309

Figura 30. Mapa de interacciones en 2D para el compuesto 1.
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Vizg9

Figura 31. Resultados de la simulacién de acoplamiento molecular. En amarillo se representa el ligando cocristalizado
Gerritz 3. a) poses seleccionadas para el compuesto 1 en violeta y compuesto 2 en naranja.

Asn309

Figura 32. Comparacién de poses del compuesto 2.
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Figura 32 (continuacion). Giro de enlaces del compuesto 2.

Dado que los andlogos de etilendiamina 3 y 4 son una cadena abierta con rotacidn libre, hay
nueve enlaces rotables en estos compuestos, en comparacion con seis enlaces rotables del
compuesto Gerritz 3, por lo que estos andlogos muestran un espacio conformacional mas
grande. En la figura 33 se muestra un ejemplo donde la conformacién extendida del analogo
de etilendiamina 3, de color cian oscuro, libera energia interna a expensas de perder la
interaccion con el residuo A_Y289. En color cian se muestra la pose preferida del
acoplamiento molecular. Para el caso del compuesto 4, que se muestra en la figura 34,
debido la sustitucién de los metilos (CHs) unidos a nitrégeno, por &tomos de H, hace que se
pierda el aporte estérico, la capacidad de rotar los enlaces del ligando aumenta en
comparacion con el compuesto 3 y disminuye la probabilidad de obtener la conformacién
adecuada para interactuar con la proteina, ademas de que los grupos NH no forman
enlaces de hidrégeno como se esperaba. Los valores de puntaje y afinidad asociados para

las poses de los compuestos 3 y 4 se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Valores de puntaje y de afinidad calculados para los compuestos 3y 4.

Pose Puntaje (kcal/mol) Afinidad (kcal/mol) E (kcal/mol)
Compuesto 3 Cian -27.37 -12.99 129.99
Compuesto 3 2371 111.59 115.93
Cian oscuro
Compuesto 4 -24.98 -13.03 88.77
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Figura 33. Pose preferida para el ligando 3, en cian, en cian oscuro se muestra una pose donde el resto 2-cloro-4-
nitrofenilo no tiene contacto con el monémero A.

T7p104

Figura 34. Pose preferida del compuesto 4.
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El papel de los dtomos de nitrégeno de la piperazina: acoplamiento de los ligandos 5, 6 y 7.

Los ligandos 5-7 se propusieron para comprender el papel de los &tomos de nitrégeno de la
piperazina. En el caso del ligando 5 el cambio de &tomo de nitrégeno por el grupo CH afecta

principalmente a la geometria en esa region de la molécula.

En la figura 35, el ligando nativo, que se muestra en amarillo, tiene un dtomo de nitrégeno
en la piperazina, de geometria trigonal plana con caracter sp? por la conjugacién con el
segmento de 2-cloro-4-nitrofenilo; para el ligando 5, la conjugacion se pierde debido a la
sustitucion del dtomo de nitrégeno por el dtomo de carbono, siendo tetraédrica su
topologia, y ahora hay un atomo de hidréogeno que se debe posicionar en algun lado,
como se muestra en las estructuras de color cian y morado en la figura 35. Esto tendria
consecuencias en la disposicion espacial del segmento de 2-cloro- 4-nitrofenilo. Esta
region del compuesto Gerritz 3 interactia con el mondmero A de NP, a través de
introducirse a una especie de caja hidrofdbica que incluye a los residuos R305, L306, D302,
Y289 y E294; y para el caso del compuesto 5, este cambio en la geometria del dtomo
puede provocar que el segmento 2-cloro-4-nitrofenilo quede apretado dentro de la caja
hidrofébica; para evitarlo el ligando 5 mueve la parte central, alejando el carbonilo del
residuo B_S376 (figura 36), por lo que la geometria del este dtomo tiene un papel

importante. Los valores de puntaje y afinidad asociados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Valores de puntaje y de afinidad calculados para el compuesto 5.

Pose Puntaje (kcal/mol) Afinidad (kcal/mol) E (kcal/mol)
Compuesto 5 naranja -29.79 -13.32 102.07
Compuesto 5 (cian) -26.38 -13.35 94.06
Compuesto 5 (purpura) -28.17 -13.34 86.75
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Arg305

Figura 35. Se muestran dos poses para el ligando 5 comparadas con el ligando nativo: la sustituciéon del dtomo de
nitrégeno por un grupo metino genera un cambio de geometria y en la disposicién espacial del segmento 2-cloro-4-
nitrofenilo. la pose que se muestra en color rosa queda en tercer lugar del ranking, la pose que se muestra en color cian
quedo en cuarto lugar.
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Lyr280

Figura 36. Comparacién de poses del compuesto 5; para la pose de color rojo se observa que el atomo de oxigeno esta a
3.9 A de distancia del mismo dtomo en la pose purpura.

Para el ligando 6 (figura 37) el cambio del &tomo de nitrégeno en la amida, por un grupo
metino (C-H), forma una cetona que, posiblemente, se tautomeriza, formando dos
posibles formas ceto y pasando por un enol intermedio en la interconversion, ademads, este
cambio incide en un cambio en la geometria del dtomo de trigonal plano a tetraédrico. El
tautémero del enol se superpone de manera casi total a la pose nativa debido a que el
carbono del ligando 6 y el nitrégeno de Gerritz 3 tienen la misma geometria trigonal plana,
en comparacién con las formas ceto donde se observan algunos cambios y el carbono es
tetraédrico. Parece que la geometria de la posicidn estudiada tiene una gran funcién para
estabilizar el ligando dentro del sitio de reconocimiento, aqui el atomo de nitrégeno juega
un papel importante por que aporta la geometria trigonal plana. Los valores de puntaje y

afinidad asociados se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Valores de puntaje y de afinidad calculados para el compuesto 6.

Pose Puntaje (kcal/mol) Afinidad (kcal/mol) E (kcal/mol)

Compuesto 6 -28.78 -13.53 113.38

Figura 37. Se muestra la pose del compuesto 6 mas similar al ligando nativo, en cian. Esta pose quedé en el primer lugar

del ranking.

Dado que el compuesto 7 contiene un grupo cetona es necesario considerar teéricamente
dos tautdémeros de forma ceto que corresponden a la forma syn periplanar y forma anti
periplanar, y el tercero es la forma enol, las afinidades calculadas indican que la forma ceto
anti tiene mayor afinidad (-13.63 kcal/mol) por el sitio de reconocimiento que la forma ceto
syn (-12.59 kcal/mol) y entre estos, la forma anti es la que mas se parece al ligando
cocristalizado, esto se muestra la figura 38, donde dicho compuesto se representa en color
cian. Otras poses encontradas indican que el el ligando syn, representado de color morado
en la figura 38, hay rotacién de los enlaces (similar al caso del ligando 5) que provoca un
alejamiento del residuo B_S376 dificultando el reconocimiento del ligando, dicho efecto se
observa en el tautémero anti con menor frecuencia. Nuevamente vuelve a resaltar la

importancia de la geometria de los atomos de nitrégeno en la estabilizacion del complejo
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[2(Gerritz 3):2NP]. Los valores de puntaje y afinidad asociados se muestran en la tabla 6.

En la figura 39 se representa otro conformero de forma syn periplanar.

Figura 38. Comparacion entre dos poses del compuesto 7. En amarillo se muestra el ligando nativo, en morado se
muestra el ismero ceto syn y en cian se muestra el ismero ceto anti que es mas parecido al nativo.
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Figura 39. Se observa que el compuesto 7 en su forma syn periplanar formando un puente de hidrégeno con S376.

Tabla 6. Valores de puntaje y de afinidad calculados para el compuesto 7.

Pose Puntaje (kcal/mol) Afinidad (kcal/mol) E (kcal/mol)
Compuesto 7 trans cis -29.18 -13.63 103.73
Compuesto 7 purpura cis -30.41 -12.59 107.64
Compuesto 7 cis rojo -29.71 -12.73 109.06

Para el compuesto 8, en la figura 40 se muestra la pose seleccionada que es la mas similar
al ligando amarillo, en esta pose se observa que los carbonilos del compuesto 8 estan en
posicion syn periplanar, la distancia N-N en el sitio de reconocimiento es de 2.83 A para
nlz, y de 2.28 A para el compuesto 8. No se observa la formacién del puente del hidrégeno

con algun grupo NH. Los valores de puntaje y afinidad asociados se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Valores de puntaje y de afinidad calculados para el compuesto 8.

Pose Puntaje (kcal/mol) Afinidad (kcal/mol) E (kcal/mol)

Compuesto 8 -24.46 -13 71.12

Y7289

Figura 40. Pose del compuesto 8 en el sitio de reconocimiento.

En la tabla 8 se muestra un resumen de las energias de afinidad y potencial, junto con el

puntaje asociadas a las poses del acoplamiento molecular.
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Tabla 8. Resumen de valores de puntaje y de afinidad calculados.

Pose Puntaje (kcal/mol) Afinidad (kcal/mol) E (kcal/mol)
Compuesto 1 (purpura) -26.15 -13.75 145.47
Compuesto 1 (rojo) -28.98 -13.47 144.42
Compuesto 2 (rojo) -29.07 -13.17 149.98
Compuesto 2 (naranja) -28.37 -13.45 144.61
Compuesto 3 Cian -27.37 -12.99 129.99
Compuesto 3 Cian oscuro -23.71 -11.59 115.93
Compuesto 4 -24.98 -13.03 88.77
Compuesto 5 Rojo -29.79 -13.32 102.07
Compuesto 5 cian -26.38 -13.35 94.06
Compuesto 5 (purpura) -28.17 -13.34 86.75
Compuesto 6 -28.78 -13.53 113.38
Compuesto 7 trans cis -29.18 -13.63 103.73
Compuesto 7 purpura cis -30.41 -12.59 107.64
Compuesto 7 cis rojo -29.71 -12.73 109.06
Compuesto 8 -24.46 -13 71.12
Gerritz 3 (RMSD =0.33) -27.97 -13.50 131.00
Gerritz 3 -13.58 131.63

Resultados de modelos QSAR de prediccion de
actividad inhibitoria con analogos de nlz

En la tabla 9 se muestran los estadisticos del mejor modelo obtenido. Se realizé el analisis

del dominio de aplicabilidad por el método del apalancamiento.

Tabla 9. Estadisticos para el mejor modelo usando el algoritmo de SVR.

r? qZCV»LMO qzext
0.94 0.60 0.60
MSE 0.03 0.25 0.21
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En la figura 40a se muestra la distribucion de pClsp para el grupo de prueba en gris y el de

entrenamiento en naranja. La figura 40b muestra los valores experimentales de pClso de

los inhibidores comparados contra el valor calculado por el mejor modelo usando SVR

(Support Vector Regressor) como algoritmo de entrenamiento.
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Figura 40. a) Distribucién de pClsy para el grupo de entrenamiento (naranja) y el grupo de prueba (gris) b) Grafica de
regresién del modelo SVR. El grafico muestra los valores calculados por el modelo de regresion contra los valores
experimentales para el conjunto de entrenamiento (en azul) y el conjunto de prueba (en naranja). c) Diagrama de
Williams para el modelo calculado: el Dominio de Aplicabilidad se calculé por el método de apalancamiento. d) Prueba Y-
Scrambling para el modelo de prediccién: en el grafico se muestran, en naranja, los resultados de los valores de g2cy..mo
para modelos aleatorizados y en azul el valor de q%cy..mo Para el modelo verdadero (no aleatorizado).

En la figura 40c se muestra el diagrama de Williams para el modelo de prediccion: el

dominio de aplicabilidad se calculé por el método de apalancamiento; el punto azul que

sale del dominio de aplicabilidad corresponde a la molécula Cheng 3t, la cual posee
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modificaciones en el anillo de piperazina. Esto indica que es necesario incluir mas
ejemplos de compuestos con modificaciones en el anillo de piperazina para reforzar el
modelo. En la figura 40d se muestra el resultado de la prueba de Y-Scrambling para el
modelo de prediccidn: en el grafico se muestran, en naranja, los resultados de los valores
de g%cv-imo para modelos aleatorizados y en azul el valor de g’cv-umo para el modelo
verdadero (no aleatorizado). Se observa que el mejor valor se obtuvo para el modelo no
aleatorizado, lo que indica que el modelo es robusto. Este modelo nos permite calcular el
valor de pClsp para el grupo de compuestos propuesto. Los valores de prediccidon se

muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Actividad calculada para los andlogos de la nucleozina (nlz) propuestos en este trabajo.

Compuesto Experimental Calculado
Nlz 7.22 6.69
Gerritz 3 7.39 7.19
compuesto 1 5.87
compuesto 2 5.86
compuesto 3 6.03
compuesto 4 5.50
compuesto 5 6.60
compuesto 6 6.59
compuesto 6 enol 6.59
compuesto 7 anti 6.04
compuesto 7 enol 6.25
compuesto 7 syn 5.86
compuesto 8 534
compuesto 9 5.54
compuesto 10 5.29
compuesto 11 4.90
compuesto 12 5.06
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Sintesis de analogos de nlz

Durante la realizacion de este trabajo doctoral se sintetizé el compuesto 11.%, La ruta de
sintesis se muestra en la figura 41. La sintesis consiste en la formacion del N-
Bocetilendiamina (13) a partir de etilendiamina; posteriormente, a partir del acido
carboxilico (ll) se formd la amida (14) mediante la formacion inicial de un halogenuro de
acilo con cloruro de oxalilo y DMF y la posterior adicién de la amina monoprotegida.

Después se removié el grupo protector N-Boc con 5.5 equivalentes de CH3SOsH, para

obtener el compuesto 15, para después realizar una SNAr sobre el dtomo de fldor del
compuesto 3-cloro-4-nitro-1-fluorobenceno. Los compuestos 14 vy 11 fueron
caracterizados por RMN-'H, RMN-3C y Espectrometria de Masas (EM) por la técnica de
ionizacion DART+ (tabla 11). Las sefiales se encuentran asignadas en la seccidon de
caracterizacion espectroscopica de los compuestos sintetizados. AUn no se ha realizado la

evaluacién bioldgica del compuesto 11, pero se tiene contemplado realizarla.

1) C,0,Cl, / Et;N

0 DMF (cat)
CH,Cl,, 0°C o
OH 75 % CH5SO3H (5.5 €q) NH
7
N
0 NHBoc CHCl, A\
2) HzN/;/ 5 min., t.a. N\O NH,
0,
I NHBoc 95 % 15
14
Boc,O
80% | CH,Cl, F
t.a., 24 hrs
O,N cl
~_NH, DMF / K,CO4
HoN 100°C
63 %
NH Cl
HN NO,
11

Figura 41. Sintesis del andlogo 11 de nucleozina.

% También se intentd sintetizar, sin éxito, otros andlogos de nlz como el compuesto 12, el compuesto 6 y el
compuesto 7, pero solo se logrd sintetizar algunos intermediaros propuestos. Esos resultados no se publican
en este trabajo.
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Tabla 11. Resultados de sintesis.

Compuesto Rendimiento Punto de fusién Espectroscopia
13 60 % No disponible No disponible
14 75 % 160-161°C RMN-'H, RMN-*3C, EM (DART+)
15 95 % No disponible No disponible
11 63 % 161-162 °C RMN-'H, RMN-*3C, EM (DART+)

Caracterizacién espectroscopica de los compuestos
sintetizados.

Caracterizacion del compuesto 14.

8.40
28.69 ha
. f
)( 3.2 78‘1% 158 1226 | o
o 30 o/ y O\/
N7 12866
O}\N/\/N O}\H/\/N ' /_//
H o
P 7.68 ." 12018
113
6.85 169.91 | N\ 12831
7.49 130

PM = 345.40 g/mol
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Espectro de RMN-'H del compuesto 14.
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Espectro de Masas (DART+) del compuesto 14.
INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABCRATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS
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Espectro de RMN-'H del compuesto 11.
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Espectro de Masas (DART+) del compuesto 11.
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Analisis de descriptores

Los descriptores calculados con el software MOE 2019 para nucleozina y sus andlogos nos
ayudan a comprender algunas propiedades fisicoquimicas de los ligandos involucrados en
la actividad antiviral. Es importante en el desarrollo de fdrmacos no solo ver a ICsg como el
principal objetivo, sino que la biodisponibilidad también sera importante para una
formulacidon posterior. Por ello, en la figura 42 se comparan los valores de los

descriptores™™ SlogP y logS de MOE para nlz y otros antivirales comerciales, utilizados

Descriptor SlogP: Logaritmo del coeficiente de particion octanol/agua (logP). El conjunto de
entrenamiento para SlogP fue de aproximadamente 7000 estructuras. Descriptor Log S: Logaritmo de la
solubilidad acuosa (mol/L). Esta propiedad se calcula a partir de un modelo de tipo de atomo lineal de
contribucién atémica con r? = 0.90 de aproximadamente 1200 moléculas.
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para el tratamiento de las infecciones gripales como Oseltamivir, Zanamivir, Amantadina y

Rimantidina.

También se compararon con otros antivirales de amplio espectro como Arbidol y Aciclovir,
y otros como Foscarnet, Peramivir, Remdesivir, Nirmaltrevir o Ritonavir. El Naproxeno, el
Acetaminofeno y la Clorfeniramina son otros farmacos que se usan en combinacidn con

antivirales para el tratamiento de infecciones por influenza.
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0 I I
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B SlogP M logS

Figura 42. Valores de los descriptores SlogP y logS para nlz, algunos antivirales comerciales y algunas otras
sustancias usadas para tratar los sintomas de influenza.

La lipofilicidad y la solubilidad tienen un profundo impacto en el proceso ADME de un
farmaco porque esta estrechamente relacionado con la biodisponibilidad del farmaco, la
unién a proteinas plasmaticas (PPB), la depuracidon metabdlica, el volumen de distribucién
y la unién enzima/receptor. De manera general, a mayor lipofilicidad menor solubilidad

acuosa e inversamente, también cuanto mas positivo es el valor LogS es mds soluble el
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compuesto y valores negativos de LogS indican una baja solubilidad. Los valores positivos

de SlogP indican mayor lipofilicidad.

Los valores calculados de SlogP para nlz y Gerritz 3 son 4,17 y 4,18 respectivamente.
Podemos notar que son valores muy diferentes en comparacién con los medicamentos
antigripales comerciales, Amantadina, Rimantadina y Oseltamivir, con Zanamivir la
diferencia es aun mucho mayor. También el valor de SlogP para la nlz es mayor en
comparacion con los valores del Naproxeno, del Paracetamol y de la Clorfeniramina.
Entonces, con estas observaciones es normal que nlz y Gerritz 3 tengan una solubilidad
acuosa baja en comparacidén con Rimantadina, Amantadina y Oseltamivir, el Zanamivir
presentd la mayor solubilidad; la nlz también es menos soluble que el Naproxeno, el
Paracetamol y la Clorfeniramina. Asi, con estos descriptores es posible observar que, si
bien la alta lipofilicidad es la caracteristica molecular que permitid este tipo de
compuestos interactuar con el sitio de reconocimiento, esta misma propiedad podria ser
un problema en la farmacocinética y el ADME debido a la baja solubilidad de los
compuestos, en comparacién con otros farmacos comerciales. Sin embargo, el Arbidol y el
Aciclovir, que son antivirales de amplio espectro clinicamente aprobados, tienen una mayor

lipofilicidad que nlz y Gerritz 3 y también presentan valores bajos de solubilidad.®*

Para los compuestos reportados en la literatura las moléculas menos lipofilicas y mas
solubles son los compuestos Cheng 3h, que contiene un grupo fenol terminal en el
segmento D, y el compuesto Cheng 3q que carece del &tomo de cloro del segmento A. En
el caso del compuesto Liao 10 la eliminacion del anillo C hace menos lipofilico al
compuesto (figura 43). Comparando Gerritz 3 con nlz, podemos observar que el grupo

metoxilo del anillo D disminuye la solubilidad.

El nitrogeno como heterodtomo tiene un papel bastante importante en la solubilidad.
Podemos observar que los compuestos Pei a y Pei b, que carecen de un atomo de
nitrégeno en la piperazina, tienen menor solubilidad que la nlz. Podemos observar que la
introduccion de dtomos nitrégenos en los sistemas aromaticos aumenta la solubilidad

como en el caso de Cheng 3a y Cheng 3b. Mientras que retirar heteroatomos de los anillos
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aromaticos disminuye la solubilidad como en el caso de los compuestos Cheng 5a y Cheng
5b. La introduccién del &tomo de nitrégeno en el sistema D mejora la solubilidad como en
el caso de Gerritz 4 y Gerritz 5, sin embargo, la introduccién del anillo de morfolina hace al
compuesto mds soluble (el valor logS para nlz es de -6.17 y para el ligando Su 11 es de -
5.66) pero no presenté actividad bioldgica contra el virus. Algunas de estas estructuras se

muestran en la figura 44 y figura 45.

w
w
=

Cheng 3a Cheng Cheng4aCheng5a Cheng Gerritz 3 Gerritz 4 Gerritz5 Liao 10 Liao 39 nlz Paia Paib Su1l
3b Sb (3061)

B SlogP MW logS

Figura 43. Valores de los descriptores SlogP y logS para nlz, Gerritz 3 y los analogos propuestos.

En la figura 46 se muestra que los compuestos 1y 2 son menos solubles (logS = -6.57) que
nlz (logS =-6.17) debido a la introduccidn del puente metileno, los compuestos 3y 4 fueron
ligeramente mas solubles (logS =-6.07 y -6.05, respectivamente). Cuando se eliminan los
atomos de nitrégeno en el resto de piperazina, el valor de logS disminuye (logS = -6,61
para 5y -6.65 para 6), la forma tautomérica endlica del compuesto 6 es mas soluble que nlz
(logS = -6,11) y para el caso del compuesto 7 son aun menos solubles (logS = -7.66, para la
forma ceto y logS =-7.1 para la forma enol). Incluso con grupos NH, el compuesto 8 es

menos soluble (logS=-6.51) que nlz. En este caso se puede notar que los atomos de
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nitrégeno tienen un aporte importante para la solubilidad.
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Figura 44. Estructuras quimicas para algunos analogos de nucleozina.
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Figura 45. Estructuras quimicas para algunos analogos de nucleozina.
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enol cis enol trans

HSlogP ®mlogS

Figure 46. Valores de los descriptores de MOE llamados SlogP y LogS calculados para los analogos propuestos
en este trabajo.

Evaluacion biologica de analogos de nlz

En la figura 37 se muestran las curvas de diluciéon, realizadas a muestras de cultivos celulares
infectados con el virus de influenza A/Caledonia H1N1, a diferentes concentraciones del inhibidor.
Cuando se utilizdé nlz el resultado fue que, bajo este sistema, a una concentracion de 1 uM se
observé un efecto inhibitorio moderado, mientras que a 10 uM, el compuesto inhibia totalmente
la propagacion del virus como se muestra en la figura 37a. Cuando se probaron los andlogos 9y 10,
no se observé ningun efecto en la reduccion de la propagacion del virus a 10 uM (figura 37b y figura

37c).

Una observacion importante es que estos compuestos y nlz presentan baja solubilidad
acuosa, lo que pudiera tener problemas con la biodisponibilidad y la formulacién si se
pensard en proponerlos como candidatos a farmacos. Cuando se realizaron estos
experimentos no se contaba con el compuesto 11, por lo que no fue incluido en la

evaluacién, pero se tiene como planeado realizarla en un futuro.
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Figura 47. Evaluacién bioldgica de los compuestos en cultivos celulares de células MDCK, se muestran las curvas de
dilucidn, realizadas a muestras de cultivos celulares infectados con el virus de influenza A/Caledonia HIN1, a diferentes
concentraciones del inhibidor. a) Evaluacion bioldgica de nlz. Se observa a concentracion de 1 uM un efecto inhibitorio
moderado sobre la replicacion del virus, y, a concentracion de 10 uM, fue observada la inhibicidn total del crecimiento
viral.
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Figura 47 (continuacidn). Evaluacion bioldgica de los compuestos en cultivos celulares de células MDCK, se muestran las
curvas de dilucidn, realizadas a muestras de cultivos celulares infectados con el virus de influenza A/Caledonia HIN1, a
diferentes concentraciones del inhibidor. b) Evaluacidn bioldgica del compuesto 9: no se observa inhibicion del virus a 10
WM. c) Evaluacién bioldgica del compuesto 10: no se observa inhibicidn del virus a 10 uM.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La conformacién del anillo de piperazina es importante en la estabilizacion del ligando en
el sitio de unidn. En el aspecto conformacional, el estudio de acoplamiento indica que Ila
geometria debida a los atomos de nitréogeno de piperazina es crucial para mantener la
conformacién adecuada, la sustitucion de estos dtomos por dtomos de carbono genera
cambios de geometria afectando el modo de unién con la proteina. El calculo de
descriptores indica que la ausencia de nitrogenos disminuye la solubilidad de estos
analogos ya que tienden a ser mas lipofilicos que nlz o Gerritz 3, sugiriendo que estos

atomos tienen un papel importante en la biodisponibilidad.

Para el reconocimiento de nlz, debe haber cierto nivel de rigidez en la molécula, brindar a
la molécula de flexibilidad podria no ser conveniente debido a que se pueden generar o
evitar interacciones en el sitio de reconocimiento. La modificacién del puente metileno,
de los compuestos diazabiciclicos, no es adecuada para mejorar la solubilidad o para

aumentar la potencia, por las siguientes razones:
» el cambio en la preferencia conformacional.

» el puente de metileno aumenta el impedimento estérico dentro del sitio de

reconocimiento

> el puente de metileno aumenta la lipofilicidad en una regiéon cercana a los residuos

polares B_Y313y A_N309 en el sitio de reconocimiento.

Con estos resultados se propone que se puede mejorar la afinidad entre los derivados de
nlz y NP mediante la introduccién de grupos polares en el anillo central, que interaccionen
con el residuo Y313 y/o con el residuo N309. En posible que, incluso, se puedan encontrar
analogos mas solubles siguiendo esta estrategia. Durante la evaluacién bioldgica de los
compuestos 9 y 10, comparando con nlz, se observé que éstos presentan baja solubilidad
acuosa, incluso, fue necesario disolverlos en dimetilsulféxido (DMSO), lo que pudiera ser

un problema para desarrollar un farmaco y posteriormente un medicamento.

Futuras modificaciones buscardn mejorar la solubilidad sin perder la lipofilicidad necesaria
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para interactuar con el sitio de reconocimiento. Los modelos QSAR validados permitiran
predecir la actividad antiviral de este tipo de moléculas y guiar esfuerzos de sintesis de
otros analogos, sin embargo, la observacién de que la molécula Cheng 3t sale del dominio
de aplicabilidad indica que es necesario obtener datos de actividad para analogos de
nucleozina con modificaciones en el anillo de piperazina para reforzar el modelo, por ello
es necesario sintetizar andlogos con modificaciones en la piperazina y determinar la Clsg
con la cepa adecuada para ampliar el dominio de aplicabilidad del modelo. Los resultados
biolégicos, muestran que los compuestos 9 y 10 son menos activos que nlz y el calculo de
descriptores muestra que su solubilidad es baja. El compuesto 11 que se sintetizé en este
trabajo no ha sido evaluado, pero, se tienen perspectivas de realizar su evaluacién y

obtener el valor Clsg para este compuesto y los compuesto 9y 10.
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CONCLUSIONES

La conformacién del anillo de piperazina es importante en la estabilizacion del ligando en
el sitio de unién y los cambios estructurales en esta region de la molécula tendran

consecuencias sobre la actividad antiviral.

La sustitucion de piperazina por los sistemas diazabiciclicos no aumenta la potencia

antiviral, debido a:

- el cambio de preferencia conformacional.

- el puente de metileno aumenta el impedimento estérico dentro del sitio de
reconocimiento.

- el puente de metileno aumenta la hidrofobicidad en un segmento que esta cercano a

dos residuos polares (B_Y313y A_N309).

La atomos de nitrogeno de piperazina son cruciales para mantener la conformacién
adecuada dentro de la NP y tienen un papel importante en la solubilidad y en Ia

biodisponibilidad.

Es necesario mejorar la solubilidad de nucleozina.
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METODOLOGIA

Metodologia de acoplamiento molecular para
analogos de nlz

Los estudios de acoplamiento molecular automatizado se realizaron con el programa
Molecular Operating Environment 2019 (MOE; Chemical Computing Group, Montreal, QC,
Canadd)”’. La estructura tridimensional de la proteina se descargd del PDB con el cédigo
3RO5. Se eliminaron las moléculas de agua, se realizd el ajuste de cargas, se agregaron
hidrogenos faltantes, se ajustaron los estados de protonacién a pH = 7 y se realizé la
minimizacion de energia utilizando el campo de fuerza MMFF94x. Como referencia, se
realizd el acoplamiento molecular del ligando cocristalizado, se empledé el método de
colocacién Triangle Matcher y el campo de fuerza para el refinamiento fue FFMM94x, se
usdé ASE como las opciones 1 y 2 de rescoring. La pose del ligando cocristalizado se
reprodujo con un RMSD de 0.33.

Metodologia de modelos QSAR de prediccion de
actividad inhibitoria con analogos de nlz

Los datos de actividad biolégica se buscaron en la literatura.'®®%%? Se encontraron valores
de Clsp reportados con cuatro principales cepas del virus de influenza que incluyen
A/WSN/33 HIN1, A/PR/8/34 H1IN1, HIN1 Ca/07/09 y A/HK/8/68 y H3N2 evaluados
mediante técnicas de Ensayo de Reduccién en Placa (PRA, Plaque Reduction Assay en
inglés). Para este trabajo se tomaron solo aquellos valores de Clsp que se obtuvieron con
la cepa A/HIN1/WSN/33; se obtuvieron 74 datos, a este conjunto de datos se le nombrara
grupo de datos (Data Set). La Clso y su respetivo valor en escala p se muestra en la tabla 12
junto a los cédigos SMILES de cada compuesto.

Las 76 estructuras de los inhibidores de NP se dibujaron en el programa ChemDraw®?, se
obtuvo el codigo SMILES y este se usd para modelar las estructuras en el programa MOE
2019, donde se formd una base de datos en formato .mdb, posteriormente, y de acuerdo
con el manual de MOE 2019, se agregaron los hidrégenos faltantes, se realizé el ajuste del
estado de protonacién a pH = 7, se realiz6 el ajuste de cargas y la minimizacion de la energia
con el campo de fuerza MMFF94x. Esta base de datos se guardé como un archivo tipo .mol2
y fue utilizado para el célculo de descriptores con el programa DRAGON version 7.0 el cual
nos ayudo a calcular 4185 descriptores moleculares 2D y 3D para los elementos del grupo de
datos. La informacién de los descriptores se guardd como un archivo .csv. y se migrd a la
plataforma de Google Colaboratory, también conocida como Colab, la cual trabaja con
lenguaje de programacion de Python.
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Figure 48. Diagrama de flujo con el procedimiento realizado para obtener el modelo de prediccién de
actividad bioldgica.

Utilizando el algoritmo VarianceThreshold se realizdé un preprocesamiento de descriptores
para eliminar aquellos descriptores constantes y semiconstantes. Posteriormente se realizd
la separacion de los datos en grupo de entrenamiento (train set), que son los datos que nos
ayudaran a construir el modelo y grupo de prueba (test set), que son datos que nos
ayudardn a evaluar el poder predictivo del modelo. Posteriormente se realizd un
escalamiento tipo estandarizacién tomando como referencia al grupo de entrenamiento. Se
utilizdé el algoritmo FeatureSelection de Scikit Learn®® para seleccionar los mejores 65
descriptores moleculares y posteriormente se utilizé la técnica de Analisis de Componentes
Principales (PCA, Principal Components Analysis) para realizar la reduccién de
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dimensionalidad y formar 15 Componentes Principales. Estos se utilizaron para realizar el
entrenamiento con el algoritmo de SVR de Sci-kit Learn. Se realizé validacidn cruzada Leave
Many Out (LMO) con 10 folds y se realizé la validacion externa con el grupo de prueba, se
calcularon los coeficientes de determinacidon g?cv-ivo, %, Q%xt, asi como los respectivos
valores de MAE y MSE para cada uno de los grupos. El dominio de aplicabilidad se definié
por el método del apalancamiento. El cddigo se encuentra disponible en la siguiente
direccion de git hub: https://github.com/erickcorrea3092/nlzQSAR
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Tabla 12. Valores de Clso y su respectivo valor de -log(Clso) para los compuestos reportados en la literatura.

Cl
Entrada Ligando >0 pClso Cédigo SMILES
(HM)
1 Cheng 2a 483 532 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clc(onciC)-
clcccecl
5 Cheng2b  0.71 6.15 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clc(onclC)-
clccececlOC
3 Cheng 3a 313 550 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clcccecl
4 Cheng3b  0.68 6.17 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clccccclOC
5 Cheng3c 535 597 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clcc(OC)cccl
6 Cheng3d  5.61 5 95 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clccc(OC)ccl
7 Cheng 3e 12 5.92 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clcceeclCl
3 Cheng 3 4.89 531 Clclcc([N+](=0)[0O-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clcc(Cl)cecl
9 Cheng3g  4.93 531 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clccc(Cl)ccl
10 Cheng 3h 158 5.80 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clccceclO
1 Cheng 3i 54 562 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1ICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clcceeclC
12 Cheng 3 392 5.49 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
clcccecclOCC
Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
13 Cheng 3k 8.42 5.07 clececclOC(C)C
Cheng Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)cin(nnclC)-
14 3m 1.34 >-87 c1c(OC)ccecc10C
15 Cheng3n  8.36 508 Clclcc([N+](0)=0)cccIN1CCN(CC1)C(=0)cln(nnclC)-
clccececlOC
16 Cheng3p 48.12 4.32 ClclcccccINICCN(CC1)C(=0)c1in(nnclC)-clccccc10C
O(C)clcccccl-
17 Cheng3a 1698 477 c(C)c1C(=0)NICCN(CC)cLece(IN+](=0)[0-])ccl
18 Cheng3t  35.45 4.45 Clclcc([N+](=0)[0-]1)cccINICCCN(CC1)C(=0)cln(nnclC)-

clccceclOC
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Tabla 12 (continuacion). Valores de Clso y su respectivo valor de -log(Clso) para los compuestos reportados
en la literatura.

. Clso .
Entrad L d Cl Cddigo SMILES
ntrada igando (uM) pClso odigo
19 Cheng 4a 338 547 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clc(n[nH]c1C)-
clcccecl
Clclcceecl-
20 Chengdb 072 614 4 1 (C)elC(=0)NICCN(CCT)clece([N+](=0)[0-])cc1Cl
91 Cheng 5a 594 598 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clcceecl-
clcccecl
29 ChengSb  1.57 5.80 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clcceecl-
clccccclOC
93 Gerritz 3 0.04 740 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clc(noclC)-
clccccclOC
24 Gerritz 4 0.07 715 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clc(noclC)-
clccencldl
)5 Gerritz 5 0.07 715 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1ICCN(CC1)C(=0)cin(nncl-
clccceclOC)C
26 Kao 1 0.05 730 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clc(noclC)-
clccc(O)ccl
57 Kao 10 ’5 4.60 Clclcccecl-clnoc(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clc([N+](=0)[O-
])ccecidl
)8 Kao 2 0.06 799 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1ICCN(CC1)C(=0)clc(noclC)-
clcceecl
29 K20 3 0.056 795 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1ICCN(CC1)C(=0)clc(noclC)-
clcce(N)cecl
Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clc(nociC)-
Kao 4 2 .
30 a0 0.25 6.60 clccc(N=[N+]=[N-])ccl
Clclcceecl-
31 KaoS 004 740 11 6c(C)elC(=0)NICEN(CCL)clece([N+](=0)[0-])celCl
Clclcceecl-
32 Keob(R) 021 668 | ()c1C(=0)NICCN(CCIC)cleee([N+](=0)[0-])ccldl
Clclcceecl-
33 Kao 8 >1 >-29 c¢1noc(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[0-])ccl
Clclccec(Cl)cl-
34 Kao 9 12 4.92 ¢1noc(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clccc([N+](=0)[O-])ccl
35 Liao 10 19.52 4.71 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clcccccl
36 Liao 11 5.2 5.28 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1ICCN(CC1)C(=0)clccccclC
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Tabla 12 (continuacion). Valores de Clso y su respectivo valor de -log(Clso) para los compuestos reportados
en la literatura.

. Clso ..
Entrad L d Cl Cddigo SMILES
ntrada Ligando (uM) pClso odigo
37 Liao 12 14.96 4.83 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clcc(cccl)C
38 Liao 13 5.87 5.23 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clcec(cc1)C
39 Liao 14 493 5.31 Clclcccec1C(=0)N1CCN(CC1)clccc([N+](=0)[O-])cclCl
40 Liao 15 11.14 4.95 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clcc(Cl)cccl
41 Liao 16 7.66 5.12 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clccc(Cl)ccl
42 Liao 17 4.24 5.37 BrclccccclC(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[O-])cclCl
43 Liao 18 11.28 4,95 Brclcc(cccl)C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[0-])cciCl
44 Liao 19 7.85 5.11 Brclccc(ccl)C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[O-])cciCl
. Clclcc([N+](=0)[O-
45 liao20 62 >-21 1)cccINICCN(CC1)C(=0)cleccecl[N+](=0)[0-]
. Clclcc([N+](=0)[O-
Liao 21 27.1 .
46 180 719 457 1)cccIN1CCN(CC1)C(=0)cLec([N+](=0)[0-])ccel
. Clclcc([N+](=0)[O-
Liao 22 .01 .52
47 180 3.0 >3 1)cccINICEN(CC1)C(=0)clcec([N+](=0)[O-])ecl
48 Liao 23 4.72 5.33 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clccceclO
49 Liao 24 12.84 4.89 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clcccecIN
50 Liao 25 9.69 5.01 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clcceeciCC
. Clclcc([N+](=0)[O-
1 Liao 2 11. 4.94
> lao 26 >> 9 1)cccINICCN(CC1)C(=0)cleccec1C1CCCCCL
52 Liao 27 6.16 5.21 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clccceccl1OC
53 Liao 28 3.5 5.46  Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clccc(ccl)C#N
. Clclcc([N+](=0)[O-
>4 liao29  €6.03  4.18 1)cccIN1CCN(CC1)C(=0)clccc(ccl)C(0C)=0
55 Liao 30 0.65 6.19 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clic(ccccIN)C
. Clclcc([N+](=0)[O-
>6 liao3l 328 548 1)cccIN1CCN(CC1)C(=0)clc(ccecd [N+](=0)[0-])C
57 Liao 32 1.07 5.97 Brclccec(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clccc([N+](=0)[O-])cclCl
58 Liao 33 0.52 6.28 Clclccec(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[O-])ccicl
59 Liao 34 4.88 5.31 Clclcc([N+](=0)[0-])cccINICCN(CC1)C(=0)clc(ccecclC)C
60  Liao35 211 568 Clelec([N+)(=0)(0-

1)cccIN1CCN(CC1)C(=0)clccc([N+](=0)[0O-])cclC
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Tabla 12 (continuacion). Valores de Clso y su respectivo valor de -log(Clso) para los compuestos reportados
en la literatura.

. Clso Ly
Entrada Ligando (uM) pClso Cédigo SMILES
61 Liao 36 59 554 Brclcec(C)c(cc1)C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[O-
) ccicl
. Brclcc([N+](=0)[O-
62 tao37 123 591 ])ccc1C(=0)N1CCN(CC1)clecce([N+](=0)[0-])cclCl
63 Liao 38 5.33 5.27  Brclec(F)c(ccl)C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[O-])cciCl
. Clclcc(cc(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[O-
64 Lia0 39 0.27 6.57 J)cc1Cl)CHN
65 Nucleozin 0.06 799 Clclcc([N+](=0)[0-])cccIN1CCN(CC1)C(=0)clc(noclC)-
(nlz) clcceecl
Sul Clclccccecl-
6 @os1) %7 T noc(C)e1C(=0)NICEN(CCT )l ecc(IN+](=0)[0-])ccldl
67 Su 10 19.5 471 Clclccec([N+](=0)[0-])cIN1CCN(CC1)C(=0)clc(noclC)-
(9168) clcccecl
68 Su?2 13 5 89 Clclcc([N+](=0)[0-]1)cccIN1CC(N(CC1)C(=0)clc(noclC)-
(4332) ) ) clcceecl)C
Su 3 Clclcccccl-
9 pumo 2 > lnoc(C)elC(=0)N1CEN(CCL)clece(Cl)cc[N+](=0)[0-]
70 Su4d 19 5.92 olnc(-c2ccccc20C)c(C(=0)N2CCN(CC2)c2ccc([N+](=0)[O-
(3822) ) ) ])ec2)caC
71 Su5 5 5.30 Clclccec(Cl)cl-
(6074) ) ¢1noc(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clcec([N+](=0)[0O-])ccl
Su6 Clclcccecl-clnoc(C)c1C(=0)NICCN(CC1)clc([N+](=0)[O-
72 (0927) 14 4.85 ])cceelcl
Su7 Clclcceecl-
73 (0131) 17.5 4.76  clnoc(C)c1C(=0)N1CCN(CC1)clcc(N2CCCC2)c([N+](=0)[0-
J)ccl
Su9 Clclcceecl-
ey P 48 h0c(C)c1C(=0)NICCN(CCT el ece([N+](=0)[0-])ccl
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Metodologia de sintesis de analogos de nlz

Sintesis del compuesto 13

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se disolvieron 6 mL de etilendiamina en 60 mL
de DCM seco en atmdsfera de nitrégeno y se anadid lentamente con una jeringa una
solucion de Boc,O en 60 mL de DCM. La reaccién se controlé por CCF (Cromatografia en
Capa Fina). Al final de la reaccidn, la fase orgdnica se lavé con 60 mL de agua dos veces con
salmuera, se secé sobre Na;SOs vy se filtré, el DCM se evapord en un evaporador rotatorio
y el producto se purificd por cromatografia en columna. Se obtuvo un sélido cremoso
blanco. Rendimiento del 60%. No se cuenta con espectroscopia.

Sintesis del compuesto 14

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se colocaron 647 mg del compuesto Il, se
anadieron 2 gotas de DMF seco y se colocaron en atmdsfera de nitrégeno, se afiadieron 10
mL de DCM seco, la mezcla de reaccién se enfrié en bano de hielo y a 350 °C. Se anadieron
lentamente 60 uL de cloruro de oxalilo y luego se dejo en agitacién durante 20 minutos.
Por otra parte, se prepard una solucion de 10 mL de DCM con 577 uL de TEA y 510 mg del
compuesto 13, y éste se agregd lentamente a la mezcla de reaccion y luego se dejo en
agitacién durante 30 minutos, luego, 20 mL de agua, se separaron las fases y la fase
organica se lavd una vez con 20 mL de solucién de Na;COs, una vez mas con agua y una
vez con salmuera. La fase orgdnica se secd sobre Na;S0y,, se filtro y el DCM se evapord en
un evaporador rotatorio. El compuesto se purificd por cromatografia en columna
(Hexano:AcOEt, 6:4). Se obtuvo sdlido blanco con 75 % de rendimiento. Compuesto 14:
p.f.: 160-161 °C; RMN-tH (400 MHz, DMSO-d6) & 8.40 (t, J = 5.59 Hz, 1H) 7.60 (dd, J = 6.7,
2.9 Hz, 1H), 7.71 — 7.64 (m, 2H), 7.54-7.46(m, 3H), 6.85 (t, J = 5.56 Hz, 1H), 3.25 (dd, J =
12.25, 6.18 Hz, 2H), 3.08 (dd, J = 12.28, 6.19 Hz, 2H), 2.52 (s, 3H), 1.38 (s, 9H). RMN-13C
(400 MHz, DMSO-d6) 6 169.91, 161.99, 160.61, 156.14, 130.43, 129.18 (2C), 128.66,
128.31(2C), 113.35, 78.19, 28.69, 12.26. EM (DART+) m/z (% intensity): 346 (40, M+), 290
(30), 246(100), 229 (13).

Sintesis del compuesto 15

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se disolvieron en 10 mL de DCM 2.3 mmol de la
N-Boc-N’-(4-nitroarillamina monoprotegida (compuestos 15, 20, 21) y se agregaron
lentamente 840 pL de MeSOszH. El final de la reaccidn se determiné por TLC en 5 minutos.
Se afiadié solucién saturada de Na,COs hasta pH > 8, se extrajo con DCM (2 X 10 mL), se
seco sobre Na;SO4 anhidro y se evapord hasta sequedad obteniendo un liquido incoloro
con 95 % de rendimiento. No se cuenta con espectroscopia.
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Sintesis del compuesto 11

En un matraz de fondo redondo de 10 mL se colocaron 272 mg del compuesto 26, 5 mL de
DMF, 196 mg del compuesto 13 y 308 mg de K,COs y se dejé en agitacion durante 72 hrs.
Se evaporé la DMF y luego se disolvié el producto crudo en 10 mL de AcOEt, se lavd dos
veces con 10 mL de agua y luego con 10 mL de salmuera. La fase organica se seco sobre
Na;S04, se filtro y el solvente se elimind en un evaporador rotatorio. El producto se
purificé por cromatografia en columna de gel de silice con DCM como fase movil. Se
obtuvo un sélido amarillo brilloso. Rendimiento de 63 %. Compuesto 11: m.p.161-162 °C;
RMN-H (400 MHz, DMSO-d6 + CDCI3) & 8.36 (br, 1H) 8.11 (d, J = 2.54 Hz, 1H), 8.00 (m,
1H), 7.67 (dd, J = 6.89, 2.54 Hz, 2H), 7.46 - 7.37 (m, 3H), 6.81 (d, J = 9.23 Hz, 1H), 6.62 (br,
1H), 3.55 (dd, J = 11.21, 5.5 Hz ,2H), 3.46 (dd, J = 11.01, 5.45 Hz ,2H), 2.54 (s, 3H). RMN-3C
(400 MHz, DMSO-d6 + CDCI3) & 170.32 (d, J = 6.51 Hz), 163.19, 160.3, 149.66, 136.66,
130.12, 128.74 (2C), 128.43, 128.22 (2C), 125.37, 124.97, 117.56, 112.70, 109.14, 43.46,
38.45, 12.31. EM (DART+) m/z (% intensity): 403 (15, M+2), 401 (47, M+), 333(42), 260
(100).

Metodologia de evaluacion bioldgica de analogos de nlz

Se sembraron células de rifién canino Madin-Darby (MDCK) a razén de 104 células por
pocillo, en placas de 96 pocillos, en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con -L-glutamina 4 mM, piruvato de sodio 1 mM, penicilina 50 U/ml, 50
ug/ml de estreptomicina y suero de ternera fetal (FCS) al 10 %, y se incubo durante 24 h a
37 °C. El medio se retiré y las células se infectaron durante 1 h a 37 °C con la cepa
A/Caledonia HIN1 del virus de la gripe A, a una concentracion de 0,001 unidades
formadoras de placa (PFU, Plague-Forming Unit) por célula. Se retird el inéculo y se
anadieron a las células diferentes concentraciones de nlz o sus andalogos, previamente
disueltos en DMSO, (de 1 uM a 10 uM), diluidas en DMEM sin suero, y se incubaron.
Después de 48 horas, se retiraron los sobrenadantes, se congelaron a -20 °C y luego se
titularon en una nueva placa de 96 pocillos con MDCK y se incubaron durante 1 hora. a 37
°C. Se retiré el indculo, se afiadio DMEM sin suero a las células y se incubaron durante 72
horas. a 37 °C. Se retird el medio, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% y se
permeabilizaron con metanol-acetona 1:1. Luego, se realizé un ensayo ELISA en las células
fijadas-permeabilizadas, utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para la
proteina viral interna M1 (ATCC; HB-64), seguido de un anticuerpo policlonal secundario Ig
de cabra anti-ratdn conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP, Horseradish
Peroxidase en inglés) (Jackson). La reaccidn se desarrollé con el sustrato diclorhidrato de o-
fenilendiamina (Sigma) y se leyd en un lector ELISA (Biotech) a 490 nm. La intensidad de la
sefial se correlaciona con la cantidad de M1 producida durante la infeccidén. En todos los
pasos, DMEM sin suero contenia 1 pg de tripsina tratada con L-1-tosilamida-2-
feniletilclorometilcetona (TPCK; Sigma) para la activacién de la infectividad del virus. Todos
los reactivos de cultivo de tejidos eran de GIBCO.”*
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ANEXOS
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Summary
The effect of piperazine modification in the nucleozin (nlz) structure on anti-influenza activity was
studied. A group of molecules with modifications in the piperazine ring including rigid, flexible
changes, with modifications in the nitrogen atoms and in the number of spacer carbons between .
them was proposed. Docking studies indicate that the piperazine and the orientation of the
ata curation
nitrogen atoms are necessary to stabilize the ligand within the recognition site. QSAR models

allowed the prediction of antiviral activity with metrics of r? = 0.93, g%qy e = 0.57 and g%, =

0.56, for the best model. The synthesis and in vitro biological evaluation of analogs were also olooular d
Molecular deseriptors
carried out. Finally, it was observed that the absence of nitrogen decreases the solubility and mm,lammp
Training / Internal Validation

increases the lipophilicity, so they have an important role in bioavailability. l
Introduction , Tisternal Velidation
Nucleoprotein (NP) is an attractive bialogical target for antiviral agents

against influenza. Currently, there are several nucleoprotein-directed
ligands such as nucleozin (nlz), an amide derived from piperazine, from
which a series of derivative analogs with anti-influenza activity have been
published. The binding sites of the protein with one of the ligands are -
formed by the groove that forms between residues Y289/N309 and the

loop formed by residue Y52 and its neighboring residues.The main

interactions are between the terminal aromatic segments and there is little

relevant information about the role of piperazine, where it seems that it

only plays a spacer role. In this work, the effect of the modification in the Results for docking

piperazine system on the structure of nucleozin (nlz) and its effect on
antiviral activity is studied

Aplivability domain definition

Figure 2. Workflow to perform the QSAR model
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Figure 1. Methodology proposed in this work
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Conclusions

Piperazine is essential to maintain the proper conformation of the ligand within the recognition site. In the
conformational aspect, the coupling study indicates that the gecmetry due to the piperazine nitrogen
atoms is crucial to maintain the proper conformation, the substitution of these atoms by carbon atoms
generates geometry changes, in addition, the calculation of descriptors indicates that the absence of
nitrogen decreases solubility and increases lipophilicity, so these atoms have an important role in
bioavailability. Modification of the methylene bridge of diazabicyclic compounds is not suitable for
improving sclubility or for increasing potency. This is because this change changes the conformational

-ome 71 & = Obie (8] =0k 5 preference, increases steric hindrance, and increases lipophilicity. The QSAR models obtained will make it

Pressri of rtregen e possible to predict the antiviral activity of the proposed molecules and guide efforts to synthesize other

analogs. Future modifications will seek to improve solubility without losing the necessary lipophilicity to

Figure 1. Compounds proposed in this work to study the influence of interact with the recognition site. The biological results show that compounds 9 and 10 are less active than
nucleozin piperazine on antiviral activity. nlz and the calculation of descriptors shows that their solubility is low.
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Abstract

The infection caused by the influenza virus is a latent tret. The limited access to vaccines
and approved drugs highlights the need for additional antiviral agents. Nucleozin and its
analogs have gain attention for their promising anti-influenza activity. To contribute to the
advancement of the discovery and design of nucleozin analogs, we analyzed piperazine-
modified nucleozin analogs to increase conformational freedom. Also, we describe a new
synthetic strategy to obtain nucleozin and its analogues, three molecules were synthesized
and two of them were biologically evaluated in vitro. Although the analogues were less
active than nucleozin, the loss of activity highlights the need for the piperazine ring to main-
tain the activity of nucleozin analogs. Interestingly, this result agrees with the prediction of
anti-influenza activity made with a QSAR model presented in this work. The proposed
model and the synthetic route will be useful for the further development of nucleozin analogs
with antiviral activity.

Introduction

Influenza is a highly contagious viral infection caused by a single-stranded negative-sense
RNA virus of the Orthomyxoviridae family. This infection affects the respiratory system of the
host, affecting the nasal pharyngeal mucosa, bronchi, and pulmonary alveoli. The symptoms
of influenza are similar to the common cold; however, influenza can be deadly, especially in
vulnerable groups. The mutation rate of the influenza virus; the high frequency of genetic rear-
rangement; and the antigenic changes in viral glycoproteins challenge the control of infections,
causing even zoonotic interactions, such as avian influenza (H7 and H9) and swine influenza
(Cal/09), with high potential for a pandemic threat. Pharmacological therapy is available.
Rimantadine is used to treat or prevent the infection of seasonal influenza (Influenza B), and
oseltamivir, peramivir, zanamivir are preferred for influenza (influenza A) that has reached
epidemic and pandemic levels [1]. Furthermore, emergent strains are potentially life-
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threatening illnesses. Therefore, fostering the discovery and development of new therapeutic
antiviral agents is paramount. Efforts in that direction led to the discovery of nucleozin (nlz), a
potent inhibitor of influenza A virus infections in in vitro and in vivo assays [2,3]. Nlz, a piper-
azine amide, and the corresponding analogs induce the aggregation of nucleoprotein (NP), a
protein that plays an essential role on the virus replication cycle. Three-dimensional structures,
obtained by X-ray crystallography, of nlz and the analog named Gerritz 3 bound to NP, have
been reported in the literature, PDB ID: 3RO5 [4] and PDB ID: 5B7B [5], respectively. In the
case of Gerritz 3, the three-dimensional structure shows a dimeric complex formed by two NP
monomers bridged symmetrically by two molecules of compound Gerritz 3 [2(Gerritz
3):2NP]. In turn, the complex with nlz is belonging formed by six NP monomers and two nlz
molecules (2nlz:6NP). These complexes precipitate in the nucleus of the host cell. They do not
migrate to the cytoplasm, where it is necessary to form ribonucleoprotein (RNP) and the sub-
sequent assembly of viral structures.

Influenza inhibitors targeting viral RNP constituent proteins have been recently reviewed
[6,7]. Among the most promising targets is described NP, being nlz the representative inhibi-
tor of this system. Recent strategies involve computational methodologies, such as virtual
screening, similarity searches, and pharmacophore modeling.

Notably, nlz is an influenza inhibitor (ICsq = 0.06 uM) [2], more potent than oseltamivir
(ICs5p = 1-10 pM), an approved drug for the treatment of influenza infections [8]. In addition,
the median toxic concentration (TCsy) of nlz and analogs is greater than 250 uM. Thus, nlz
and analogs are good drug candidates with a wide therapeutic window. To contribute to this
area, here we report a novel synthesis of three nlz analogs, and the in vitro evaluation of two of
those molecules. In addition, considering these molecules and nlz analogs reported in the liter-
ature, we present the development of predictive models of activity.

Materials and methods
QSAR models

The workflow to develop predictive models of nlz analogs with antiviral activity is shown in
Fig 1 and consists of the following steps. Associated script can be found in the Supporting
Information.

Data compilation

The structures of nlz analogs were collected from the literature using the keyword “nucleozin” in
SciFinder. The noncurated database consisted of 105 molecules; after the removal of datapoints
without activity values, a final set contained 74 molecules. The biological activity reported for all
these molecules was evaluated in the Plaque Reduction Assay (PRA) with the A/HIN1/WSN/33
strain [2,4,9]. The antiviral ICs, values were transformed to molar units and then to -log(ICs);
this data is presented in supporting information in S1 Table in S1 File. ChemBioDraw Ultra 13.0
[10] was used to build the structures. Protonation states were assigned at pH = 7.0, and the struc-
tures were energy minimized with FEMM94x forcefield in MOE 2022.10 [11,12].

Molecular descriptors. 4185 2D and 3D molecular descriptors were calculated with the
software DRAGON (version 7) [13]. Eight additional descriptors (SLogP, Log S, lip_acc, lip_-
don, TPSA, Weight, b_rotN, b_rotR) were calculated with MOE 2019.10. and analyzed to
assess ADME properties.

Feature selection and model training. The dataset (.csv file format) containing the molec-
ular descriptors and activity values was imported into a notebook in Google Colaboratory
(Colab) [14,15]. The modules NumPy [16], Matplotlib [17], Pandas [18,19] and Sci-kit Learn
[20] were used for data handling, analysis, visualization, and for the generation of the supervised
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Fig 1. Workflow of the QSAR model.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.9001

machine learning regression models. First, the data was split into training and test sets using a
stratified split. The training and test sets contain 55 and 19 molecules, respectively. The descrip-
tors with variance equal to cero, were removed with the algorithm VarianceThreshold, then, the
descriptors were scaled with the STDScaler. Then, 70 descriptors relevant to the activity predic-
tion were filtered using the Feature Selection (FS) algorithm from scikit-learn, using the meta
transformer SelectFromModel, and the RandomForest Regressor as a base estimator. The fea-
ture selection step was next, using Principal Component Analysis (PCA) with 16 Principal Com-
ponents and SVR (Support Vector Regressor) as the algorithm of regression for the training.

Model validation. Goodness-of-fit was measured with the coefficient of determination r*.
Cross-Validation leave-many-out with 10 folds (CV-LMO, folds = 10), @’ cv-rmnos and Y-
scrambling were performed to evaluate the robustness of the model. Lastly, the external valida-
tion, q’ye allowed us to assess the predictive power.

Synthesis of nucleozin and analogs

The chemical structures and numbering of the nlz analogs studied in this work are shown in
Figs 2-5 and described in the Results section and the details of the synthesis can be found in
the Supporting information section.
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Fig 2. Analogs proposed in this work to study the influence of the piperazine moiety over the antiviral activity within the nucleozin derivatives.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.9002

Biological evaluation

A modified antigen-reduction assay was used to determine the activity nlz and their analogues
[21]. Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells were seed at 104 cells per well, in 96-well
plates, in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 4 mM -L-gluta-
mine, 1 mM sodium pyruvate, 50 U/mL penicillin, 50 pg/mL Streptomycin and 10% fetal calf
serum (FCS), and incubated for 24 hr at 37 °C. The medium was retired, and cells infected for
1 hr a 37 °C with the influenza A virus strain A/Caledonia HINI, at a concentration of 0.001
plaque forming units (PFU) per cell. The inoculum was retired, and different concentrations
of nlz or their analogues (from 1 uM to 10 uM), diluted in DMEM without serum, added to
the cells, and incubated. After 48 hrs, the supernatants were removed, frozen at -20 “C and
then titrated in a new 96-well plate with MDCK and incubated for 1 hr at 37 °C. The inoculum
was retired, DMEM without serum added to the cells and incubated for 72 hrs at 37 °C. The
medium was retired, the cells fixed with 4% paraformaldehyde and permeabilized with metha-
nol-acetone 1:1. Then, an ELISA on the fixed-permeabilized cells was performed, using a
mouse monoclonal antibody specific for the internal viral protein M1 (ATCC; HB-64), fol-
lowed by a secondary polyclonal antibody goat anti-mouse Ig’s conjugated with horseradish
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peroxidase (HRP) (Jackson). The reaction was developed with the substrate o-phenylenedia-
mine dihydrochloride (Sigma) and read in an ELISA reader (Biotech) at 490 nm. The intensity
of the signal correlates with the amount M1 produced during the infection. In all the steps,
DMEM without serum contained 1 pg of L-1-tosylamide-2-phenylethyl chloromethyl ketone-
treated trypsin (TPCK; Sigma) for activation of the virus infectivity. All tissue culture reagents
were from GIBCO.

Results and discussion

Nlz analogs, shown in Fig 2, have structural variations in the piperazine ring. Compounds 1
and 2 are analogs with the introduction of the 2,5-diazabicycle[2.2.1]heptane (DBH) system,
where compound 1 corresponds to the (15,4S) diastereomer and compound 2 corresponds to
the (1R,4R) diastereomer. This system has been introduced in a variety of compounds [22]
with antiparasitic [23], antibiotic [24], and anticarcinogenic activity [25]. It has been suggested
that compounds with the DBH system have a better binding ability, compared to the pipera-
zine analogs, due to the rigidity of the bicycle ring. The diamine system of 2,5-diazabicyclo
[2.2.1]heptane is traditionally included in screening libraries as a rigid counterpart of the flexi-
ble piperazine ring [26-30]. Compounds 3 and 4 exemplify flexible ligands by substituting the
piperazine ring for an ethylenediamine functional group. To assess the role of the nitrogen
atoms in the piperazine, we analyzed compounds 5, 6, 7, and 8. These molecules allowed us to
investigate the relevance of the distance among the nitrogen atoms of the piperazine by dimin-
ishing the number of carbon atoms between them.
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Molecular descriptors

Molecular descriptors can be informative of ADME profiles. Here we calculated descriptors
with relevance in ADMET properties, with the software MOE 2022.10 [11] (see Supporting
information). S1 Fig in S1 File shows a comparison of SlogP and logS values. The SlogP corre-
sponds to the octanol/water partition coefficient, calculated for ~7000 structures [31], and is a
measure of lipophilicity. logS is the log of the aqueous solubility (mol/L) calculated from a lin-
ear model. It is known that lipophilicity greatly impacts ADME properties due to its effect on
solubility, plasma protein binding (PPB), metabolic clearance, the volume of distribution, and
enzyme/receptor binding, among other pharmacological properties. Thus, as lipophilicity
increases, solubility decreases, and the solubility increases as the logS increases (more
positive).

S1 Fig in S1 File, shows the SlogP and logS for nlz and other commercial antivirals used for
the treatment of the influenza infections, such as oseltamivir, zanamivir, amantadine, and
rimantadine. Broad spectrum antivirals, such as arbidol and acyclovir, foscarnet, peramivir,
remdesivir, nirmaltrevir or ritonavir, are also shown. To note, naproxen, acetaminophen, and
chlorpheniramine are other drugs used in combination with antivirals to treat influenza
infections.

The calculated values of SlogP for nlz and Gerritz 3 are 4.17 and 4.18, respectively. These
are higher values compared to those of commercial anti-flu drugs, amantadine, rimantadine,
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Fig 5. Synthesis of compound 11.
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of nlz is also greater than that of naproxen, acetaminophen, and chlorpheniramine. Not sur-
prisingly, nlz and Gerritz 3 have low aqueous solubility compared with rimantadine, amanta-
dine, oseltamivir, and zanamivir. Nlz is also less soluble than naproxen, acetaminophen, and
chlorpheniramine. Thus, although the high lipophilicity is the molecular characteristic that
allowed the ligand to interact with the recognition site, this can also be undesirable in terms of
pharmacokinetics and ADME properties due to low solubility. Nonetheless, arbidol and acy-
clovir, broad-spectrum antivirals, have higher lipophilicity than nlz and Gerritz 3 and low sol-
ubility values.

S2 Fig in S1 File compares SlogP and logS for relevant modifications in nlz structure. S3
and $4 Figs in S1 File show the chemical structures for the analogs mentioned above. Modifi-
cations in isoxazole-4-caboxamide moiety have been reported in the literature. Derivatives of
1H-1,2,3-triazole-4-carboxamide are more soluble than nlz, even more than the 1H-pyrazol-
4-carboxamides and phenyl-carboxamides derivatives. In an analog reported by Liao et al.
[32], the absence of the isoxazol ring makes it less lipophilic and more aqueous soluble. In
turn, changing the nitrogen atom of the aniline group for a methine group decreases the solu-
bility and increases the lipophilicity [9].

S5 Fig in S1 File shows that compounds 1 and 2 are less soluble (logS = -6.57) than nlz (logS
=-6.18) due to the introduction of the methylene bridge, compounds 3 and 4 were slightly
more soluble (logS = -6.08 and -6.05, respectively). When the nitrogen atoms are removed in
the piperazine moiety the value of logS diminished (logS = -6.61 for ligand 5 and -6.65 for
compound 6), the enolic tautomeric form of the compound 6 is more soluble than nlz (logS =
-6.11) and for the case of the compound 7 are even less soluble with logS = -7.66 for the keto
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form and -7.12 for the enol form. Even with NH groups, compound 8 is less soluble (logS =
-6.51) than nlz. Thus, the nitrogen atoms have an essential contribution to solubility.

QSAR models

The distribution of ICs, antiviral activity values of our curated dataset is shown in Fig 6. Activ-
ity values range from 4.2 to 7.4. The activity values of training and test sets lie within the same
range.

In the preprocessing stage, features with low variance (zero or near to zero) were removed.
Then, we transformed all the remaining features to have equal variance. By scaling the features,
one gives an equal chance to all the features to influence the model. Thus, the standardized
data can be informative. We employed StandardScaler as scaling algorithm. As a next step, we
selected the most relevant features by assessing their importance using the meta-transformer
SelectFromModel, alongside the estimators listed in S2 Table in S1 File. To limit the number
of features, we first explored the best base estimator with the meta-transformer SelectFrom-
Model; then, we fine-tuned this base estimator with the hyperparameters listed in S3 Table in
S1 File. Lastly, the number of features was evaluated from 20 to 600 (S4 Table in S1 File), and
the best models were obtained with 60 to 70 features.

The models were further refined with hyperparameter tuning [20]. The number of trees in
the random forest varied from 50 to 5000. Above 600 trees, the statistics of the models were
consistently improved (S3 Table in S1 File).

Max_depth, is the maximum depth of the tree. The default value is None, and then nodes
are expanded until all leaves are pure or until all leaves contain less than min_samples_split
samples (the hyperparameter min_samples_split is the minimum number of samples required
to split an internal node, the default value is 2). Max_depth was used in an interval between 1
and 150 (S3 Table in S1 File). Here, the best statistics were reached at max_depth = 50.

14
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10

fraction

[/ test
/) train

Count

51 5.4 5.8 6.1 6.4 6.7 7.1 7.4

42 45 a8
Activity (plCs)
Fig 6. Distribution of pIC50 values for nucleozin derivatives. Molecules in the training set are shown in orange, and

molecules in the test set are shown in gray. The inhibitory potency of the test set falls within the interval of pIC50
values of the training set.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.9006
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Table 1. Search for the best regressor algorithm for training.

Model Regressor r

1 LinearRegression 0.7706
2 Ridge 0.7823
3 Lasso 0.1625
4 ElasticNet 0.7556
5 BayesianRidge 0.7685
6 SGDRegressor 0.7542
7 KNearestNeighborRegressor 0.5791
8 SVR 0.9141
9 NuSVR 0.9103
10 LinearSVR 0.7275
11 DecisionTreeRegressor 1.0

12 RandomForestRegressor 0.9112
13 MLPRegressor 0.9405

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.t001

The hyperparameter Min_samples_leaf is the minimum number of samples required at a
leaf node. A split point at any depth will only be considered if it leaves at least min_sample-
s_leaf training samples in each of the left and right branches. The default value is 1. In the
model, Min_samples_leaf was tested in an interval between 2 and 20 (S3 Table in S1 File).
Here, the best statistics were reached at Min_samples_leaf = 8.

The hyperparameter min_impurity_decrease refers to a float value, and the default value es
equal to 0.0. A node will be split if this split induces a decrease of the impurity greater than or
equal to this value. It took values between 1.0E'° and 2.0 (S3 Table in S1 File). Here, the best
statistics were reached at 1X10°°.

Lastly, warm_start is a hyperparameter with the Boolean value. The default is False; when
set to True, reuse the solution of the previous call to fit and add more estimators to the ensem-
ble; otherwise, just fit a whole new forest. Here, the best statistics were reached with True. All
the other parameters were left as default.

The selected 60 or 70 features were further selected using PCA, reasonably good models
contained 15 or more PC S5 Table in S1 File. After the preprocessing, models were generated
with several regression algorithms, listed in Table 1, exploring from linear regression to Ran-
dom Forest. Models with the best statistics were SVR and the variant NuSVR. Further refine-
ment was performed using hyperparameter tuning.

Using SVR, the following step consisted of hyperparameter tuning (Table 2). The hyper-
parameters analyzed were C (the regularization parameter) and max_iter. The first one, Cisa
parameter that determines the strength of the regularization; it must be positive, and higher
values of C correspond to less regularization. In these cases, the model tries to fit each data
point of the training set as best as possible. At the same time, with low values of the parameter
C, the algorithms put more emphasis on adjusting to the majority of data points [33]. The
default value is 1.0. Here, the best statistics were reached at 2.0 (model 16 in Table 2). The
hyperparameter max_iter is a hard limit on iterations within the solver; it is a positive integer
value or -1 for no limit (default value). For the best model, max_iter = 100 000.

In summary, the best model was developed with SVR, with the hyperparameters C = 2.0
and max_iter = 100 000. The statistics obtained for that model are summarized in Table 3, and
the code of Colab is available in the supporting information.

Fig 7a shows the distribution plot of the values predicted with the SVR model and the
experimental values, the train test is shown in blue, and the test set is shown in orange and is
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Table 2. Hyperparameter tuning for SVR regressor.

Model Hyperparameter r
C
13 0.1 0.2713
14 0.5 0.7681
15 1.0 (default) 0.9039
16 2.0 0.9270
17 3.0 0.9259
18 4.0 0.9393
19 5.0 0.9458
20 10 0.9594
21 20 0.9698
22 50 0.9878
max_iter

31 -1 0.908255
32 100 0.891469
33 1000 0.894005
34 10000 0.883529
35 50000 0.89358
36 100000 0.90203

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.t1002

defined by a linear correlation. Fig 7b shows the results of the Y-scrambling test with 150 itera-
tions (orange dots). As expected, the > obtained for the models generated after aleatorization
decreases. They show that the model’s performance is not due to chance. Fig 7c shows the
applicability domain using the Williams plot. Under that description, the model can define
most of the molecules. The statistics of the best model are r* = 0.94, q* = 0.60, and q*ex = 0.60.
The activity predicted for analogs 1-12 is shown in Table 4. Interestingly, Geritz 3 and nlz are
predicted more actives than the nlz analogs, in agreement with the preliminary experimental
data presented here.

Synthesis

The reported synthetic procedure for nlz using 1,2-dichlorobenzen [2] was not reproducible in
our lab. Thus, we designed a new method for the synthesis of nlz. The synthetic route is shown
in Fig 3. Compound 13 was mixed with the secondary amine 14 in DMF at 120 °C, in the pres-
ence of K,COs, to give compound 15 via a nucleophilic aromatic substitution reaction. The
subsequent deprotection of the N-Boc group with 5.5 equivalents of methane sulfonic acid in
dichloromethane yielded compound 16 quantitatively in five minutes. After this deprotection,
a solution of amine 16 was added to a solution of a mixed anhydride, generated in situ from
the carboxylic acid 17. It was treated with pivaloyl chloride in the presence of triethylamine, as
a base, in dry dichloromethane as the solvent; the consequent addition-elimination reaction
gave the nlz compound.

Table 3. Results for the support vector regressor.

r qZCV-LMO (Folds = 10) qzeXt
0.94 0.60 0.60
MSE 0.03 0.25 021

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.1003
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Fig 7. Results of QSAR model. a) Regression plot of the SVR model. The plot shows the predicted values by SVR
model against the experimental for the train set (in blue) and test set (in orange). b) Y-Scramble test for the predicted
model: In the plot is shown, in orange, the results of the qZCV_LMO values for randomized models and in blue the
@’cv-Lmo values for the true model (no randomized). ¢) Williams plot for the calculated model: The Applicability
Domain was calculated by the leverage method.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.g007

The structures of nlz and analogues were characterized by "H-NMR, ?*C-NMR, DEPT-
135, and the corresponding molecular weights were confirmed by DART mass spectrome-
try. The spectra and assignation of the signals are described in detail as Supporting
Information.

Table 4. Predicted activity for nucleozin analogues.

Compound Experimental Predicted
Nlz 7.22 6.69
Gerritz 3 7.39 7.19
compound 1 5.87
compound 2 5.86
compound 3 6.03
compound 4 5.50
compound 5 6.60
compound 6 6.59
compound 6 enol 6.59
compound 7 anti 6.04
compound 7 enol 6.25
compound 7 syn 5.86
compound 8 5.34
compound 9 5.54
compound 10 5.29
compound 11 4.90
compound 12 5.06

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.1004
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experiments were performed by infecting MDCK cells with the Influenza virus A/Caledonia HIN1, at a concentration

0f 0.001 pfu per cell in presence of various concentrations of nlz or analogs. After 48 hrs of incubation, the

supernatants were obtained and titrated in MDCK cells and incubated for 72 hrs. Cells were fixed-permeabilized and
an ELISA on the cells performed, using an anti- influenza M1 monoclonal antibody, followed by a goat anti-mouse Ig’s
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polyclonal antibody conjugated to HRP. After adding the substrate, the color intensity was read at 492 nm in an
automated ELISA plate reader. a) Evaluation of nlz. b) biological evaluation of the ligand 9. ¢) biological evaluation of
the ligand 10.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277073.9008

The same synthetic strategy was employed for the synthesis of compounds 9 and 10 (Fig 4);
for these compounds was used the amine (15,4S)-N-Boc-2,5-diazabicycle[2.2.1]heptane, N-
BocDBH, (19), reported previously, instead of the amine 14. Compound 9 was prepared from
2-chloro-4-nitrofluorobenzene (13), and compound 10 from the compound 4-nitrofluoroben-
zene (18).

A similar methodology was also used to obtain compound 11. The ethylenediamine was
mono protected using the Boc,O reagent to obtain compound 24 which was mixed with an
acyl chloride generated in situ from the carboxylic acid 17 treated with oxalyl chloride in dry
dichloromethane in the presence of triethylamine as a base, and drops of dimethylformamide,
rendering compound 25. Then, for the deprotection of the N-Boc group, the compound 25
was treated with methane sulfonic acid to form the primary amine 26, followed by a nucleo-
philic aromatic substitution, using 13 as an electrophile for obtaining the compound 11
(Fig 5).

Thus, here we employed a new route using 4-nitrofluroarenes as feedstock, which efficiently
led to nlz and some derivatives. The aromatic nucleophilic substitution of the fluor atom was
performed in dimethylformamide (DMF) as solvent at 120 “C. Some observations in the labo-
ratory indicated that it was not necessary to add DMF to the reaction mixture for the synthesis
of compound 20. For this reason, we carried out the reaction grinding in a mortar with a pes-
tle, for 15 minutes, the monoprotected diamine 19 and the compound 13, both in solid state,
in the presence of five equivalents of K,COj; as a base, without DMF. The reaction was moni-
tored by thin-layer chromatography (TLC), comparing the reaction mixture against the previ-
ously characterized compound 20, showing that most of the raw materials were transformed.
Compound 20 was obtained by the addition of 3 mL of hot ethyl acetate (AcOEt), filtered
through a small layer of Celite, recrystallized, and isolated from the mother liquor. By thin
layer chromatography, a product with a good degree of purity was observed, and the melting
point coincided with that reported m.p. = 199.7 °C. Thus, the substitution reaction can be car-
ried out under free-solvent conditions. Future experiments will be carried out to explore this
methodology as a potential synthesis route to new nlz derivatives.

Biological evaluation. The virus load starts to decline in the presence of 1uM of nlz and is
totally inhibited at 10 uM. Under the same conditions but in the presence of analogs 9 and 10,
viral growth was not inhibited, as is shown in Fig 8. It is possible that analogs 9 and 10 will
have viral inhibitory effects at larger concentrations. These results show that constraining the
core structure of nlz (analogs 9 and 10) results in the loss of activity. Interestingly, the QSAR
model developed here predicts the analogs 9 and 10 as less active, consistent with the experi-
mental observation.

Additional molecular modeling studies and experimental evaluation of other analogs will
provide information on structural modifications required for the improvement of antiviral
activity. QSAR models developed here will aid the synthetic efforts of new nlz analogs.

Supporting information

S1 File. Inhibitory activity data of the influenza A/WSN/33 (H1N1) virus, computational
details, and synthetic details.
(PDF)
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