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RESUMEN EJECUTIVO

A finales de 2019, en Wuhan-China emergié una enfermedad respiratoria humana
desconocida que se designd mas tarde como COVID-19, la cual es causada por un
nuevo coronavirus denominado SARS-CoV-2. La exploracion del genoma del SARS-
CoV-2 y el estudio de su ciclo de vida han permitido identificar potenciales dianas
farmacoldgicas, siendo una de las mas prometedoras la enzima ARN polimerasa ARN-
dependiente (RdRp), componente clave de la maquinaria de replicacion/transcripcion
del genoma viral. En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo
realizar el cribado virtual de inhibidores de la RdRp del SARS-CoV-2, con el fin de
identificar los mas apropiados segun las propiedades de su unién con la enzima. Un
andlisis de homologia empleando bases de datos de proteinas determiné que 65
polimerasas virales comparten similitud de secuencia, estructura secundaria 0 ambas,
con la correspondiente al SARS-CoV-2, mientras que el alineamiento multiple de sus
secuencias permitio establecer que el sitio activo de la enzima es altamente conservado.
Adicionalmente, empleando el software GOLD se realizaron ensayos de acoplamiento
molecular con dos sitios objetivo identificados en la enzima, uno correspondiente al
sitio activo y otro a un sitio alostérico tedrico, en los cuales se probaron un total de 285
compuestos. De este modo, se tuvo como resultado que los compuestos R7112, 23E y
Lopinavir en el sitio activo; y Favipiravir, Triparanol y Anagliptin en el sitio alostérico,
parecen ser potenciales inhibidores de la RdRp y por lo tanto, pueden ser candidatos

para el disefio de farmacos para el tratamiento del COVID-19.

Palabras clave: SARS-CoV-2, ARN polimerasa ARN-dependiente, cribado virtual,

virus patdgenos humanos, inhibidores enzimaticos, disefio de farmacos.
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ABSTRACT

In late 2019, an unknown human respiratory disease, later designated as COVID-19,
emerged in Wuhan-China, caused by a new coronavirus denominated SARS-CoV-2.
The exploration of the SARS-CoV-2 genome and the study of its life cycle have made it
possible to identify potential pharmacological targets. One of the most promising is the
RNA-dependent RNA polymerase enzyme (RdRp), a key component of the viral
replication/transcription mechanism. In this context, the goal of this research was to
perform the virtual screening of SARS-CoV-2 RdRp inhibitors, in order to identify the
most appropriate according to the properties of their binding affinity to the enzyme. A
homology analysis using protein databases determined that 65 viral polymerases share
sequence similarities, secondary structure or both, with that of SARS-CoV-2, while
their multiple sequence alignment showed that the RdRp active site is highly conserved
across species. Additionally, using GOLD, molecular docking essays were performed
with two target sites identified in the enzyme, one corresponding to the active site and
the other to a theoretical allosteric site, in which a total of 285 compounds were tested.
Thus, the results show that the compounds R7112, 23E and Lopinavir bind to the active
site, while Favipiravir, Triparanol and Anagliptin bind to the allosteric site could be
potential inhibitors of RdRp and therefore, candidates for the development of drugs to
treat COVID-109.

Keywords: SARS-CoV-2, ARN polymerase ARN-dependent, virtual screening, human

pathogenic viruses, enzyme inhibitors, drug development.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

1.1.1 Introduccion

A finales de 2019 una enfermedad respiratoria humana desconocida emergio en Wuhan,
Republica Popular China y fue designada mas tarde, en febrero de 2020 por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como COVID-19, que es la abreviatura de
coronavirus disease 2019 (Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacion
Mundial de la Salud, 2020). Se descubrié que esta enfermedad es causada por un
nuevo coronavirus relacionado con algunos miembros de la familia de Betacoronavirus
e identificado por el Comité Internacional sobre la Taxonomia de los Virus (ICTV)
como “Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Severo Agudo” o SARS-CoV-2.
Posteriormente, el 11 de Marzo del 2020, el COVID-19 fue declarado pandémico por la
OMS debido a su rapida propagacién alrededor de todo el mundo y que actualmente

continta en avance, amenazando gravemente a la salud publica (Gao et al., 2020).

Segn un reporte epidemiolégico de la enfermedad por coronavirus COVID-19,
publicado por la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), hasta el 22 de Agosto
de 2020 en todo el mundo se habian notificado mas de 23 millones de casos
confirmados que incluian 795.000 muertes dentro de 216 paises, areas o territorios.
Estos datos muestran que desde el 23 de Junio del 2020, fecha en la cual se actualizaron
los datos de la epidemia, el nimero de casos confirmados a nivel global se incrementd
un 158% en tanto que las muertes aumentaron un 72%. Tal como indica este mismo
reporte, la mayoria de los casos corresponden a la region de las Ameéricas
principalmente y otra fraccion importante, a la region del Sudeste Asiatico (OPS/OMS,
2020).

Cabe recalcar que, a pesar de que la region de las Américas representa solamente el
13% de la poblacion mundial, segin datos de la OPS/OMS (2020), entre Junio y
Agosto del presente afo, el 60% de los casos y el 64% de las muertes confirmadas,

notificadas en todo el mundo se presentaron en esta zona del planeta. Bajo éste



contexto, dentro de la region de las Ameéricas, los paises que se han mostrado mas
afectados y por lo tanto presentan la mayoria de los nuevos casos y muertes reportadas
son: Estados Unidos, Brasil y México. Por otro lado, en Ecuador segun cifras
publicadas por el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI), hasta el
20 de Noviembre de 2020 se han confirmado mas de 183.800 casos y 13.095 personas
han fallecido, siendo las provincias de Pichincha, Guayas, Azuay y Manabi las que
reportan el mayor porcentaje de los contagios. Esta informacion indica que la tasa de
mortalidad en Ecuador es de alrededor del 7,12%. Por su parte, en Tungurahua hasta la
misma fecha se notificaron 6.418 casos representando el 3,5% del total dentro del pais
(Ministerio de Salud Publica, 2020).

1.1.2 SARS-CoV-2

A partir de un analisis filogenético se determin6 que el SARS-CoV-2 taxondmicamente
pertenece al orden de Nidovirales, sub-familia Orthocoronavirinae, familia
Coronaviriade y género Betacoronavirus (Reina, 2020). Los coronavirus son virus
relativamente largos cuyo genoma se compone de ARN de una sola hebra positiva
encapsulado al interior de una membrana que lo envuelve. Esta membrana viral esta
constituida de glicoproteinas a manera de espigas que le confieren su caracteristica
apariencia de corona (Liu et al., 2020). Algunas de las particularidades que determinan
la patogenicidad de los coronavirus son sus habilidades para mutar rapidamente asi
como la posibilidad de adaptarse a diferentes situaciones epidemioldgicas (Helmy et
al., 2020). Los coronavirus infectan a vertebrados, tanto humanos como animales y
ademas tienen la capacidad de movilizarse entre un amplio rango de hospederos incluso
traspasando las barreras entre especies (Gorbalenya et al., 2020). Se han establecido
cuatro clases de coronavirus designados como alfa, beta, gamma vy delta, de los cuales

solo los alfa y beta infectan a mamiferos (Liu et al., 2020).

Antes de la aparicion del virus SARS-CoV-2, se habian reportado Unicamente seis tipos
de coronavirus capaces de afectar humanos, identificados como: HCoV-229E, HCoV-
0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV y MERS-CoV, de los cuales los cuatro
primeros son los responsables de aproximadamente el 30% de los casos de gripe comUn
registrados (Komabayashi et al., 2020), mientras que los dos restantes han emergido

hace relativamente poco tiempo causando epidemias con porcentajes de mortalidad
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considerables. Para el caso del SARS-CoV que emergio entre 2002 y 2003, éste posee
una tasa de mortalidad del 9,6% mientras que el MERS-CoV surgido en 2012 muestra
una mortalidad asociada del 34,3% y se encuentra activo hasta la actualidad. A pesar de
que tanto el SARS-CoV como el MERS-CoV provocan enfermedades severas y son
altamente patogénicos (Helmy et al., 2020), su relevancia no ha trascendido debido al
reducido nimero de pacientes afectados en comparacion con el recién descubierto
SARS-CoV-2 causante del COVID-109.

Una caracteristica relevante de los coronavirus segun Masters (2006), es el tamafio de
su genoma, siendo los mas grandes entre todos los virus de ARN, lo cual implica una
capacidad de codificacién expansiva que requiere diversas estrategias de expresion
génica que no se han comprendido del todo. El genoma del SARS-CoV-2 es de 30kb y
su secuenciacién ha revelado que posee 14 marcos de lectura abierta (ORFs). El
ORF1a/ORFlab del extremo 5" codifica para 16 proteinas no estructurales que son
procesadas por auto-protedlisis 'y que conforman el complejo de
replicacion/transcripcion (Rangan et al., 2020). Este complejo esta constituido por
multiples enzimas dentro de las cuales se incluyen una proteasa similar a papaina
(PLpro), una proteasa similar a quimiotripsina (CLpro), una proteasa principal (Mpro),
el complejo de primasas Nsp7-Nsp8, una ARN polimerasa ARN-dependiente (RdRp),
una proteina helicasa/trifosfatasa y una exoribonucleasa. Por otra parte en el extremo 3”
se ubican los 13 ORFs adicionales expresados a partir de ARN sub-genémico (Helmy
et al., 2020). En esta seccion se codifican las proteinas estructurales como las que
componen la espiga, envoltura, membrana y nucleocépside al igual que otras proteinas

accesorias (Gordon et al., 2020).

Por otra parte, el ciclo de vida del SARS-CoV-2 comprende una serie de etapas que
inician con la invasion a la célula huésped mediada por la proteina S, que es una
proteina estructural glicosilada que conforma la espiga del virus y que esta involucrada
en la union al receptor ACE2 (enzima convertidora de angiotensina) del huésped,
localizado en la superficie de la membrana celular (Choudhary, Malik, & Tomar,
2020). La proteina S también interactlia con la proteina transmembrana serina proteasa
2, conocida como TMPRSS2, asociada al ingreso del virus en la célula. Por lo tanto, la
proteina S es responsable de la patogenicidad del virus y es una de las mayores
inductoras de la respuesta inmunologica en el hospedero (Guy, DiPaola, Romanelli, &
Dutch, 2020). Una vez al interior de las células, el genoma viral es transcrito en forma

3



de ARN de una sola hebra y traducido a poliproteinas del complejo de
replicacion/transcripcion mediante la maquinaria traduccional endogena del huésped.
Seguidamente, estas son procesadas por proteasas virales para generar proteinas
efectoras funcionales (Sanders, Monogue, Jodlowski, & Cutrell, 2020). A
continuacion, la enzima viral ARN polimerasa es la encargada del proceso de
replicacion y transcripcion para llevar a cabo la sintesis de maltiples copias del ARN
genomico (Liu et al., 2020). Una vez replicado el genoma, los viriones o particulas
virales son ensamblados y se producen nuevos virus que seran exportados mediante
sistemas exociticos a partir de lo cual, muchas més células pueden ser infectadas (Guy
et al., 2020).

1.1.3 Analisis de homologia

La homologia entre secuencias, ya sea de aminoacidos o de nucledtidos permite
reconocer una ascendencia evolutiva comdn a partir de andlisis computacionales. Los
métodos mas comunes emplean algoritmos que pueden facilitar el descubrimiento de
funciones proteicas a partir de la relacion existente entre secuencia-estructura-funcién y
ademas proporcionan un punto de partida para determinar su origen filogenético (Copp,
Anderson, Akiva, Babbitt, & Tokuriki, 2019). Se cataloga dos secuencias como
homdlogas cuando comparten entre si mayor similitud que la esperada eventualmente,
es decir se observa un exceso de similitud, lo cual se explica por su surgimiento a partir
de un ancestro comdn. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que dos secuencias que no
presenten similitud pueden ser homologas estructuralmente de manera significativa, a
nivel estadistico. Por lo tanto, una similitud no significativa con respecto a secuencia
requeriria un analisis estructural para esclarecer su relacion filogenética (Dalal & Atri,
2014).

La secuenciacién del genoma del SARS-CoV-2 y posteriores estudios de homologia han
demostrado que este virus causante del COVID-19 comparte gran similaridad con otros
virus de murcielagos asi como con el virus SARS-CoV (Komabayashi et al., 2020). Es
asi que presenta un 96,3% de similitud de nucledtidos con el coronavirus de murciélago
CoV RaTG13, 89% de similitud con el SARS-like CoV ZXC21 y un 82% con el SARS-
CoV, lo que confirmaria su origen zoonotico (Helmy et al., 2020). Dentro de la

secuencia del virus SARS-CoV-2 existen regiones codificantes de proteinas que
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muestran mayor identidad con otros virus. Por ejemplo, las enzimas RdRp y la proteasa
3CLpro comparten hasta un 95% de similitud con el SARS-CoV. Asi mismo, la
proteina S presenta una similitud de secuencia de hasta 76% Yy la proteasa PLpro,
aunque muestra una similitud de solo el 83%, se ha encontrado que mantiene sitios
activos conservados (Liu et al., 2020). ElI hecho de que el genoma viral muestre
regiones altamente conservadas y relacionadas con virus previamente estudiados
(Rangan et al., 2020) abre la posibilidad de identificar sitios objetivo sobre los cuales

podrian actuar farmacos que actualmente ya se encuentran disponibles comercialmente.

1.1.4 Sitios objetivo

Segun el documento guia establecido por la OMS para la gestion clinica de pacientes
con COVID-19 “No existe evidencia actual para recomendar ninglin tratamiento
especifico anti-COVID-19” (Sanders et al., 2020). Es por ello que para el manejo de
esta pandemia, los paises se han enfocado en la implementacion de estrategias
preventivas y de control, mientras que el procedimiento clinico esta dirigido a tratar
algunos de los sintomas. La ausencia de una vacuna eficaz probada hasta la fecha, asi
como de farmacos antivirales especificos y de accion directa contra el SARS-CoV-2, tal
como indica Reina (2020), ha llevado a emplear tres principales estrategias para tratar
de paliar los efectos adversos que provoca la enfermedad. La primera, es ensayar
mediante estudios clasicos medicamentos de accién antiviral de amplio espectro y que
han mostrado ser eficientes en el tratamiento de otras enfermedades causadas por virus.
Bajo este principio se han identificado por ejemplo, los interferones de tipo 1 y Il, que a
pesar de estar bien caracterizados en cuanto a propiedades, no han sido efectivos sin la

presencia de adyuvantes, ademas de que pueden provocar efectos secundarios adversos.

La segunda estrategia se basa en desarrollar farmacos a partir del conocimiento del
genoma Yy el ciclo de vida del virus, enfocandose principalmente a bloquear su
replicacion. No obstante, una desventaja es el tiempo prolongado que conllevaria
desarrollar un farmaco desde una etapa inicial. Adicionalmente, en algunos casos los
ensayos clinicos no parecen ser tan efectivos como se muestran inicialmente in vitro,

sobre todo debido a los mecanismos inmunosupresores del huésped.



Finalmente la tercera posibilidad es utilizar una libreria multiple de farmacos y
probarlos, en base a su estructura, en los sitios de union a proteinas que han sido
determinados como blancos moleculares de interés. Esta perspectiva permitiria
disminuir drasticamente el tiempo de desarrollo de un farmaco efectivo contra el virus
causante del COVID-19 y permitiria disponer de informacion relevante en cuanto a

dosis, farmacocinética y toxicocinética.

Con respecto al ciclo de vida de los coronavirus, se pueden reconocer multiples sitios
“drogables” que pueden usarse como objetivos de farmacos (Chien et al., 2020). Asi
por ejemplo se han identificado las enzimas humanas ACE2 y la serina proteasa 2
transmembranal TMPRSS2 involucradas en la entrada a las células hospederas, las
enzimas relacionadas con la replicacion y transcripcion como la ARN polimerasa RdRp
y la enzima helicasa, la enzima exoribonucleasa que permite reparar los errores de la
replicacion, y las proteasas Mpro, CLpro y PLpro, encargadas del procesamiento de
proteinas virales por nombrar las principales (Guy et al., 2020). En base a este
conocimiento, para cada diana enziméatica se han ensayado inhibidores que pueden
interferir con el proceso infeccioso del virus y por lo tanto han sido usados como

agentes terapéuticos, como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de vida del virus SARS-CoV-2 y potenciales sitios drogables. Para
cada sitio se muestran farmacos con actividad inhibitoria probada (Sanders et al., 2020).
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1.1.5 Inhibidores

Los inhibidores son compuestos quimicos, generalmente exdgenos que tienen efecto
represor en la actividad enziméatica de una proteina. Cabe recalcar que no todos los
farmacos que actualmente se estdn empleando como agentes de tratamiento para
pacientes con COVID-19 tienen como objetivo proteinas virales. Existe un pequefio
grupo que interacttan con proteinas del huésped y que se relacionan con los mediadores
de la respuesta inmunoldgica. Entre los primeros informes patoldgicos de pacientes que
fallecieron tras desarrollar una grave infeccion causada por el SARS-CoV-2, se registro
una elevada concentracion de citocinas pro-inflamatorias, las cuales conducen a una
disfuncion multiorgénica y eventualmente, la muerte. Es por ello que se han aplicado
tratamientos con Tocilizumab y Sarilumab, por citar algunos, que son anticuerpos
monoclonales capaces de inhibir al receptor de Interleucina-6, la principal citocina

involucrada en la respuesta pro-inflamatoria (Luo et al., 2020).

El ingreso del virus SARS-CoV-2 involucra proteinas receptoras para las cuales se han
identificado inhibidores tales como el Arabidol que reduce significativamente la entrada
viral en organoides derivados de células humanas, probablemente al bloquear la union
entre la proteina S y el receptor ACE2 (Choudhary et al., 2020). Otro potencial
inhibidor de la entrada del virus es el denominado Camostat, aprobado para el
tratamiento de la pancreatitis crénica y que al igual que un agente relacionado
designado como Nafamostat, bloquea la replicacién de la enzima humana TMPRSS2
que facilita el procesamiento de las glicoproteinas de la espiga y por consiguiente el

acceso del virus (Guy et al., 2020).

Antes de la modificacion de la espiga, el coronavirus emplea la ruta de ingreso por
endocitosis. La Cloroquina e Hidroxicloroguina son farmacos que fueron desarrollados
durante el control epidemioldgico de la malaria y que tienen la capacidad de inhibir la
funcién endosomal del huésped (Ferner & Aronson, 2020). De igual modo, la
Azitromicina, un antibidtico de amplio espectro, cumple funciones similares y ha sido
utilizada como agente terapéutico contra el virus del Zika. Una combinacion de
Hidroxicloroquina y Azitromicina, en pruebas clinicas con pacientes diagnosticados con
COVID-19 ha mostrado eficacia en la reduccion de la carga viral (Gautret et al., 2020).
Otra etapa del proceso infeccioso involucra el importe nuclear, para este paso un

inhibidor importante se ha descubierto: la Ivermectina, que es un agente anti-parasitario



de amplio espectro que reduce la actividad de las proteinas transmembranales del
nacleo, interrumpiendo su paso y minimizando asi la multiplicacion del virus (Caly,
Druce, Catton, Jans, & Wagstaff, 2020).

La protedlisis de polipéptidos sintetizados a partir del genoma viral es otro de los pasos
claves en la proliferacion del patdgeno, por lo que varios inhibidores de este tipo de
enzimas se han determinado, tal es el caso de Lopinavir, Dautinavir y Ritonavir
(Costanzo, De Giglio, & Roviello, 2020). La mayoria de farmacos conocidos con
actividad inhibitoria de proteasas, fueron desarrollados como antiretrovirales contra el
virus del VIH (Khan, Zia, Ashraf, Uddin, & Ul-Haqg, 2020). Estos agentes
generalmente son pequefias cadenas peptidicas capaces de unirse covalentemente a la
enzima y que poseen un grupo reactivo que bloquea la entrada del sustrato al sitio
activo. Otra clase de inhibidores de proteasas son compuestos organicos que pueden
unirse al sitio activo compitiendo con el sustrato y blogueando su ingreso (Dayer,
Taleb-Gassabi, & Dayer, 2017).

Finalmente, entre las principales dianas farmacologicas se encuentran las enzimas del
complejo de replicacién, que incluyen helicasas y la enzima RdRp. Aunque las helicasas
en teoria son sitios atractivos de inhibicidn, no existe evidencia de que algunos de los
medicamentos como Amenamevir o Pretelivir, que actlan como agentes anti-helicasas
en otros virus como el del herpes simple, sean efectivos para tratar el coronavirus (Guy
et al., 2020). Partiendo del hecho de que los dominios que componen la enzima RdRp
no estan presentes en células humanas y que por el contrario, estan altamente
conservados entre los virus de ARN (Shilatifard, 2020), ésta polimerasa viral es un
importante objetivo para la actividad de farmacos (Chien et al., 2020).

De hecho, el sitio activo de la enzima RdRp del virus SARS-CoV-2 estd formado por
siete motivos cuya configuracion se asemeja a otras ARN polimerasas y que se ha
demostrado, esta conservado en virus como el de la Hepatitis C, el Poliovirus y es
altamente idéntico al del virus del Ebola (Gao et al., 2020). En efecto, la mayoria de los
inhibidores utilizados como agentes terapéuticos que tienen como diana el complejo de
replicacion, se han desarrollado como medicamentos para tratar enfermedades causadas
por los virus antes mencionados (Chien et al., 2020). Algunos de estos farmacos
incluyen el Favipiravir, Ribavirin, Galidesivir y Remdesivir, siendo éste ultimo de gran

importancia ya que fue el primer inhibidor de la enzima RdRp del SARS-CoV-2 para el



cual se determind su estructura tridimensional en unién con el complejo de replicacién
del virus (Yin et al., 2020).

El Remdesivir es un profarmaco fosforamidato de un nucleésido C de adenosina, cuyo
descubrimiento surgié durante estudios de identificacion de agentes terapéuticos para el
tratamiento de virus de ARN que se basaban en el conocimiento previo existente sobre
la accion antiviral de los analogos de nucledsidos. Sin embargo, los nucledsidos en su
forma activa y reconocible por la enzima RdRp tienen una baja permeabilidad celular,
por lo que su administracion directa es especialmente compleja. Es por ello que para
que puedan ser suministrados efectivamente, se utilizan nucledsidos modificados (forma
inactiva), principalmente como pro-farmacos de monofosfato, éster y fosforamidato. Por
lo general, en su forma de pro-farmaco, los nucledsidos son mas permeables a las
membranas de las células y pueden metabolizarse al interior de ellas para liberar al
nucledsido fosforilado que puede entonces ser reconocido por la ARN polimerasa.
Intracelularmente, Remdesivir es sustrato de las enzimas esterasas y procesadoras de
farmacos pertenecientes al citocromo P450, presentes en la membrana mitocondrial

interna y en el reticulo endoplasmatico (Eastman et al., 2020).

Al ingresar a las células epiteliales del sistema respiratorio humano, Remdesivir sufre
una serie de reacciones metabdlicas mediante las cuales se convierte a su forma activa:
un nucledsido trifosfatado conocido como Remdesivir trifosato o RTP (Hashemian,
Mohammad, Farhadi, & Velayati, 2020). El esquema de conversién intracelular de
Remdesivir se muestra en la Figura 2, donde inicialmente el pro-farmaco atraviesa la
membrana plasmatica gracias a que posee sus grupos ionizables bloqueados por
constituyentes lipofilicos. Una vez al interior de la célula, la primera transformacion que
sufre es la hidrolisis del éster carboxilico, formandose asi el &cido carboxilico
correspondiente. A continuacion, ocurre una ciclacion no enzimética debido a la
cercania del grupo fosforamidato y se genera un anhidro mixto altamente reactivo, que
posteriormente se hidroliza por una molécula de agua dando como resultado un
metabolito de alanina. Esta fosforamida luego es nuevamente hidrolizada por parte de
una enzima amidasa, obteniéndose como producto un nucledsido monofosfato.
Adicionalmente, al proceso le siguen dos etapas de fosforilacion sucesivas llevadas a
cabo por enzimas quinasas que conducen finalmente a la forma activa del farmaco a

manera de trifosfato (Menéndez, 2020).
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Figura 2. Metabolismo intracelular del pro-farmaco Remdesivir para su conversion a la forma activa (RTP)
(Menéndez, 2020).

Ya en su forma activa, el Remdesivir trifosfato compite con el sustrato natural de la
enzima RdRp, provocando la detencion tardia de la sintesis de una nueva cadena de
ARN (Hashemian et al., 2020). Asi mismo éste compuesto es capaz de bloquear la
accion de la enzima exoribonucleasa encargada de corregir los errores que puedan
ocurrir durante el proceso, haciendo su detencion mucho mas eficiente (Kokic et al.,
2020). Recientemente, se ha determinado la estructura tridimensional de la enzima
RdRp del virus SARS-CoV-2 en complejo con Favipiravir, que de igual modo se
administra a manera de pro-farmaco y actia como un analogo de nucle6tido de purina
(Furuta et al., 2013). Sin embargo, la informacion bibliografica referente al
experimento de caracterizacién de éste complejo, incluyendo las interacciones ligando-

enzima y el mecanismo de union, todavia no ha sido publicada.

Aunque la mayoria de los inhibidores de la accion enzimética de las ARN polimerasas
virales se basan en analogos de nucledsidos o moléculas que compiten por el sitio activo
de la enzima (Reina, 2020), existe un enfoque diferente en el cual algunos compuestos
actuan reprimiendo la actividad catalitica al unirse a sitios alostéricos de la enzima. Tal
es el caso del acido carboxilico tiazolona, que fue descubierto como compuesto de
interés tras identificar su efecto inhibitorio cuando se une a un nuevo bolsillo ubicado
en la superficie de la enzima NS5B, encargada de la replicacion y transcripcién del

virus de la Hepatitis C. Asi mismo, estudios posteriores revelaron que este nuevo sitio
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de union tiene gran potencial para ser explorado como objetivo de farmacos, y podria

ser una alternativa novedosa en el disefio de agentes terapéuticos (Yan et al., 2007).

1.1.6 Docking

Los métodos computacionales han comprendido un eslabén importante en el desarrollo
de farmacos por muchos afios. Algunos de los primeros ejemplos de medicamentos
obtenidos a partir de esta metodologia incluyen el Captopril, Saquinavir, Ritonavir y
Tirofiban por citar algunos (Sledz & Caflisch, 2018). Los disefios computacionales de
agentes terapéuticos datan desde finales de 1970 cuando, tras identificar la primera
estructura cristalografica de una proteina en tres dimensiones, se descubrié que ensayos
por computadora permitirian imitar el proceso natural de acoplamiento de ligandos. Sin
embargo, este enfoque se vio limitado por la falta de estructuras proteicas para ejecutar
experimentos. En la actualidad la importancia del disefio computacional basado en la
estructura ha tomado relevancia, ya que a través de analisis de homologia se pueden
obtener las estructuras en 3D de multiples proteinas asociadas a genomas humanos y de
patdgenos de interés (Amaro et al., 2018).

El disefio computarizado que se basa en la estructura para la optimizacion de
compuestos de aplicacién médica, lleva a cabo dos principales funciones. La primera se
trata de la prediccion de qué tan bien pueden unirse pequefias moléculas a una proteina
objetivo, mientras que la segunda estima la afinidad de esa unién (Sledz & Caflisch,
2018). En las técnicas modernas de descubrimiento de farmacos, el docking puede jugar
un rol importante para establecer las relaciones ligando-proteina a través de prondsticos
de la orientacion del ligando cuando éste se une a su receptor o0 enzima, por medio de la
cuantificacion de las interacciones electrostaticas o de forma. Otro tipo de interacciones
importantes son las de Van der Waals, puentes de hidrogeno y las de Coulumb, que en
conjunto, dan como resultado una puntuacion que representa el potencial de enlace
(Pagadala, Syed, & Tuszynski, 2017).

En los sistemas de docking mas simples denominados de “cuerpo rigido”, el ligando se
prueba en un espacio traslacional o rotacional de seis dimensiones para determinar el
mejor acoplamiento con su sitio de unidn a la estructura de una proteina que permanece

estatica (Pagadala et al., 2017). Durante los ensayos se pueden emplear facilmente
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librerias de 10" moléculas para analizar su compatibilidad estructural con un
polipéptido. Para cada molécula a estudiar, se prueban cientos o incluso miles de
orientaciones en el sitio de unién y mas aun, para cada orientacion pueden existir mas
de cien configuraciones. Es asi que durante esta clase de experimentos, se pueden
examinar entre 10" y 10" complejos ligando-proteina, para los que se clasifican los
resultados dependiendo de las interacciones polares, no polares y relaciones con el
solvente, a través de aproximaciones (Irwin & Shoichet, 2016). En farmacologia, estos
métodos permiten incluso predecir las propiedades farmacocinéticas de un medicamento
generando pautas para comprender la complejidad de los sistemas vivientes (Gupta,
Sharma, & Kumar, 2018).

Existen diversos métodos y programas computacionales que permiten llevar a cabo
experimentos de docking, sin embargo muchos de ellos presentan limitaciones como la
reduccion del espacio conformacional debido a restricciones del sistema, tales como la
rigidez del receptor, la fijacion de enlaces, angulos y la longitud de los ligandos. Otra
limitacion importante son las funciones de puntuacion que se basan en las energias
libres de union tedricas empleadas para facilitar los pasos de busqueda de la
conformacién Optima. Recientemente, nuevos programas que emplean métodos
avanzados se han desarrollado para superar estas limitaciones de modo que no
representen dificultades a la hora de obtener resultados confiables (Forli et al., 2016).
Algunos de los programas que han ganado reconocimiento en la comunidad cientifica
incluyen “Dock”, “GOLD” y “AutoDock”, debido a su interfaz amigable con el usuario
y mejora en las herramientas disponibles para llevar a cabo los andlisis de acoplamiento
(Sledz & Caflisch, 2018).

El incremento en las tasas de incidencia de enfermedades provocadas por patogenos y
sobre todo, la aparicion de resistencias en los microorganismos hacia los compuestos de
uso comun, requieren procesos eficaces para el desarrollo de medicamentos (Gupta et
al., 2018). En este sentido las puntuaciones obtenidas a partir del docking pueden
reducir exitosamente el cribado de miles de moléculas a unas pocas candidatas posibles
y debido a que estas se encuentran disponibles para su uso comercial, se minimizan
drasticamente los costos asociados a errores (Irwin & Shoichet, 2016). No obstante, el
verdadero desafio se encuentra en que los datos sean lo suficientemente significativos
para que, una vez que los compuestos seleccionados por el tamizaje in silico, sean
llevados a ensayos in vitro, se obtengan resultados positivos (Sledz & Caflisch, 2018).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Efectuar un cribado virtual de inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN
dependiente del virus SARS-CoV-2 empleando librerias de compuestos y homologia

estructural con polimerasas virales.

1.2.2 Objetivos Especificos

o Analizar la homologia estructural entre la enzima ARN polimerasa ARN
dependiente del virus SARS-CoV-2 y diferentes polimerasas virales.

o Generar una libreria de compuestos para analisis de acoplamiento molecular.

o Determinar posibles sitios de union a inhibidores en la enzima ARN
polimerasa ARN dependiente del virus SARS-CoV-2.

o Establecer los mejores inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN
dependiente del virus SARS-CoV-2 a partir del analisis de las propiedades

de su unién con la enzima.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1 Materiales y equipos

2.1.1 Materiales

Bases de datos:

e Protein Data Bank (PDBe Fold)
e Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB (RCSB PDB)
e UniProt

Servidores de internet:

e T-Coffee
e BoxShade
e PubChem
e ProDrg

Programas:

e WinCoot
e PyMOL
e Phenix

e elLBOW
e Mercury

e GOLD - Protein Ligand Docking Software
Librerias digitales de compuestos:

e Libreria COVID Box

2.1.2 Equipos

e Computadora personal

e Modem de internet
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2.2 Métodos

2.2.1 Analisis de homologia
2.2.1.1 Homologia de secuencia

El anélisis de homologia se llevd a cabo utilizando la secuencia de aminoacidos en
formato FASTA de la proteina RdRp correspondiente al virus SARS-CoV-2 (PDB ID:
6m71). Para ello se emple6 la base de datos de proteinas denominada UniProt, en la
cual se colocé la secuencia de aminoacidos perteneciente a la cadena principal (cadena
A) de la enzima o también denominada subunidad nspl2 y haciendo uso de la
herramienta BLAST con los parametros establecidos por defecto, se obtuvieron todas
las proteinas que presentaban similitud de secuencia con la del virus SARS-CoV-2. A
continuacion, estos resultados fueron filtrados seleccionando solamente las proteinas de
los organismos que presentaban mayores porcentajes de identidad, para las cuales se
determiné el valor de ese porcentaje, el Valor E, su codigo identificador dentro de
UniProt y se obtuvo ademas su secuencia FASTA.

2.2.1.2 Homologia estructural

Para analizar la homologia estructural de la enzima RdRp del SARS-CoV-2, se utiliz6
la base de datos del Protein Data Bank denominada PDBeFold, usando como entrada el
mismo ID: 6m71. Los pardmetros de busqueda fueron ajustados escogiendo solamente a
la cadena A de la proteina (nsp12), un 20% de coincidencia minima (lowest acceptable
match), y seleccionando el orden de los resultados segln el nimero de coincidencias
entre elementos de la estructura secundaria (matched SSEs). Posterior a ello, la
herramienta arrojo como resultado todas aquellas estructuras proteicas, correspondientes
a enzimas ARN polimerasas virales que muestran identidad estructural respecto a la
polimerasa del SARS-CoV-2. Debido a la gran cantidad de datos, estos fueron filtrados
eligiendo los de mayor similitud y eliminando redundancias. Para cada estructura
seleccionada se encontro relevante obtener los valores de %SSE, P-Score, RMSD, asi
como su codigo PDB con el cual se accedio a sus respectivas secuencias FASTA. Toda
la informacion obtenida fue recopilada y afiadida a los resultados obtenidos en el

andlisis de homologia de secuencia para su comparacion.
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2.2.1.3 Alineamiento multiple de secuencias

Una vez identificadas todas las enzimas ARN polimerasas virales que comparten
similitud con la nsp12 RdRp, se gener6 un archivo de texto que recopilaba todas sus
secuencias FASTA, incluyendo también la secuencia de la enzima en estudio como
referencia. Previo a la seleccion del segmento del polipéptido que presentaba similitud,
ya sea de secuencia o estructura, éste documento fue utilizado para generar un nuevo
archivo con extension .fasta_aln mediante la herramienta digital T-Coffee, con la cual se
llevd a cabo un alineamiento multiple de secuencia. Posteriormente, se utilizo el
servidor web BoxShade para asignarle un formato de publicacion al archivo antes
generado, rindiendo uno nuevo con extension RTF_new, compatible para editores de

texto.

2.2.2 Generacion de librerias de compuestos inhibidores de la enzima ARN
polimerasa ARN-dependiente.

A partir de los resultados generados por la herramienta PDBeFold para el analisis de
homologia, se determinaron también todas aquellas estructuras de enzimas ARN
polimerasas virales que se encontraban en complejo con inhibidores a manera de
ligandos, obteniéndose la estructura tridimensional en formato .pdb de cada uno de
éstos complejos. De igual modo, para cada estructura proteica se identificé el organismo
al que pertenece, el ligando acoplado y para éste Gltimo se recabaron los datos
correspondientes a su cédigo PDB, nomenclatura SMILES y la representacion de su
estructura secundaria, obtenidos directamente desde el RCSB PDB o con ayuda del
servidor PubChem para aquellos en los que toda la informacion no se encontraba

disponible.

Ademas, se realizo una exploracion bibliografica que permitié identificar otros ligandos
que podrian ser utilizados como inhibidores, para éstos también se extrajo la
informacidn relevante en cuanto a su estructura. De esta manera, se gener6 una lista de
los compuestos con potencial inhibitorio de la enzima RdRp del SARS-CoV-2 y para
complementarla, se utilizo la libreria denominada “COVID Box™ estableciendo asi el

conjunto de moléculas que se incluirian en los ensayos posteriores de docking.
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2.2.3 ldentificacion de sitios de union de inhibidores

Para cada una de las estructuras tridimensionales de enzimas polimerasas virales en
union con inhibidores, previamente obtenidas, se realizd un andlisis empleando el
software WinCoot, con el cual se establecieron las principales interacciones,
comprendidas de 1,8 a 4A de longitud de enlace entre el ligando y los aminoacidos de la
proteina correspondiente. En el caso de los ligandos extraidos mediante exploracion
bibliogréfica, ésta informacion se adquirié a partir la fuente respectiva. Luego, con
ayuda del programa PyMOL y con el conocimiento previo de las interacciones del
complejo enzima-ligando, se definieron los sitios o “bolsillos” a los cuales se unen los
compuestos para generar un efecto inhibitorio sobre las diferentes enzimas. De este

modo se caracterizaron los inhibidores como competitivos o alostéricos.

A continuacion, tomando como referencia al complejo formado por la enzima ARN
polimerasa ARN-dependiente del virus SARS-CoV-2 y el ligando Remdesivir, se
identificé el sitio activo, al cual se unen los inhibidores competitivos. Luego, partiendo
del principio de homologia entre enzimas ARN polimerasas, particularmente con la
ns5b del virus de la hepatitis C (PDB ID: 3mwv), se realiz6 una superposicion de
estructuras con ésta y la polimerasa del SARS-CoV-2 (PDB ID: 6m71). En este paso se
utilizé el programa PyMOL para determinar la presencia o ausencia de los mismos
sitios alostéricos en la enzima de estudio, con ello se logro establecer un posible sitio de
unién a inhibidores no competitivos en la RdRp del SARS-CoV-2. Sin embargo, al
tratarse de un sitio no conservado, los aminoacidos que conforman la cavidad del sitio

se determinaron visualmente con ayuda del mismo programa.

Finalmente, se utilizo la estructura tridimensional del complejo formado por la ns5b del
virus de la hepatitis C y el ligando 3B0 (PDB ID: 4ty9), para extraer con ayuda de
PyMOL las coordenadas tridimensionales del inhibidor que se une en el sitio alostérico
de la enzima. Esto con el fin de utilizar el mismo inhibidor para generar un nuevo
complejo, esta vez con la enzima RdRp del SARS-CoV-2. La union entre ligando y
proteina se llevd a cabo mediante el software WinCoot luego de lo cual se identificaron

también los aminoacidos que interactian con la molécula del inhibidor.
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2.2.4 Acoplamiento molecular
2.2.4.1 Preparacion de ligandos

A partir del codigo SMILES de cada ligando, se utilizé el servidor denominado ProDrg
para generar su estructura tridimensional en formato mol2. En 4 casos puntuales de
ligandos para los que ProDrg no pudo reconocer todos los atomos especificados por el
codigo, se utilizo el software Phenix. Dentro de este programa se encuentra una
herramienta denominada eLBOW, con la cual se generaron las estructuras 3D de esos
ligandos en formato .pdb. Luego se empled la herramienta Mercury (que es parte del
paquete de recursos proporcionado por GOLD-Protein Ligand Docking Software) para

modificar este formato a su correspondiente extension .mol2.

Una vez que todo el conjunto de compuestos a ensayar poseian la extension reconocible
por GOLD, fue necesario emplear la opcion de auto edicién de Mercury para corregir
sus errores estructurales, ya sea de atomos o enlaces que se produjeron durante su
construccién 3D, de este modo los ligandos estuvieron listos para utilizarse. Cabe
recalcar que antes de iniciar el experimento, con motivo del gran tamafio que poseian
algunas de las moléculas que serian probadas, estas fueron separadas con el fin de
optimizar los pardmetros que se establecerian para el programa. Es asi que se generaron
dos grupos de ligandos: uno correspondiente a moléculas que son analogos de
nucleodtidos ademas de otros compuestos de igual o menor tamafio, y un segundo grupo

en el que se ubicaron aquellas moléculas de gran tamafio y/o elevado peso molecular.

2.2.4.2 Establecimiento de parametros

El cribado virtual de inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN-dependiente del
virus SARS-CoV-2 mediante el software GOLD se realizo en dos ensayos por separado,
uno para cada sitio de unién. En cada ensayo, los parametros aplicados se establecieron
dependiendo de sus particularidades, sin embargo, para todos los experimentos la
proteina fue preparada en el mismo programa afiadiendo los hidrégenos faltantes,
removiendo las moléculas de agua y extrayendo los ligandos presentes en la estructura.

Otros parametros adicionales que se emplearon en todos los experimentos fueron:

e Definicidn del sitio de union de inhibidores: referencia a ligandos

e Funcion de evaluacion del acoplamiento: CHEMPLP
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e Opciones de terminacion temprana: de 3a 1 A

e Algoritmo genético: lento.

*Nota: los pardmetros que no se mencionan en la presente metodologia, fueron

establecidos por defecto por el software GOLD.

2.2.4.3 Acoplamiento molecular en el sitio activo

Los ensayos de docking en el sitio activo se realizaron en dos grupos dependiendo del
tamafo de las moléculas, y en ambos se incluyé a Remdesivir (F86) como control
positivo. Para el caso del grupo de moléculas grandes, se definieron 4 aminoacidos que
serian flexibilizados durante el acoplamiento molecular llevado a cabo por el programa:
Lys545, Thr687, Asp760 y Arg555, ademas se establecio un radio para el docking de
6A. Todo esto con el objetivo de que los cambios conformacionales suscitados en las
cadenas laterales especificadas, permitan que los compuestos puedan ser alojados en la
cavidad definida para el sitio activo. Por otro lado, para las moléculas pequefias, se
flexibiliz6 Gnicamente la cadena lateral que pertenece al grupo méas voluminoso del sitio
activo (Arg555) que podria obstaculizar el acoplamiento de ligandos. El radio de

docking se redujo a 3,5A.

2.2.4.4 Acoplamiento molecular en el sitio alostérico

Para el caso del sitio alostérico teorico de la enzima RdRp del SARS-CoV-2, debido al
espacio reducido que comprende esta cavidad, solamente se prob6 el grupo de
moléculas clasificadas como pequefias. Al no contar con una estructura del inhibidor en
complejo con la enzima RdRp del SARS-CoV-2 proveniente de estudios
experimentales, se utiliz6 como punto de referencia a la configuracion creada en la
presente investigacion de la enzima unida al inhibidor 3B0, asumiendo ésta como
“real”. Por lo tanto, se utiliz6 este ligando como referencia para el programa y también
como control positivo. Mediante ensayos de variabilidad de pardmetros en el programa
GOLD realizados con el control, se encontrd que al flexibilizar nueve cadenas laterales
de aminoacidos que conforman el sitio alostérico, se obtenia una mejor aproximacion

de la supuesta posicion real que adopta el inhibidor en la cavidad objetivo. Los residuos

19



flexibilizados fueron: Glu802, Lys807, His810, Glu811, His816, Thr817, Met818,
Tyr831 e His872. El radio de docking seleccionado fue de 6A.

2.2.4.5 Resultados

El complejo enzima-inhibidor de las moléculas utilizadas como control se obtuvieron
del software GOLD durante el experimento y estos se compararon con el complejo real
para determinar que tan confiables fueron las respuestas generadas por el programa. A
partir de estos complejos se generaron ilustraciones que permitieron visualizar las
diferencias entre las posiciones adoptadas por el inhibidor en cada ensayo y también de
los residuos de aminoécidos flexibilizados.

Los resultados originados por el programa GOLD incluyeron un archivo de texto en el
que se mostraba una lista con todos los ligandos probados y para cada acoplamiento
individual se detallaban los valores de la puntuacién linear por partes (PLP), puntuacién
de enlaces de hidrogeno (hbond), entre otros, que en conjunto daban una puntuacion
global o Score. Finalmente, todos los datos fueron compilados y ordenados de forma
descendente con respecto al Score global, de modo que se pudieron determinar los
ligandos mejor puntuados con sus respectivas mejores soluciones para cada uno de los
bolsillos de unién. Los complejos enzima-ligando fueron extraidos de GOLD para ser
analizados con el programa WinCoot, de esta manera se identificaron las principales
interacciones comprendidas de 1,8 a 4A de longitud de enlace entre el ligando y los
aminoacidos de la proteina. Posteriormente, mediante el programa PyMOL se
representaron los 3 compuestos que lideraban cada lista para visualizar su modo de

union a la proteina del SARS-CoV-2 junto con las interacciones formadas.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Homologia estructural entre la enzima ARN polimerasa ARN - dependiente
del virus SARS-CoV-2 y otras polimerasas virales.

3.1.1.1. Homologia de secuencia y estructura secundaria

De acuerdo con el analisis realizado a partir de bases de datos, se obtuvieron 65
resultados que se muestran en la Tabla 1., y corresponden a proteinas que comparten
semejanza ya sea de secuencia, de estructura, 0 ambas con la subunidad catalitica nsp12
de la enzima ARN polimerasa ARN-dependiente del virus SARS-CoV-2. Para el caso
de los datos obtenidos de UniProt (1-47), estos se ubican en orden descendente de
acuerdo a su porcentaje de identidad, y los restantes, que se extrajeron de PDBeFold,
estan ordenados decrecientemente seguin su porcentaje de coincidencia entre elementos

de la estructura secundaria (%SSE).

Los criterios de evaluacion de resultados proporcionados por UniProt, establecen que el
porcentaje de identidad representa que tan similar es la secuencia de consulta y el
objetivo, en la region alineada correctamente (Pundir, Martin, & O’Donovan, 2017).
Tal como indica esta misma guia, los valores de identidad iguales o superiores al 45%
evidencian que existe similitud de estructura y posiblemente también de funcién;
valores inferiores de hasta el 25% significan que puede existir similitud en el
plegamiento tridimensional y por el contrario, menos del 20% de identidad sefiala que
no existe similitud. Con base en estos indicadores, se puede decir que la gran mayoria
de las proteinas ARN polimerasas reportadas en la Tabla 1, son similares a la nspl2
RdRp en cuanto a estructura, ya que los primeros 47 resultados superan el 50% de
identidad, por lo que es posible que tengan ademés la misma funcion. Sin embargo, el
resto de datos presentan valores de identidad inferiores al 20%, que indicaria que no

poseen similitud en absoluto.

No obstante, segun Dalal & Atri (2014), dos secuencias que no muestran identidad de

secuencia entre si, pueden ser similares a nivel estructural y para ello se requieren
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analisis adicionales. Para esclarecer la relacion filogenética entre las proteinas que se
ubican hacia el final de la Tabla 1, se ha incluido el %SSE (elementos de la estructura
secundaria) y como establece la guia de interpretacion de resultados provista por
PDBeFold (Protein Data Bank, 2020), éste valor es considerado como la identidad
existente entre estructuras, con respecto al plegamiento de sus cadenas polipeptidicas.
Por lo tanto, aunque los datos correspondientes a proteinas virales que como se observa,
no son idénticas en términos de secuencia, si lo son con respecto a su estructura
secundaria puesto que sus porcentajes de SSE superan el 45%, a excepcion de los

ultimos 4 que en su defecto, se acercan a este porcentaje.

Otros parametros adicionales permiten evaluar de manera mas profunda la informacion
proporcionada por las bases de datos de proteinas, tal es el caso del valor E. Por su
parte, éste valor es una medida estadistica que representa el niUmero de aciertos de igual
puntuacidn que se esperan encontrar por “azar” en una base de datos aleatoria, y cuanto
menor sea, mas significativa es la coincidencia. Es asi que valores E inferiores a 0.02
corresponden a secuencias probablemente homdlogas y en contraste, valores superiores
a 1, indican que la homologia no es significativa (Pundir et al., 2017). Para este caso,
los resultados mostrados en la Tabla 1 sefialan que todas las secuencias son
probablemente homdlogas, pues ningun valor E reportado supera a 0.02. Para el caso de
los datos para los cuales éste valor no se ha determinado, se requieren criterios

complementarios.

Bajo esta premisa se ha considerado la informacién provista por el servidor PDBeFold,
que permite estimar la calidad del alineamiento 3D entre estructuras de proteinas
mediante valores como el RMSD y el P-score (Protein Data Bank, 2020). En cuanto al
RMSD, éste es un valor cuantitativo adimensional que representa la desviacion
cuadratica media de la similitud que existe entre la superposicioén de dos coordenadas
atomicas equivalentes, es decir, indica qué tan bien se alinean dos estructuras
tridimensionales de acuerdo con la distancia existente entre atomos. Conforme a éste
concepto, mientras menor sea el valor calculado, mejor sera la superposicion. EI RMSD
es la medida més utilizada para determinar similitud estructural, sin embargo esta
dominado por la amplitud de los errores y aunque dos estructuras puedan ser idénticas,
un solo cambio en la posicion de un terminal flexible es capaz de alterar
significativamente el valor del RMSD global (Kufareva & Abagyan, 2012). En la

presente investigacion, los resultados de la Tabla 1 en cuanto a este parametro se

22



muestran heterogéneos, lo cual puede deberse a la elevada sensibilidad del indicador a
los cambios en la estructura. A pesar de ello existe concordancia entre los datos ya que
los valores més bajos de RMSD pertenecen a la enzima en estudio como se esperaria, y
a la polimerasa correspondiente al virus SARS-CoV, que se observa es muy similar

tanto en secuencia como en estructura.

Por ultimo, probablemente uno de los pardmetros que mejor resume la similitud
existente entre estructuras secundarias de proteinas, es la puntuacion P. Este valor es el
resultado de un célculo que toma en cuenta el valor RMSD antes mencionado, el
namero de residuos alineados, el nimero de residuos faltantes (gaps), el numero de
coincidencias entre elementos de la estructura y también la puntuacion que genera éste
ultimo (Protein Data Bank, 2020), siendo un analisis mucho mas minucioso. Por lo
tanto, es de suponer que los valores P mas altos registrados en la Tabla 1 correspondan a
la nspl2 RdRp y a la polimerasa del SARS-CoV, como en efecto, se evidencia. Sin
embargo, el resto de resultados se muestran fluctuantes como en el pardmetro
previamente analizado, lo que puede deberse al hecho de que los cambios en la
estructura primaria provocan alteraciones significativas en el plegamiento de la proteina
(Castillo, 2019). Esto haria que, en el caso de los datos ubicados hacia la parte inferior
de la tabla, por la disparidad entre secuencias estas adopten estructuras tridimensionales
con mayor o menor semejanza a la polimerasa de estudio, de alli que los valores P sean

inconstantes.

Tabla 1. Comparacion estructural entre la enzima ARN polimerasa ARN-dependiente
del virus SARS-CoV-2 y proteinas polimerasas virales.

Organismo UniProt PDBeFold
N Nombrecomun Abrevi Identida Valor Identificad SSE P- RMS  Cddig
° atura dseq E or (%) score D o PDB
(%)
Severe acute SARS- 100.0 0.0 PODTD1 100 157.3 0.140 6M71
respiratory CoV-2
sindrome
coronavirus 2
1. Batcoronavirus  BtCoV 96.6 0.0 RIQTAL ND ND ND ND
Rp/Shaanxi2011  -RpS
2. SARS SARS- 96.5 0.0 D2DJW?2 ND ND ND ND
coronavirus CoV-
Rs_672/2006 Rs
3. Batcoronavirus  BtCoV 96.5 0.0 R9QTJ6 ND ND ND ND
Cp/Yunnan2011 -Cp
4. Severe acute SARS- 96.4 0.0 POC6X7 92 98.68 0.538 6NUR
respiratory CoV
sindrome

coronavirus
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coronavirus
Bat coronavirus
HKU
(BtCoV/HKU9)
Rousettus bat
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23.

24,

25.

26.
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29.
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31.
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33.
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35.

36.

37.

38.

Human
coronavirus
0OC43 (HCoV-
0C43)
Betacoronavirus
HKU24

Rabbit
coronavirus
HKU14
Turkey
coronavirus
(strain
Minnesota)
(TCaV)
Avian infectious
bronchitis virus
(strain
Beaudette CK)
(IBV)
Duck
coronavirus
Bat coronavirus
512/2005
(BtCoV/512/20
05)
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coronavirus
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Porcine
epidemic
diarrhea virus
(strain CV777)
(PEDV)
Feline
coronavirus
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39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

coronavirus
Hipposideros
bat coronavirus
HKU10

Human
coronavirus
NL63 (HCoV-
NL63)
Common
moorhen
coronavirus
HKU21
Sparrow
coronavirus
HKU17
Porcine
deltacoronavirus

Thrush
coronavirus
HKU12
(ThCoV-
HKU12)
White-eye
coronavirus
HKU16

Wigeon
coronavirus
HKU20

Night heron
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0.0

0.0
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59. Hepatitis C HCV 8.63 ND ND 45 0.0004 3.201 4WT9

virus JFH-1 JHF 182

60. Enterovirus D68 EV 8.38 ND ND 45 2799 2460 6L4R

D68

61. Human HRV 8.65 ND ND 45 0.0 2545 1XR5
Rhinovirus B14 B14

62. Chicken Csv 7.87 ND ND 43 0.0 2590 6QWT
sicinivirus JSY JSY

63. Porcine PKVS 8.68 ND ND 43 5.386e 2472 6R1l
kobuvirus HUN -13
swine/S-1-
HUN/2007/Hun

gary

64. Yellow fever YFV 11.19 ND ND 43 0.0 3.250 6QSN
virus 17D 17D

65. Rabbit RHDV 9.08 ND ND 43 2277 2681 1KHV

hemorrhagic
disease virus

Identidad: Homologia estructural (>45%: Estructura similar y posible funcion similar; >25% Similitud en el
plegamiento 3D general; <20% No existe similitud).

SSE: Coincidencia entre elementos de la estructura secundaria.

Valor E: Secuencias probablemente homdlogas (0.02 y 1.0: homologia no descartable; >1: Homologia no
significativa).

Rmsd: Raiz del error cuadratico medio de la superposicion de los Ca del polipéptido.

P-score: Representa logaritmo negativo del valor P y representa la probabilidad de encontrar un emparejamiento de
calidad al elegir las estructuras de una base de datos al azar, es decir, es una medida de la calidad del emparejamiento.

*Nota: ND (No determinado), denominacidn para valores que no han sido encontrados durante el estudio.

La investigacion sobre la similitud de secuencias es una de las estrategias mas efectivas
para identificar la homologia entre estructuras que comparten un ancestro coman desde
el punto de vista evolutivo (Dalal & Atri, 2014). Tomando en consideracion que las
proteinas identificadas en la Tabla 1 muestran elevados porcentajes de identidad de
secuencia y/o estructura, que los valores E reportados sefialan probabilidad de
homologia, y que los indicadores de similitud estructural RMSD y P-score contribuyen
a la validacion de los datos; se puede afirmar que todas las proteinas ARN polimerasas
virales presentadas en este estudio son homologas de la enzima RdRp del virus SARS-
CoV-2.

Esta informacion encontrada concuerda con la reportada por Li, Yang & Ren (2020),
quienes tras un estudio de homologia del genoma completo del virus SARS-CoV-2,
hallaron que éste se muestra cercanamente relacionado con coronavirus de murciélago.
Asi mismo, se descubrio que el SARS-CoV es un pariente mucho mas proximo
filogenéticamente a comparacion del MERS-CoV, lo cual efectivamente se comprobo
para la nspl2 RdRp, donde los primeros resultados de la Tabla 1 pertenecen a

coronavirus de murciélago y sus diferentes variantes, en este grupo también se incluye a
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la polimerasa del SARS-CoV, todos ellos con mas del 96% de identidad. Por el
contrario, para el MERS-CoV éste porcentaje fue solo del 73,1% que aunque sigue
siendo elevado, estd por debajo de los antes sefialados. Se puede decir entonces que los
valores obtenidos en la presente investigacion para la proteina del coronavirus causante
del COVID-19, siguen el patron general de identidad que caracteriza a todo su genoma,

lo que da cuenta de su ascendencia evolutiva.

3.1.1.2 Alineamiento multiple de secuencias

Los resultados arrojados por las bases de datos UniProt y PDBeFold, sobretodo en
términos de identidad, estan basados en un alineamiento de secuencia por pares. Aunque
éste tipo de alineamiento es importante para obtener informacion especifica de cada
coincidencia encontrada, considerar mdaltiples miembros de una misma familia de
secuencias es mucho méas ventajoso e importante. EIl alineamiento de secuencias
maltiple proporciona informacién bioldgica relevante y permite realizar un analisis
gendémico comparativo, a través del cual es posible identificar las regiones conservadas
0 no conservadas de organismos relacionados, y a su vez, estimar divergencias
evolutivas (Chowdhury & Garai, 2017). Es por ello que en la presente investigacion,
con el propo6sito de obtener mayor informacidon en cuanto a estructura, funcién y
filogénesis, se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias que se detalla en el Anexo
1.

Para los fines de este estudio, es de relevancia determinar si el sitio activo de la enzima
ARN polimerasa del virus SARS-CoV-2 es una region conservada o no conservada,
para lo cual se debe establecer como esta conformado. Segun (Yin et al., 2020), el sitio
activo de la subunidad nsp12 RdRp, comprende 13 residuos de aminoacidos: Ly545,
Argh55, Val557, Asp618, Asp623, Thr680, Ser682, Thr687, Ala688, Asn691, Ser759,
Asp760 y Asp761, mismos que interactian con los nuclebtidos entrantes para
incorporarlos eficientemente a la cadena creciente de ARN. Con base en esta
informaciéon, los aminoacidos que componen el sitio catalitico de la enzima fueron
reconocidos en el alineamiento multiple correspondiente a la region de interés, como se

indica en la Figura 3.
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Figura 3. Alineamiento multiple de secuencias de proteinas que comparten similitud con la nsp12 RdRp. Para cada

proteina se muestra el organismo al que pertenece segln la abreviatura especificada en la Tabla 1. Se presentan en

negro los residuos de aminoacidos conservados, en azul los residuos de aminoacidos conservados que forman parte

del sitio activo de la enzima de referencia (posicion 1), en gris los residuos de aminoacidos mutantes y sin color los
residuos de aminoécidos no conservados.

Tal como fue sefialado, éste tipo de alineamiento permite establecer qué aminoacidos
y/o regiones de una familia de secuencias son conservados. En un primer ensayo fueron
descartadas las proteinas de 14 organismos: CMCoV- HKU21, SCoV-HKU17, PCoV-
HKU15, ThCoV-HKU12, WECoV-HKU16, WiCoV-HKU20, NHCoV-HKU19, Zika,
MNV, NWV, NWLV, HCV-JHF, JEV y YFV-17D, que si bien son homdlogas con la
ARN polimerasa del SARS-CoV-2, su secuencia con mayor similitud corresponde a una
region alejada a la del sitio activo de la enzima RdRp del SARS-CoV-2, por lo que no
fue posible realizar una adecuada comparacion. Esto puede deberse a que la polimerasa
del virus en estudio (de 932 aminoéacidos) es considerablemente méas grande que sus

homologas, como se observa en el alineamiento total (Anexo 1).

Una vez retiradas las secuencias que dificultaban la interpretacion de resultados, se

puede determinar que todos los aminoacidos que interactian con el sustrato de la
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enzima y por lo tanto son importantes para que ésta cumpla sus funciones cataliticas,
tienen un muy alto grado de conservacion, estando presentes en practicamente todas las
proteinas incluidas en el alineamiento. EI elevado nivel de conservacion para esta
enzima en particular, presumiblemente se debe al rol central que cumple en la
replicacion del genoma del virus, pues es la encargada de controlar la selectividad de los
nucledtidos entrantes. Adicionalmente se ha encontrado que mutaciones en esta enzima

disminuyen la virulencia del organismo (Sexton et al., 2016).

3.1.2 Compuestos inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN-dependiente

De la informacion generada por la base de datos PDB se identificaron 125 estructuras
enzima-ligando pertenecientes a ocho organismos diferentes: SARS-CoV-2,
Enterovirus, Foot and mouth disease, Poliovirus, Norovirus, Virus de la hepatitis C
(HCV) y Coxsackievirus. Para varios de ellos también se han registrado diversas cepas,
como es el caso del HCV, al cual pertenecen la mayor cantidad de ligandos encontrados

y para el que se han obtenido 8 diferentes variantes como se muestra en el Anexo 2.

Segun el analisis de homologia y el alineamiento de secuencias realizado, era previsto
que por la conservacion de sitio activo de la enzima RdRp, en la busqueda de posibles
inhibidores de acuerdo a la estructura se encontraran organismos como el virus de la
hepatitis C y el poliovirus. En efecto, su similitud estructural y el hecho de que estos
virus estén bien caracterizados por ser sujetos de mudltiples investigaciones, ha
permitido que muchas de las terapias experimentales para tratar el COVID-19 se basen
en farmacos que han sido descritos para el tratamiento de enfermedades causadas por
estos patdgenos (Liu et al., 2020). Sin embargo, compuestos como Remdesivir y
Favipiravir que son potenciales inhibidores de la enzima RdRp del virus SARS-CoV-2
y que fueron descubiertos tras el re-direccionamiento de farmacos usados como agentes
terapéuticos contra el virus del Ebola (Costanzo et al., 2020), no se han reportado en la

presente investigacion.

Para el virus del Ebola a diferencia de otros, la nucleocapside ademas de ser un
componente estructural de los viriones, es la encargada de la replicacion, transcripcion y
empaquetamiento del genoma. Esta nucleocapside esta formada por ARN y varias

proteinas, de las cuales la denominada nucleoproteina es el elemento central y esta
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conformada por 739 aminoacidos, de los cuales los primeros 450 llevan a cabo la
sintesis de ARN, mientras que los restantes forman los filamentos necesarios para el
ensamblaje de los viriones (Kirchdoerfer, Saphire, & Ward, 2019). Tal como
reportan Lo et al., (2020), modelos estructurales de los dominios de la enzima ARN
polimerasa ARN-dependiente del virus del Ebola y del SARS-CoV-2 demuestran que
estos comparten la region que es el blanco molecular de Remdesivir, y presumiblemente
también de Favipiravir. Por lo tanto, el hecho de que no haya surgido este resultado
durante la basqueda en bases de datos, se debe a que la estructura de la proteina -de 450
aminoacidos- encargada del proceso de replicacion del virus del Ebola (Figura 4a),
difiere considerablemente con la del virus SARS-CoV-2 (Figura 4b), tanto en su forma

3D, como en su tamafio, siendo ésta Ultima mas del doble que la primera.

Figura 4. Comparacion de la estructura tridimensional de proteinas del complejo de replicacién/transcripcion. a)
Nucleoproteina del virus del Ebola (PDB ID: 6nut) y b) Enzima RdRp del virus SARS-CoV-2 (PDB ID: 7bv2). Se
muestra en color cyan la superficie proteica y en color amarillo la hebra de ARN.

Por otra parte, con respecto a los ligandos de enzimas ARN polimerasas virales
encontrados, estos tienen estructuras diversas (Anexo 2). Entre ellos destacan
principalmente nucleo6sidos trifosfatos y sus analogos, compuestos nitrogenados
particulares como sulfonamidas o carboxamidas, otras amidas, aminas y nitrilos de

forma general; y acidos organicos, mayormente acidos carboxilicos.

Para el caso de los nucledsidos trifosfatos, estos comprenden el sustrato natural de las
enzimas ARN polimerasas ARN-dependientes para llevar a cabo la replicacion y

transcripcion del genoma virico. Durante el proceso de elongacion, el nucleétido 3°
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terminal ocupa el sitio -1 en el producto de ARN, el nucledsido entrante se une en el
sitio +1 adyacente y la incorporacion de uno nuevo conduce a la translocacion del ARN,
liberando el sitio +1 (Kokic et al., 2020), conduciendo asi a la sintesis de la hebra de
ARN. En cuanto a los analogos, son compuestos particularmente importantes, puesto
que se asemejan estructuralmente a la molécula de sustrato compitiendo con éste por el
sitio activo, y que cuando son reconocidos tienen la capacidad de unirse impidiendo que
la enzima catalice las reacciones naturales (Voet, Voet, & Pratt, 2008). Entre los
principales analogos de sustrato identificados en el Anexo 2 se encuentra Remdesivir: el
primer inhibidor para el que se determin6é su estructura 3D en complejo con la

polimerasa del COVID mediante microscopia electronica (Yin et al., 2020).

En cuanto a las otras clases de moléculas de ligandos, se encuentran aquellas que
incluyen nitrégeno en su estructura, siendo este atomo uno de los méas comunes entre los
inhibidores establecidos para ARN polimerasas como se evidencia en el Anexo 2. Esta
frecuencia de aparicion probablemente se debe a que el nitrégeno forma interacciones
intensas dentro de las estructuras proteicas, por lo que puede unirse a ellas con gran
afinidad. En efecto, los puentes de hidrégeno que pueden formarse con atomos de
oxigeno, nitrégeno o fluor, son las interacciones intramoleculares mas fuertes (Atkins
& Jones, 2007). Esto explicaria también que muchos de los ligandos identificados
posean atomos de flior y que los &cidos organicos cuyo grupo funcional contiene

oxigeno sean también algunos de los compuestos mas repetitivos dentro de la lista.

Por altimo, entre las moléculas que mas llaman la atencion (Anexo 2) estan las
sulfonamidas y carboxamidas. Por su parte, las sulfonamidas debido a su gran
estabilidad y por ser bien toleradas en el organismo humano, constituyen el centro de
muchas estructuras de farmacos. Ademas, son agentes  terapéuticos diversas
aplicaciones: desde bactericidas, anticonvulsionantes, anti-inflamatorios, diuréticos
hasta anticancerigenos, antileucémicos y antiretrovirales. En cuanto a las carboxamidas,
estas también son moléculas ampliamente distribuidas que se emplean como
farmacaforos en el disefio de agentes terapéuticos, entre sus principales caracteristicas
se encuentran la capacidad de inhibicion de enzimas y se han usado para el tratamiento
del VIH y enfermedades del corazon, por nombrar algunas (Ugwu, Okoro, & Ahmad,
2017).
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Adicionalmente, mediante exploracion bibliografica se determinaron otros ligandos que
pueden ser inhibidores de enzimas ARN polimerasas virales, sin embargo muchos de
estos complejos han sido descritos de manera tedrica y no se cuenta con su estructura
tridimensional. En este contexto, se encontraron 17 resultados que pertenecen a enzimas
de 6 organismos virales: SARS-CoV-2, Hepatitis C, Enterovirus, Coxsackievirus,
Dengue y la enzima transcriptasa inversa del VIH. Cabe recalcar que para los
potenciales inhibidores del virus SARS-CoV-2, los compuestos identificados provienen
de ensayos de acoplamiento molecular, mas no de estudios experimentales. Todos los

ligandos obtenidos de la literatura, se detallan en el Anexo 3.

Es asi que tras eliminar las redundancias entre las moléculas pertenecientes a
potenciales inhibidores recopiladas y dejando de lado los sustratos naturales de la
enzima (nucleosidos trifosfato), se obtuvieron 128 compuestos de interés. A este
conjunto se le sumaron 157 provenientes de la libreria COVID Box, obteniendo un total

de 285 moléculas para ser probadas en ensayos de Docking.

3.1.3 Identificacién de sitios de unidn de inhibidores

De forma general, los inhibidores son sustancias que pueden combinarse con una
enzima para generar una alteracion en ésta, lo que provoca una reduccién de su
actividad. Existen diversos mecanismos de accion de los inhibidores, sin embargo,
dependiendo del sitio al cual se unen en la enzima se han clasificado como competitivos
o alostéricos. Se conocen como inhibidores competitivos a aquellas moléculas que
compiten por el sitio de enlazamiento con el sustrato normal de la enzima, mientras que
los inhibidores alostéricos involucran un sitio de union diferente al sitio catalitico y

pueden causar grandes efectos en la actividad de la enzima (Voet et al., 2008).

La representacion grafica de los complejos de unién entre cada inhibidor y su respectiva
enzima se observan en el Anexo 4. De acuerdo con estas y segun las bases teoricas, se
reconocieron 96 ligandos competitivos y 46 ligandos alostéricos. Asi mismo, tras
analizar sus modos de union, se pudo determinar que existen 3 “bolsillos” a los cuales
se enlazan los compuestos. La Figura 5 muestra ejemplos de complejos enzima-ligando
obtenidos para cada una de las tres formas de union identificadas en diferentes
organismos. En la representacion de la Figura 5a se puede ver como el ligando (ATP) se

36



une al sitio activo de la enzima RdRp del Poliovirus, mientras que en las Figuras 5b y
5¢, los ligandos con codigo JPC y 3B0 respectivamente, se unen a sitios alostéricos de
la enzima RdRp del virus de la hepatitis C. En cuanto a estos sitios es apreciable que
uno de ellos (5b) se encuentra bastante alejado del sitio activo mientras que el otro (5c)
estd muy cercano al mismo; ambos consisten en cavidades que se encuentran en la
superficie de la enzima a las cuales pueden acoplarse los compuestos. Luego de
reconocer los bolsillos o sitios de enlace de ligandos para enzimas ARN polimerasas de
diferentes organismos, es de relevancia en el presente estudio determinar si dichos sitios

estan presentes en la enzima de interés.

Figura 5. Sitios de union a ligandos en enzimas ARN polimerasas ARN-dependientes a) Complejo formado por la
enzima RdRp del polivirus en unién con ATP (PDB ID: 2ily) en el sitio activo, b) Complejo formado por la enzima
RdRp HCV en unién con el inhibidor JPC (PDB ID: 1yvz) en un sitio alostérico, y ¢) Complejo formado por la
enzima RdRp HCV en union con el inhibidor 3B0 (PDB ID: 4ty9) en un sitio alostérico. La superficie proteica se
muestra en color gris, las moléculas de ligando en color cyan y el sitio de unién formado por los aminoécidos con los
que interacttan en color naranja.
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3.1.3.1 Sitio Activo

Para definir la zona de catélisis se tom6 como punto de partida la informacion
disponible acerca del complejo formado por la RdRp del SARS-CoV-2 y el farmaco
Remdesivir. Segun Kokic et al., (2020), cuando Remdesivir monofosfato (RMP) se
incorpora a la cadena creciente tras la pérdida de un pirofosfato, interactia con el
nucledtido que se encuentra aguas arriba de la hebra y es capaz de formar pares de bases
de Watson-Crick con el monofosfato de uridina ubicada en la plantilla de ARN. La
enzima ARN polimerasa continGa su accion y adiciona hasta tres nucleétidos mas, luego
de lo cual RMP choca contra un residuo de Serina que se encuentra altamente

conservado en el sitio activo impidiendo el avance de la enzima.

Tras experimentos empleando microscopia electrénica (Yin et al., 2020), se encontrd
que durante el proceso inhibitorio, RMP ademas de interactuar con los nucleétidos de
ARN, también lo hace con las cadenas laterales de Lys545 y Arg555, puesto que estos
residuos son los encargados de estabilizar la base entrante para que adopte su posicion
correcta. En el sitio activo de igual modo se encuentran una molécula de pirofosfato y
dos iones magnesio que son coordinados por los aminoacidos Ser759, Asp760 y
Asp761. Adicionalmente, la misma fuente sefiala de acuerdo al analisis estructural del
complejo, que el sitio activo estd conformado por siete motivos, en cuyo centro se
encuentran los aminodcidos: Val557, Asp618, Asp623, Thr680, Ser682, Thr687,

Ala688 y Asn691, ademas de los antes mencionados.

Conocido esto por fuentes bibliograficas y luego del analisis de la estructura enzimatica
enlazada con su inhibidor (PDB ID:7bv2) que se detalla en el Anexo 4, se identifico el
sitio de unién que corresponde al centro catalitico de la enzima, como se muestra en la
Figura 6. Se representa la enzima RdRp del SARS-CoV-2 en unién con Remdesivir y
un acercamiento al sitio activo muestra algunos de los residuos de aminoacidos que

participan en la union.
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Figura 6. Sitio activo de la enzima RdRp del virus SARS-CoV-2. Se muestra en color gris la superficie proteica, en
color verde la molécula del inhibidor Remdesivir y en color salmdn los residuos de aminoécidos que participan en la
unioén.

3.1.3.2 Sitio Alostérico

De acuerdo con la informacién obtenida de la literatura y de las bases de datos
exploradas, no existe evidencia de que la enzima ARN polimerasa ARN-dependiente
del SARS-CoV-2 posea un bolsillo de unién a inhibidores diferente al que corresponde
al sitio activo. Sin embargo, se utilizo la estructura de la enzima RdRp del virus de la
Hepatitis C para determinar visualmente si alguno de los dos sitios alostéricos que
muestra esta Ultima, podria estar presente también en la enzima del virus causante del
Covid. La Figura 7 ilustra la estructura tridimensional de la enzima RdRp del virus
SARS-CoV-2 (PDB ID: 6m71) con énfasis en su sitio activo (Figura 7a), la estructura
de la enzima RdRp del virus de la Hepatitis C (PDB ID: 3mwv) donde se distinguen sus
sitios alostéricos (Figura 7b), y la superposicion de estas dos estructuras (Figura 7c¢)

para la comparacion de sus bolsillos de union.
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Figura 7. Comparacidn y superposicion de los sitios de unidn de inhibidores identificados para enzimas ARN
polimerasas virales. a) Estructura de la enzima RdRp del SARS-CoV-2 (PDB ID: 6m71) donde se resalta su sitio
activo (n°1) en color rojo, b) Estructura de la enzima RdRp del HCV (PDB ID: 3mwv) con sus dos sitios alostéricos
(n°2 y n°3) en color verde y azul respectivamente, y ¢) Superposicion de estructuras.

En la Figura 7c en donde se superponen las estructuras de las enzimas RdRp del virus
de la Hepatitis C y del SARS-CoV-2, se observa que para el caso del sitio alostérico n°3
que se encuentra mas alejado de la cavidad central, no existe correspondencia en la
estructura del coronavirus; el lugar en donde presumiblemente se ubicaria esta cavidad
para el SARS-CoV-2 se encuentra ocupado por aminoacidos de la propia cadena
proteica. Por otra parte, el sitio alostérico n°2 de la RdRp del HCV que se encuentra
cercano al sitio activo de la enzima, se observa que forma una cavidad que puede
notarse también en la RdRp del SARS-CoV-2. Este hallazgo conduce a la presuncién de
que la enzima ARN polimerasa en estudio posee también un sitio alostérico de union a

inhibidores.

Tal como lo indican Khalid et al., (2020), la ns5b HCV, posee una distribucién de sus
dominios que es similar a la de otras polimerasas de nucledtidos. Segln estudios de
biologia estructural realizados sobre esta enzima, se ha evidenciado la presencia de
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multiples dominios de unidn alostéricos que son el objetivo de inhibidores
caracterizados. En un ensayo llevado a cabo por Chen et al., (2015), se realiz6 un
cribado de potenciales inhibidores basados en fragmentos de moléculas, es decir
compuestos de tamafio reducido y bajo peso molecular que poseen la capacidad de
unirse a proteinas objetivo con elevada afinidad, provocando una reduccién en la
actividad enzimatica. En dicho estudio se obtuvieron buenos resultados con algunas de
las moléculas ensayadas, en especial con el compuesto denominado 5-
(Trifluorometil)piridin-2-amina (PDB ID: 3B0), que es un fragmento de un eficaz
inhibidor de la enzima. ElI compuesto tiene la capacidad de unirse a la region conocida
como la “palma” de la enzima polimerasa, siendo este un sitio alostérico blanco de
agentes terapéuticos disefiados para tratar la enfermedad causada por el virus de la

hepatitis.

Tomando como referencia la estructura de la enzima ns5b (PDB ID: 3mwv), en la
presente investigacion se logré determinar que en la RdRp del SARS-CoV-2, los
aminoacidos: Glu802, Lys807, Gly808, Pro809, His810, His816, Thr817, Met818 y
Tyr831 conforman la cavidad que presumiblemente corresponde al mismo sitio
alostérico identificado en la polimerasa del virus de la hepatitis C. La Figura 8a muestra
la cavidad que forma el sitio alostérico de la enzima nsbb HCV y en base a ésta, la
deduccion del supuesto sitio alostérico (Figura 8b) de la polimerasa del SARS-CoV-2.
Adicionalmente, con el procedimiento especificado en la metodologia se obtuvo la
representacion grafica que se muestra en la Figura 9 donde se observa al inhibidor 3B0

unido a la enzima ARN polimerasa del SARS-CoV-2 y sus respectivas interacciones.

Figura 8. Deduccion del sitio alostérico de la enzima RdRp del virus SARS-CoV-2 a partir de su semejanza con la

enzima ns5b HCV .a) Sitio alostérico la enzima ns5b (PDB ID: 3mwv) del HCV y b) Sitio alostérico tedrico de la

enzima RdRp del virus SARS-CoV-2 (PDB ID: 6m71). Se muestra en gris la superficie proteica, en color verde el
sitio alostérico de la enzima ns5b y en color magenta a su correspondiente en la RdRp del coronavirus.
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Figura 9. Sitio alostérico de la enzima RdRp del SARS-CoV-2 definido teéricamente, en unién con el inhibidor 3BO.
Se muestra en color gris la superficie proteica, en color verde la molécula del inhibidor y en color salmén los
residuos de aminoacidos que participan en la unién.

Es asi como se identificaron dos bolsillos de unién a inhibidores en la enzima ARN
polimerasa ARN-dependiente del virus SARS-CoV-2, correspondiendo el primero al
sitio activo de la enzima (Figura 6) y el segundo a un sitio alostérico netamente tedrico
(Figura 9), asumiendo su conservacién entre enzimas polimerasas. Por lo tanto, estos
sitios de union son los puntos de referencia en los cuales se busca acoplar los diferentes

ligandos seleccionados durante los ensayos de docking.

3.1.4 Acoplamiento molecular

Con respecto a los parametros establecidos en el software GOLD para el experimento,
estos fueron seleccionados segun las caracteristicas de la proteina principalmente y en
menor grado a los ligandos. Quizé uno de los pasos mas importantes para llevar a cabo
los ensayos, es la definicion de la funcién de evaluacion del acoplamiento, ya que de
éste depende el algoritmo aplicado para encontrar las mejores soluciones de cada
ligando; en este caso, se escogi6 ChemPLP. El potencial linear por partes (ChemPLP)
es una funcién de acoplamiento optimizada para predecir orientaciones con aplicacién
en el cribado virtual de moléculas y se usa para simular la complementariedad estérica
entre ligando y proteina (Korb, Stitzle, & Exner, 2009). ElI manual de usuario
proporcionado por GOLD establece que esta funcion puede ser utilizada en ensayos de
docking covalente, para el manejo de restriccion de rotdmeros y cuando se busca

considerar la flexibilidad de cadenas laterales (Cambridge Crystallographic Data
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Centre, 2019), como en la presente investigacion. Ademas, este mismo manual indica
que de acuerdo a pruebas de validacion, ChemPLP proporciona la mayor tasa de éxito
promedio.

Por otra parte, con respecto a los resultados, se considerd a la puntuacion global del
acoplamiento como el parametro de interés con el cual se caracterizaron los datos
obtenidos. Esto debido a que es el indicador que mejor resume la informacion arrojada
por el software GOLD. La puntuacion global, denominada “score” es el producto de un
algoritmo que toma en cuenta todos los demas parametros calculados por el programa
como son: coeficiente PLP (que simula la atraccién y repulsion entre atomos de la
proteina y el ligando), coeficiente del potencial de choques atomicos, coeficiente de
torsion del ligando, coeficiente energético de la proteina, coeficiente de restricciones de
movimiento, funcion de enlaces de hidrégeno y enlaces metélicos, y barreras generadas
por moléculas de agua entre los principales (Cambridge Crystallographic Data
Centre, 2019). Por lo tanto, el score es el resultado neto del acoplamiento molecular
puesto que incluye todos los factores que influyen en la union de los ligandos a la
proteina de interés.

3.1.4.1 Sitio activo

En este sitio de la enzima se probaron todos los compuestos identificados (285), sin
embargo se obtuvieron 279 resultados incluyendo los dos controles positivos
correspondientes al inhibidor Remdesivir (F86), puesto que 6 moléculas identificadas
como: 3AE, 3AQ, SX1, MMV662539, MMV688370 y MMV004131, debido a su muy
reducido tamafio no se pudieron enlazar a la proteina de estudio. Todos los datos
generados por el programa al finalizar el experimento, fueron recopilados y ordenados
de forma descendente de acuerdo a la puntuacion global otorgada para cada uno de ellos
como se detalla en el Anexo 5. Los mejores 10 resultados del ensayo se muestran en la
Tabla 2., donde se presentan las puntuaciones obtenidas por cada ligando con su
respectivo codigo y se especifica la posicion que ocupa dentro del grupo. Se incluye

como referencia el resultado de los controles.
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Tabla 2. Ligandos mejor puntuados en el acoplamiento molecular aplicado al sitio
activo de la enzima RdRp del virus SARS-CoV-2.

N° Ligando Score

Control (moléculas grandes) F86 74.04
Control (moléculas pequefias) F86 62.18
1 MMV1804226 98.61

2 23E 90.54

3 MMV637572  87.49

4 20V 87.16

5 8XM 86.46

6 IDX 85.81

7 MMV659028  85.52

8 NDP 85.39

9 MMV637861  85.03

(BN
o

MMV002137  84.86

En la Tabla 2 en lo referente a los controles 1 y 2 utilizados en cada uno de los grupos,
se aprecia gque para la puntuacién global existe una diferencia entre ellos de casi 12
puntos, siendo los pardametros empleados para el grupo de moléculas grandes, aquellos
que permitieron obtener un mejor resultado. En la Figura 10 se observa una
comparacion entre la ubicacion y orientacion adoptada por la molécula control (F86).
La Figura 10a corresponde al modo real de union del inhibidor (PDB ID: 7bv2), y las
Figuras 10b y 10c corresponden al modo de union de las mejores soluciones
encontradas por el software GOLD con los pardmetros utilizados en el ensayo de
moléculas pequefias y grandes respectivamente, que se especifican en el apartado de
materiales y métodos.

»

r

a)

b) c)

Figura 10. Comparacion del modo de unién del inhibidor Remdesivir (F86) en la cavidad del sitio activo de la
enzima RdRp del SARS-CoV-2. a) Complejo de unién real (PDB ID: 7bv2), b) Complejo de unién obtenido
mediante los pardmetros establecidos para moléculas pequefias en GOLD y ¢) Complejo de union obtenido mediante
los parametros establecidos para moléculas grandes en GOLD. Para cada complejo se muestra en gris la superficie
proteica, y las moléculas de inhibidor ademas de sus respectivas interacciones con la enzima se presentan coloreadas.

44



Para determinar las diferencias existentes entre el complejo enzima-ligando que
corresponde a la estructura real y la obtenida mediante el software de acoplamiento
molecular, con los pardmetros establecidos para moléculas pequefias, se realiz6 una
superposicion de las dos estructuras. La Figura 11 muestra la conformacion adoptada

por la molécula de inhibidor y del residuo de Arg555 flexibilizado, para los dos casos.

Arg555

Figura 11. Conformacion adoptada por la molécula del inhibidor F86 vy el residuo Arg555 flexibilizado durante el
ensayo de Docking con los pardmetros establecidos para moléculas pequefias.Se muestra en color verde la estructura
real y en color amarillo la estructura obtenida de GOLD.

La misma comparacion se realizé entre el complejo enzima-ligando de la estructura real
y el resultado obtenido a partir del ensayo de docking para el inhibidor F86 con los
parametros establecidos para moléculas grandes. La Figura 12 muestra la superposicion
de estructuras correspondientes a la molécula de inhibidor y de las cadenas laterales de
los cuatro residuos flexibilizados durante el acoplamiento. En la figura se evidencian los

cambios conformacionales adoptados por cada una de las estructuras.

Thr687 Asp760

S ; Lys545 ¥ v
Args55

Figura 12. Conformacién adoptada por la molécula del inhibidor F86 y cuatro residuos de aminodcidos flexibilizados
durante el ensayo de Docking con los pardmetros establecidos para moléculas de gran tamafio. Se muestra en color
verde la estructura real y en color cyan la estructura obtenida mediante GOLD.
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Segun las puntuaciones obtenidas en la Tabla 2 pertenecientes a los controles aplicados
en cada grupo de moléculas, los parametros utilizados para aquellas de gran tamarfio
parecerian los Optimos puesto que permiten obtener una valoracion més alta. Sin
embargo, tras realizar una comparacion entre la conformacion adoptada por la molécula
durante el ensayo con el programa y su configuracion real, se puede observar que
cuando se flexibilizan una mayor cantidad de aminoacidos, de hecho existe una mayor
diferencia entre las estructuras (Figura 12). Y por el contrario, para los parametros con
los cuales se obtuvo una menor puntuacion y solo una de las cadenas laterales de
aminoéacidos fue flexibilizada, la configuracion de la molécula se asemeja mucho mas a

la real (Figura 11).

A partir de esta premisa se infiere que con los mismos parametros aplicados al inhibidor
F86, para los andlogos de nucledtidos y otras moléculas de igual o menor tamafio
(clasificadas como moléculas pequefias) se pueden obtener resultados que se
asemejarian a lo que ocurre en la realidad. Por otra parte, con respecto a los parametros
aplicados a las moléculas que superaban el tamafio de la referencia (F86), clasificadas
como moléculas grandes, a pesar de que con el control se obtiene una gran disimilitud
de la orientacion con respecto a la real, se considerd necesario cambiar la configuracion
en GOLD para los cuatro residuos antes mencionados, esto debido a la flexibilidad
inherente que poseen las moléculas que, como las proteinas, poseen numerosos enlaces
rotatorios (Desmet, Leuven, & Maeyer, 2019). Ademas, las simulaciones de dinamica
molecular han mostrado que considerar a las proteinas como estructuras rigidas, limita
de sobremanera los complejos de union generados por sub-estados conformacionales

que se darian naturalmente (Amaro et al., 2018).

Aungue se ha demostrado que la flexibilizacidén de cadenas laterales puede mejorar el
proceso de cribado en herramientas de docking, este paso debe hacerse fundamentado
en informacion concerniente a la proteina objetivo, derivada de su estructura, por
ejemplo cristalografica (Amaro et al., 2018). En el presente estudio se tomd en cuenta
esta consideracion en base a la exploracién de la estructura mediante herramientas
bioinformaticas de la enzima determinada por microscopia electronica (PDB ID: 6m71).
De este modo, se considera la validez de todos los productos obtenidos con los
correspondientes parametros aplicados a cada grupo de moléculas durante el desarrollo

del experimento realizado para este sitio de union.
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Con respecto a los resultados netos del experimento, en la Tabla 2 se observa que los
ligandos con codigos MMV1804226, MMV637572 (COVID Box) y 23E (PDB), son
los que obtuvieron las mejores puntuaciones de entre todos los compuestos ensayados,
lo que se traduciria en el mejor acoplamiento al sitio activo de la enzima 'y por lo tanto,
parecen ser los candidatos apropiados para ser probados como inhibidores de la enzima
RdRp del virus SARS-CoV-2. Los complejos enzima-ligando para estos inhibidores
arrojados para el software GOLD, fueron obtenidos a partir del mismo programa y

representados graficamente como se muestra en la Figura 13.

Para el caso del inhibidor con codigo MMV 1804226 perteneciente a la libreria COVID
Box, corresponde al compuesto cuyo hombre comun es R7112. El analisis del complejo
en union con la polimerasa del COVID, determiné que éste forma interacciones con 13
residuos de aminoacidos: Lys545, Ala547, 11e548, Ser549, Lys551, Arg553, Arg555,
Thr556, Tyr619, Pro620, Lys621, Thr687 y Arg836. Como se puede observar en la
Figura 13a, la molécula se adapta satisfactoriamente a la cavidad del sitio activo de la
enzima, incluso abarca un &rea mayor que la utilizada por Remdesivir (Figura 10a). Esta
caracteristica dada por la estructura y tamafio de la molécula probablemente es la razén
por la cual obtuvo la mayor puntuacion del conjunto total de moléculas probadas.
R7112 fue descubierto como un farmaco para el tratamiento de tumores cancerigenos,
en éste contexto es un inhibidor de la denominada proteina MDM2, que a su vez inhibe
a la proteina p53 encargada de regular el proceso de apoptosis celular, por lo tanto es
crucial en el desarrollo de tumores. Una disminucion de la actividad de la proteina p53
conduce indiscutiblemente a la division descontrolada de células y R7112 actla
indirectamente como un activador. Actualmente, éste farmaco ya se estd administrando
como medicamento funcional y de hecho fue el primero en entrar a pruebas clinicas
como represor de la interaccion p53-MDM2 (J. Gohil & N. Noolvi, 2020).

En cuanto al inhibidor con codigo PDB 23E, éste corresponde al compuesto cuya
nomenclatura quimica es: (2E)-3-(4-{[(1-{[(13-ciclohexil-6-0x0-6,7-dihidro-5h-
indolo[1,2-d][1,4]benzodiazepin-10-acidoil)carbonil]Jamino}ciclopentil)carbonil]

amino}fenil)prop-2-enoico. El andlisis estructural determino que este ligando interactia
con las cadenas laterales de 10 aminoacidos: Lys545, Ala547, 11e548, Arg555, Val557,
Asp623, Ser682, Thr687, Ala688 y Asp760. Por su parte, no existe una amplia
informacidn disponible con respecto al compuesto, no obstante se sabe que fue disefiado

a partir de la introduccion de elementos a moléculas de indol con el fin de obtener un
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inhibidor para la polimerasa del virus de la hepatitis C, y que tras ensayos in vitro
mostrd una alta afinidad de unién con la enzima (Zheng et al., 2011). Al igual que en el
caso anterior, ésta molécula como se observa en la Figura 13b, es capaz de adoptar una
conformacién que le permite ingresar apropiadamente en el sitio activo de la RdRp del
SARS-CoV-2.

Finalmente, para el inhibidor MMV637572 perteneciente a la libreria COVID Box, su
nombre comUn es Lopinavir y tiene la capacidad de interactuar con 15 aminoacidos de
la enzima: His439, Tyr4d56, Lys545, 11e548, Ser549, Ala550, Arg555, Val557, Asp623,
Thr680, Ser681, Ser682, Thr687, Asn691 y Arg836. Este hallazgo se muestra bastante
interesante puesto que el farmaco Lopinavir ya se ha establecido como un potencial
agente terapéutico para tratar el COVID-19, sin embargo la principal diana de este
compuesto son las proteasas del organismo. Ensayos realizados utilizando acoplamiento
molecular, muestran que Lopinavir obtuvo buenos resultados como inhibidor de la
enzima Mpro (Dayer et al., 2017). Esta es de hecho la molécula méas grande de las
mejores puntuadas segin GOLD, y como se observa en la Figura 13c abarca una gran
porcion del sitio activo de la enzima, ademéas forma la mayor cantidad de interacciones
en dicho sitio, a comparacion las dos anteriores. Esto explicaria el elevado puntaje, sin
embargo se deberia analizar a profundidad de acuerdo a principios de estericidad si su

unién a la enzima es efectivamente posible.

MMV1804226
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Figura 13. Ligandos con mayor puntuacién obtenidos de los ensayos de docking en el sitio activo de la enzima RdRp
del virus SARS-CoV-2.Se muestra en color gris la superficie proteica, en color cyan las moléculas de inhibidor y en
color rosa los aminoécidos con los que interactda dicho inhibidor.

Inicialmente, un estudio de acoplamiento molecular en el sitio activo llevado a cabo con
la estructura de la enzima ARN polimerasa-ARN dependiente del SARS-CoV-2
obtenida de un modelo creado mediante herramientas bioinformaticas, encontrd que los
farmacos: Ribavirin, Remdesivir, Sofosbuvir, Galidesivir, Tenofivir, Setrobuvir,
Favipiravir, YAK e IDX-184 parecian prometedores para ser usados como potenciales
agentes terapéuticos en el tratamiento del COVID-19 (Elfiky, 2020). Mé&s adelante,
cuando la estructura 3D de la enzima RdRp del SARS-CoV-2 fue publicada en la base
de datos del Protein Data Bank, resultd bastante diferente con aquella que se model6
usando programas informaticos y servidores web, por lo que se requerian estudios
adicionales que actualizaran la informacion y permitieran re-evaluar dichos resultados.

Recientemente, otro estudio de acoplamiento molecular ha sido publicado, esta vez
usando la estructura de la enzima ya determinada experimentalmente (Parvez et al.,
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2020). A pesar de que dicho estudio de acoplamiento molecular se llevé a cabo
utilizando una libreria de compuestos completamente diferente a la de la presente
investigacion y otras relacionadas, se puede rescatar que los mejores resultados que se
obtuvieron, superan por mucho a los valores de los controles positivos alli empleados:
Remdesivir y Favipiravir. Esto es precisamente lo que se observé en el presente estudio,
por lo tanto, el hecho de que no se hayan obtenido los resultados que originalmente se
hubiera esperado (con mayores puntajes para compuestos como Favipiravir o Tenofivir
con los cuales ya se han realizado pruebas clinicas), s6lo demuestra que existen otros
compuestos con mayor afinidad de union a la proteina que todavia no han sido
explorados in vitro. Aunque quizds las elevadas puntuaciones obtenidas para
MMV 1804226, 23E y MMV637572 se deban principalmente al gran tamafio que
poseen estas moléculas, por lo cual forman mas interacciones con la enzima, son un
buen punto de partida para el disefio racional de farmacos y ensayos posteriores que

involucren datos experimentales.

3.1.4.2 Sitio Alostérico

Para el sitio alostérico de la enzima se probaron un total de 112 moléculas incluyendo el
control positivo y se obtuvo la misma cantidad de resultados. Estos datos se recopilaron
en el Anexo 6, de los cuales se tomaron los 10 ligandos mejor puntuados que se
presentan en la Tabla 3, para cada ligando con su respectivo codigo se especifica la
posicion que ocupa dentro del grupo. Se observa ademas los valores generados para el
ligando 3B0 tomado como control positivo.
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Tabla 3. Ligandos mejor puntuados en el acoplamiento molecular aplicado al sitio
alostérico de la enzima RdRp del virus SARS-CoV-2.

N° Ligando Score
Control 3B0 40.93
1 GE6 78.87

2 MMV 1804244  74.80
3 MMV1804621 73.91
4 PSI 72.43
5 MMV000017 71.66
6 MMV000001 71.20
7 1JH 70.80
8 RTP 70.70
9 1JL 70.28
10 TTP 69.90

La Figura 14 muestra la orientacion que adopta el inhibidor 3B0 en la forma real (a) y
segun la forma establecida por el programa GOLD durante el acoplamiento molecular
(b). Aunque los grupos funcionales del inhibidor se ubican basicamente de la misma
manera en el sitio alostérico, se aprecia una diferencia entre las posiciones de los dos
casos y también una alteracién de la conformacion adoptada por las cadenas de
aminoacidos que comprenden el sitio de unidon. Esta diferencia es mucho mas notoria al
analizar la superposicion de las estructuras correspondientes al inhibidor y a las nueve

cadenas laterales flexibilizadas, como se observa en la Figura 15.

Figura 14. Comparacion del modo de unién del inhibidor 3B0 en la cavidad del sitio alostérico de la enzima RdRp

del SARS-CoV-2. a) Complejo de unidn realy b) Complejo de unién obtenido mediante GOLD. Para cada complejo

se muestra en gris la superficie proteica y las moléculas de inhibidor ademas de sus respectivas interacciones con la
enzima se presentan coloreadas.
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Figura 15. Conformacion adoptada por la molécula del inhibidor 3B0 y los residuos de aminoécidos flexibilizados
durante el ensayo de Docking. Se muestra en color verde la estructura real y en color magenta la estructura obtenida
mediante GOLD.

Aunque es importante la diferencia entre la orientacion que adopta la molécula
determinada por GOLD vy la utilizada de referencia, quiza la obtenida del ensayo de
docking sea de hecho la mas acertada puesto que emplea algoritmos y principios de
dindmica molecular que no fueron tomados en cuenta en el disefio de la estructura
referencial. Por lo tanto, al no tener una estructura definida experimentalmente para la
validacién de resultados, se considera que estos son aceptables. Es asi que los
productos del experimento de acoplamiento molecular (Tabla 3), evidencian que los
ligandos con cédigos GE6 (PDB), MMV1804244 y MMV1804621 (COVID Box) son
los que mejor se acoplaron al sitio alosterico de la enzima polimerasa del SARS-CoV-2,
por lo que de comprobarse la existencia de este sitio experimentalmente, podrian ser
utilizados para estudios de inhibicién. Los complejos enzima-ligando para los mejores
resultados segun GOLD, se obtuvieron del mismo software y se muestran en la Figura
16.



GE6

MMV1804621

Figura 16. Ligandos con mayor puntuacion obtenidos de los ensayos de docking en el sitio alostérico de la enzima
RdRp del virus SARS-CoV-2.Se muestra en color gris la superficie proteica, en color amarillo las moléculas de
inhibidor y en color cyan los aminoacidos con los que interactda dicho inhibidor.
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El mejor resultado correspondiente al inhibidor GE6 obtenido del PDB corresponde al
ya conocido farmaco Favipiravir. Luego del anélisis del complejo de unién se determind
que es capaz de formar interacciones con 13 aminoécidos: Thr806, Lys807, Gly808,
Pro809, His810, His816, Thr817, Met818, Leu819, Tyr831, His872, Asn874 y Tyr877.
Favipiravir es un farmaco antiviral que inhibe la enzima ARN polimerasa del virus de la
influenza de forma selectiva. Estructuralmente, es analogo de un nucleétido de purina
por lo cual es un candidato prometedor para el tratamiento de la influenza y otras
polimerasas homdlogas, incluyendo a la del SARS-CoV-2. En efecto, algunos estudios
exploratorios de posibles alternativas terapéuticas se han centrado en este compuesto
(Furuta et al., 2013). No obstante, por tratarse de un analogo de sustrato, su sitio de
unién es el centro catalitico, por lo que este hallazgo resulta novedoso. A pesar de que
por la referencia utilizada se esperaba que las moléculas que se acoplarian a este sitio
teorico fueran de menor tamafio, como se muestra en la Figura 16a el inhibidor es

bastante grande y ocasiona una modificacion importante en el sitio de unién.

Para el caso del inhibidor con cddigo MMV1804244, éste pertenece a la libreria
COVID Box y corresponde al compuesto conocido como Triparanol. El analisis del
complejo en unién con la polimerasa del Covid, determin6 que este inhibidor forma
interacciones con 14 residuos de aminoacidos: Glu802 Lys807, Gly808, Pro809,
His810, His816, Thr817, Met818, Tyr831, Asp833, Pro834, His872, Pro873 y Tyr877.
Triparanol es un bien conocido inhibidor de la biosintesis de colesterol pues blogquea la
actividad de la enzima dehidrocolesterol reductasa. Mas recientemente, se descubrid el
potencial de este compuesto para inhibir la proliferacion del cancer de pulmon,
obteniendo buenos resultados en ensayos in vitro e in vivo (Bi et al., 2012). Para este
caso también se trata de una molécula de tamafio mayor que el esperado generando
cambios conformacionales en las cadenas laterales de los aminoacidos con los que

interactUa, como se observa en la Figura 16b.

Por ultimo, el inhibidor con codigo MMV 1804621 también perteneciente al COVID
Box, se denomina cominmente como Anagliptin y para el mismo se determinaron 14
aminoacidos con los que es capaz de interactuar: Glu802, Thr806, Lys807, Gly808,
Pro809, His810, His816, Thr817, Met818, Leu819, Tyr831, Asp833, Pro834 y Tyr877.
Con respecto a este farmaco, es un selectivo inhibidor de la enzima dipeptidil peptidasa-
4 0 DD-4, la cual cataliza la inactivacion de las denominadas hormonas incretinas,

como son el péptido similar a glucagdn 1 (glucagon-like peptide-1) o GLP-1, y el
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polipéptido glucosa-dependiente insulinotrépico, lo cual estimula la secrecion de
insulina mejorando el perfil glicémico. Es decir, es usado como medicamento para
pacientes que padecen diabetes mellitus tipo 2 (Chiba et al., 2018). La figura 16¢
demuestra como este inhibidor es capaz de unirse en la cavidad definida para el sitio
alostérico de la enzima RdRp del SARS-CoV-2.

Para el caso de este sitio de union alostérico, al ser completamente tedrico no existe
disponibilidad de literatura que permita comparar los resultados encontrados, por lo que
para los fines de este estudio, los datos se consideran como vélidos. De igual modo, esta
informacidn permite sentar un precedente para futuras investigaciones sobre inhibidores
que puedan ser eficaces en la reduccion de la actividad enzimatica de la RdRp del
SARS-CoV-2 e incluso para el descubrimiento de otros posibles sitios de union a

ligandos en la enzima.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se efectud el cribado virtual de inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN-
dependiente del virus SARS-CoV-2 empleando librerias de compuestos y
homologia estructural con polimerasas virales, determinando que efectivamente
existen compuestos que son potenciales represores de la actividad enzimatica y
que fueron descubiertos durante el desarrollo de agentes terapéuticos contra
diversas enfermedades. Por lo tanto, figuran como candidatos para ser utilizados
en el disefio de farmacos para tratar el COVID-19, por encontrarse bien

caracterizados y disponibles comercialmente.

Se analiz6 la homologia estructural entre la enzima ARN polimerasa ARN-
dependiente del virus SARS-CoV-2 vy diferentes polimerasas virales,
encontrando que proteinas pertenecientes a diversos organismos comparten un
gran porcentaje de similitud tanto en su secuencia de aminoécidos como en su
estructura secundaria, destacando entre estos a los coronavirus de murciélago y
al virus SARS-CoV. Se resolvio ademas que los dominios que conforman el
sitio activo de la enzima tienen un muy alto grado de conservacién debido al rol

central que esta cumple en el ciclo de vida del virus.

Se generé una libreria de compuestos tras identificar multiples ligandos de
enzimas ARN polimerasas virales, que dado el nivel de conservacion
filogenético pueden ser potenciales inhibidores de la RdRp del SARS-CoV-2; un
gran porcentaje de los ligandos encontrados pertenecen a diferentes cepas del
virus de la hepatitis C y en menor medida a otros organismos. El conjunto de
compuestos fue enriquecido con otros provenientes del COVID Box, contando
asi con casi 300 moléculas para ser incluidas en analisis de acoplamiento

molecular.
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Se determinaron dos posibles sitios de union a inhibidores en la enzima ARN
polimerasa ARN-dependiente del virus SARS-CoV-2, uno correspondiente al
sitio activo de la enzima al cual se unen los inhibidores competitivos y otro sitio

alostérico tedrico al cual se unen inhibidores no competitivos.

Se establecieron los mejores inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN-
dependiente del virus SARS-CoV-2 a partir del analisis de las propiedades de su
unién con la enzima determinados mediante ensayos de acoplamiento molecular.
Se encontrd que los compuestos: R7112, 23E y Lopinavir para el sitio activo; y
Favipiravir, Triparanol y Anagliptin para el sitio alostérico, tienen elevada
afinidad por la proteina en estudio y por lo tanto pueden ser un punto de partida

en estudios experimentales posteriores.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda que los resultados obtenidos en la presente investigacion sean
utilizados como base para estudios in vitro y eventualmente también in vivo, con
el fin de comprobar su potencial inhibitorio sobre la enzima RdRp del virus
SARS-CoV-2.

Replicar este estudio utilizando como referencia la recién publicada estructura
de la enzima ARN polimerasa del SARS-CoV-2 en unién con el farmaco

Favipiravir, que permitiria obtener un contraste de resultados.

Realizar andlisis estructurales de la enzima RdRp del virus causante del COVID-
19, para determinar la existencia o no del sitio alostérico aqui descrito, y de

otros posibles bolsillos de unién a inhibidores.
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ANEXOS

Anexo 1. Alineamiento multiple de secuencia de proteinas homologas a la nsp12 RdRp
del SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 1 SADAQSFLNRVCGVSAARLTPCGTGTSTDVVYRAFDIYNDKVAGFAKFLKTNCCREFQEKD
BtCoV-RpS 1 -
SARS-CoOV-Rs 1 SADASTFLNRVCGVSAARLTPCGTGTSTDVVYRAFDIYNEKVAGFAKFLKTNCCRFQEKD
BtCoV-Cp 1 -
SARS-CoV 1 SADASTFLNRVCGVSAARLTPCGTGTSTDVVYRAFDIYNEKVAGFAKFLKTNCCRFQEKD
BtCoV-Rp3 1 SADASTFLNRVCGVSAARLTPCGTGISTDVVYRAFDIYNEKVAGFAKFLKTNCCRFQEKD
BtRf-BCoV 1 SADASPFLNRVCGVSAARLTPCGTGTSTDVVYRAFDIYNEKVAGFAKFLKTNCCRFQEMD
BtCoV-YNLF 1 SADASTFLNRVCGVSAARLTPCGTGISTDVVYRAFDIYNEKVAGFAKFLKTNCCRFQEKD
BtCoV-279 1 SADASTFLNRVCGVSAARLTPCGTGTSTDVVYRAFDIYNERVAGFAKFLKTNCCRFQEKD
BtCoV-HKU3 1 SADASTFLNRVCGVSAARLTPCGTGTSTDVVYRAFDIYNEKVAGFAKFLKTNCCRFQEKD
BtHpCoV-2ZJ13 1 S----- FLNRVRGVSAARLTPCGSGLSTDVVVRAFDLYNSKIGGFGLRYKGNCCRFQEID
RCoV-SDAV 1
MERS-CoV B e e
BtCoV-HKU9 1 ——mmmmmm - ARLVPLGSGVQPDIVLRAFDICNTKVAGFGLHLKNNCCRYQELD
BtRo-CoV 1 ——mm e ARLVPQGIGVQPDVVLRAFDICNSKVAGFGLHLKNNCCRYQELD
BetaCoV 1 e YKAKVAGIGKYYKTNTCRFVEKD
EriCoV B et YKARVAGIGKHYKTNTCREVELD
BtCoV-HKU5 B et YKAKVAGIGKYYKTNTCREVEVD
HCoV-HKU1 I
PHEV 1
MHV-2 B e e
BCoV-LUN B e e
HCoV-0C43 B e it e
B-CoV-HKU24 1
RbCoV-HKU14 B e e
TCoV I -
AIBV B e e
DCoV 1
BtCoV-512 L o
MCoV I -
PEDV e et
FCoV L
BtRf-CoV-YN I o
CCoV I -
BDCoOV-HKU22 e et
LRNV I o
PTGEV I o
HCoV-229E 1l -
WS-CoV I -
BtCoV-HKU10 I o
HCoV-NL63 I o
BVDV 1 SSWFLQATNKQ----- MSLTPL-—-———=-—=————————————— FEELL--LRCPPKIKS
CSFV 1 EENKQGNLTPL--———=—=— === ——m—m—m—m—m o FEELL--QQCPPGGQON
FMDV 1 TV D —m—m o
CoxsackieV 1l GEIE-——————— =~~~
MEV 1 GALE— ===
HPVM 1 GEIQ—m—mmm oo -
EV-D68 1 GEI V- m o oo
HRV-B14 1 GOV I~ m o
CSV-JsY 1 SET L= oo
PKVS-HUN B e e et e e
RHDV 1 TSNE—m—mmm oo oo o -
SARS-CoV-2 61 EDDNLIDSYFVVKRHTFSNYQHEETIYNLLKDCPAVAKHDFFKFRIDGDMVPHISRQRLT
BtCoV-RpS 1 —mmm e SNYQHEETIYNLVKECPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
SARS-CoOV-Rs 61 EEGNLLDSYFVVKRHTMSNYQHEETIYNLVKDCPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
BtCoV-Cp 1 —mmmmmmmmm e SNYQHEETIYNLVKECPAVAVHDFFKFRIDGDMVPHISRORLT
SARS-CoV 61 EEGNLLDSYFVVKRHTMSNYQHEETIYNLVKDCPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
BtCoV-Rp3 61 EEGNLLDSYFVVKRHTMSNYQHEETIYNLVKDCPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
BtRf-BCoV 61 EDGNLIDSYFVVKRHTMSNYQHEEAIYNLLKECPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
BtCoV-YNLF 61 EEGNLLDSYFVVKRHTMSNYQHEETIYNLVKDCPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
BtCoV-279 61 EEGNLLDSYFVVKRHTMSNYQHEETIYNLVKECPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
BtCoV-HKU3 61 EEGNLLDSYFVVKRHTMSNYQHEETIYNLIKECPAVAVHDFFKFRVDGDMVPHISRQRLT
BtHpCoV-2J13 56 EDGKALDSFFIVKRHTEDNFKLEQEMYDLLKDSGVVAVHDFFHFRVEGRMEPHITRQRLT
RCoOV-SDAV L o
MERS-CoV L o



BtCoV-HKU9
BtRo-CoV
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BtCoV-HKUS5
HCoV-HKU1
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TCoV
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CCoV
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HCoV-229E
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BtCoV-HKU10
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FMDV
CoxsackieVv
MEV

HPVM

EV-D68
HRV-B14
CSV-JSY
PKVS—-HUN
RHDV

SARS-CoV-2
BtCoV-RpS
SARS-CoV-Rs
BtCoV-Cp
SARS-CoV
BtCoV-Rp3
BtRf-BCoV
BtCoV-YNLF
BtCoV-279
BtCoV-HKU3
BtHpCoV-2J13
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MERS-CoV
BtCoV-HKU9
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BetaCoV
EriCoV
BtCoV-HKUS
HCoV-HKU1
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HCoV-0C43
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BtCoV-512
MCoV

PEDV

FCoV
BtRf-CoV-YN
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121

44
121

44
121
121
121
121
121
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9

ADGTQLDSYFVVKRHTESNYLLEQRCYEKLKDCGVVARHDFFKENIEGVMTPHVSRERLT
SEGNKLDSYFVVKRHTEENYALEQRCYDKLKDCDVVARHDFFKFKVEGVMTPHISRQRLT
DQGHQLDSYFVVKRHTMENYELEKKCYDLLKDCDAVARHDFFVFDVDKVKTPHIVRQRLT
DQGHKLDSYFVVKRHTMENYELERHCYDLLKACDSVAAHDFEFVFDVDKTKTPHIVRQRLT
DEGHRLDSFFVVKRHTMENYELEKRCYDLVKDCDAVAVHDFFIFDVDKVKTPHIVRQRLT

KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYEFNKKDWYDEFVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYEFNKKDWYDEFVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYFNKKDWYDEFVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDNYFNKKDWYDEVENPDILRIYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYEFNKKDWYDEFVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYEFNKKDWYDEFVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYFNKKDWYDEFVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYFNKKDWYDEVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDDYEFNKKDWYDEFVENPDILRVYANLGE
KYTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCCDDNYEFNKKDWYDEFVENPDVLRVYANLGE
KYTMADLVYAFRHFDENSCEVLKEILVTYNCCGSDYFEKKDWYDYVENPDILNVYARLGE
————————————————— NSEVLKAILVKYGCCDVTYFENKLWEDFVENPSVIGVYHKLGE
KYTMADLVYSLRHFDNNNCDTLKEILVLRGCCTADYFDRKDWYDPVENPDIIRVYHNLGE
KYTMADLVYSLRHFDNNNCEILKEILVMRGCCDEEFFTKKDWEDPVETPELISVYHKLGE
EYTMMDLVYALRHFDONNCEVLKSILVKYGCCDTSYFDNKLWEFDEVENPGIIGVYHKLGE
EYTMMDLVYALRHFDONNCEVLKTILVRYGCCEESYFDNKLWEFDEVENPDVIRVYHKLGE
EYTMMDLVYALRHFDONNCEVLKSILVKYGCCDASYFDNKLWFDEFVENPNVISVYHKLGE

KYTMMDLCYAFRHFDPNDCDVLKEILVVKGCCEWDYFDQPNWYDPVENPDWESLISRLGP
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RVRQALLKTVQFCDAMRNAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDFIQTTPGSGVPVVDSYYSL
RVRQALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDFVQVAPGCGVPIVDSYYSL
RVROQALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDEFVQVAPGCGVPIVDSYYSL
RVROQALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDEVQVAQGCGVPIVDSYYSL
RVRQSLLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDFVQVAPGCGVPIVDSYYSL
RVRQALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDFVQVAPGCGVPIVDSYYSL
RVROQALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDEVQVTPGCGVPIVDSYYSL
RVROQALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDEFVQVAPGCGVPIVDSYYSL
RVROQALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDEFVQVAPGCGVPIVDSYYSL
RVRRALLKTVQFCDAMRDAGIVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDFVQVAPGCGVPIVDSYYSL
RIRCNLLKTVKFCDAMKRHGIVGVLTLDNQDLNGNWCDFGDFVRGFPGNGVPVVDSYYSL
RVROQAILNTVKFCDHMVKAGLVGVLTLDNQDLNGKWYDFGDEVITQPGSGVAIVDSYYSY
TVRKAVLSAVKMADSMVEQGLIGVLTLDNQDLNGQWYDFGDFIEGPAGAGVAVMDTYYSL
TVRNAVLSANKMADAMVKAGLVGVLTLDNQDLNGKWYDFGDFIEAPPGTGVAVMDTYYSL
RIRKAVLNTVKFCDOMVSAGLVGVLTLDNQDLNGLWYDFGDEVITQPGSGVAVVDSYYSY
LVRRAMLSTVKFCDHMVKSGLVGVLTLDNQDLNGKWYDFGDEVVTQPGAGVAIVDSYYSY
RIRQAVLNTVKFCDOMVKSGLVGVLTLDNQDLNGKWYDFGDEFVITQPGAGVAIVDSYYSY
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Anexo 2. Estructuras 2D y ligandos con actividad inhibitoria de la enzima RdRp del
virus SARS-CoV-2 y otras enzimas ARN polimerasas virales, obtenidas de la base de

datos PDB.
N° | Organismo | Cddigo Ligando Cadigo | Nomenclatura Estructura quimica
PDB PDB SMILES
del
ligando
1. Severe acute | 7BV2 Remdesivir F86 Nclncnn2clcc H | H
respiratory triphosphate (RTP) c2[C@@]3(O[ |
syndrome C@H](CO[P)( NZ =N
coronavirus 0)(0)=0)[C@ . N/ N
2 @H](0)[C@H SRV
130)C#N N0
)‘w’/ H
o o O
PLY
0" o
H H
2. Enterovirus 3N6N 5-bromouridine 5'- BUP O[C@H]l[C@ o
A71 triphosphate @H](O)[Co@ Br_ lL ,H
HI(O[C@@H] 1§
1CO[P](0)(=0 N
)O[P](O)(=0) A
O[P1(0)(0)=0 | = ‘*«i’ 0
N2C=C(BNC( |
=0)NC2=0 % TN, %0
3. Enterovirus | 3n6m Guanosine-5'- GTP NC1=Nc2n(cn ;
A71 triphosphate c2C(=0)N1)[C &8 0% O
@@H]30[C@ W S Hoo’ o0
HI(CO[PIO)(= | e
O)O[P(O)(=0 | -
)O[P]1(0)(0)= H"T;w”
O)[C@@H](O o
)J[C@H]30
4, Bovine viral 1549 Guanosine-5'- GTP NC1=Nc2n(cn ;
diarrhea triphosphate c2C(=0O)N1)[C Q" -0~ P.-'° °§;\p °n
virus 1 @@H]30[C@ NV g Hoo' i
ORI | Fr
= H \l// N\
JO[P](0)(0)= H~7}[~”’
O)[C@@H](O °
)[C@H]30
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Foot-and- 2e9z Uridine 5'-triphosphate UTP O[C@H]l[C@ 0
mouth @H|(0)[cee I
disease virus H](O[C@@H] E /L
C-S8cl 1CO[P@](O)(= e
OO |+~
=O)N2C=CC(= \\/—/ .
O)NC2=0 A NP
Foot-and- 2e9r Ribavirin triphosphate RTP NC(=0)clncn( ot
mouth n1)[C@@H]2 N\
disease virus O[C@H](CO[P —t
C-s8cl @](0)(=0)O[P ﬁf
@@](0)(=0)0
[PIO)O)=0)[ | , o~
C@@H](0)[C [,
@H]20 7 %0 o,
Human 2im2 | Uridine 5'-triphosphate UTP O[C@H]l[C@ 0
poliovirus 1 @H|(0)[cee I
Mahoney H](O[C@@H] E )\
1CO[P@](0)(= o
Q0PI |+~
=0)N2C=CC(= \\/—/ .
O)NC2=0 LA NP
Human 2im0 Cytidine-5'- CTP NC1=NC(=0) H,y-H
poliovirus 1 triphosphate N(C=Cl)[C@
Mahoney @H]20[C@H] ﬂ S
(CO[P@@](0) R,
(=0)O[P@@]( \(
O)(=0)O[P](O | «° 0
)(0)=0)[Ce@ L
H](O)[C@H]2 ° O o o
@) 0.-,,-_ . .I'é-—O\_. :')
Human 2ily Adenosine-5'- ATP Nclncnc2n(cnc .
poliovirus 1 triphosphate 12)[C@@H]3 o \,P_,o.._p.-'_‘) Np-On
Mahoney O[C@HI(COP | v J~Fo" 0d ¢

@](0)(=0)O[P
@@](0)(=0)0
[P1(0)(0)=0O)[
C@@H](O)[C
@H]30
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10. | Human lra7 Guanosine-5'- GTP NC1=Nc2n(cn H o
poliovirus 1 triphosphate c2C(=O)N1)[C g %0 oF o
Mahoney @@H]30[C@ H "_(:m(“o © 5 o

HICOPIO)= | 4, "
O)O[PI(O)=0 | " g P
)O[P](0)(0)= Ty
O)[C@@H](O °
)IC@H]30
11. Norwalk- 4nrt 4-({4-methyl-3-[(3- 2NG Cclcce(ccINC He
like virus nitrobenzoyl)amino]be (=0O)c2ccce(c2) 0=40
nzoyl}amino)naphthal [N+]([O- [J\E?
ene-1,5-disulfonic acid 1)=0)C(=0O)Nc o .
3cce(c4cecee(c3 TN o,
A[SI(0)(=0)= @
OISI)-0)- 8T
0=\
)
O:N.\):/
12. Norwalk 3h5x 2'-amino-2'-deoxy- CSG N[C@@H]1[C Ho
virus cytidine-5'- @H](O)[Ce@ |
triphosphate H](CO[P@@]( ﬂ SN
0)(=0)0[P@]( SN
= HN.,\( ~o
H]IN2C=CC(= ~
NC2=0)N 3 "'HO\_P_,,E) ;
13. Murine 4nru 4-({4-methyl-3-[(3- 2NG Cclcce(ccINC Ho
norovirus 1 nitrobenzoyl)amino]be (=0O)c2ccce(c2) 0=520
nzoyl}amino)naphthal [N+]([O- [J\J:j
ene-1,5-disulfonic acid 1)=0)C(=0)Nc 0 Y,
3cee(cdceeee(c3 //_}“”H o,
A[SI(0)(=0)= ()
O)ISIO)(=0)= a7
0=
)
0:N>:/

14. Murine 404r 3-[(E)-{4-formyl-5- 20V Cclnc(N=Nc2c o

norovirus 1 hydroxy-6-methyl-3- c3c(ce(cec3[SI( ],'3' X i
[(phosphonooxy)meth 0)(=0)=0)[N+ O 0
ylIpyridin-2- ([0 T
yl}diazenyl]-7- 1)=0)c(c2)[SI( w0y ES
nitronaphthalene-1,5- 0)(=0)=0)c(C ' ﬁ 7o
disulfonic acid O[P](0)(O)=0 *}/ ,
)c(C=0)c10 *" Yo
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15. Norovirus 4199 Naphthalene-1,5- 21D O[S](=0)(=0)c H e+
disulfonic acid lccec2clecec2] ¢
$1(0)(=0)=0 St
> =
\//| .///‘
0= =0
H+‘I)'
16. | Hepacivirus lyvz 3-[(2,4- JPC CC(C)N(C(=0O \
C dichlorobenzoyl)(isopr )clcee(Cl)eelC "'\ )
opyl)amino]-5- l)c2cc(sc2C(O) TN\, o
phenylthiophene-2- =0)c3cccec3 “7 ),_,g\\
carboxylic acid h
[J
17. | Hepacivirus 205d (29)-2-({(52)-5-[(5- VR1 CCcloc(ccl)\C Lo
C ethyl-2- =C\2SC(=NC\2 ~ AN
furyl)methylene]-4- =0)N[C@H](C S SV AN
ox0-4,5-dihydro-1,3- (=O)N[S](=0)( ) N LT
thiazol-2-yl}amino)-2- =0)c3cce(ce3)[ -
(4-fluorophenyl)-n-[(4- N+]([O- N o
nitrophenyl)sulfonyl]a ])=0)c4cce(F)c ==
cetamide c4 E/k”
il;r*‘/
18. | Hepacivirus 2gc8 1-[(2-amino-4-chloro- 885 Cclcc(c(N)ecl —
C 5- CI)[S](=0)(=0 { )\/%
methylphenyl)sulfonyl JN2CCC[C@H N
]-I-proline ]2C(0)=0 L 0="5=0 0
H‘h‘l =
T
j/ \“\
Cl
19. | Hepacivirus 2hwi (25)-({(52)-5-[(5-ethyl- | VRX | CCcloc(ccl)\C L.
C 2-furyl)methylene]-4- =C2/SC(=NC2 \ 7\ /
oxo-4,5-dihydro-1,3- =O)N[C@H](C I\
thiazol-2-yl}amino)(4- (0)=0)c3ccc(F o T
fluorophenyl)acetic )cc3 y

acid




20. | Hepacivirus 2hwh 4-methyl-n-{(5e)-5- RNA 0

C [(5-methyl-2- Ccloc(ccl)\C= n—~X
furyl)methylene]-4- C2/SC(=NC2= I X.:::{“
ox0-4,5-dihydro-1,3- O)N[S](=0)(= iy

thiazol-2- 0O)c3cee(C)ee3 ot o 78
yl}benzenesulfonamid N
e g
21. | Hepacivirus 1yvx 3-[isopropyl(4- IPC CC(C)N(C(=0O Xilic
C methylbenzoyl)amino] )cleee(C)ecl)e —
-5-phenylthiophene-2- 2cc(sc2C(0)= ¢ 9
carboxylic acid O)c3ccecc3 “"“} oH
1T
[
22. | Hepacivirus 2d41 5'-acetyl-4-{[(2,4- SNH | CC(=0)clsc(cc
C dimethylphenyl)sulfon 1)c2sc(C(0)=0 o~
yllamino}-2,2'- )C(N[S](=0)(= /"::qﬁl
bithiophene-5- 0)c3cec(C)ec3 V=
carboxylic acid C)c2 =
HN/L-“%I/
0= : :04“%..0
% =
PL
g
23. | Hepacivirus 2d3z 5-(4-fluorophenyl)-3- FIH Cclcce(ccl)[S] o

C {[(4- (=0)(=0O)Nc2c J
methylphenyl)sulfonyl c(sc2C(0)=0)c °TN -
Jamino}thiophene-2- 3cee(F)ce3 M) \

carboxylic acid N \
o= =0
_/;.S-J\\‘
_J
24. | Hepacivirus 2d3u 5-(4-cyanophenyl)-3- CCT Cclcceeel[S](

C {[(2- =0)(=0)Nc2cc "o
methylphenyl)sulfonyl (sc2C(0)=0)c3 04\
lamino}thiophene-2- cce(cec3)C#N TN

carboxylic acid no o~ \  pc=w
h Y
[
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25. | Hepacivirus 2hai (6s)-6-cyclopentyl-6- PFI CC(C)Oclccece(
C [2-(3-fluoro-4- CC[C@]2(CC(
isopropoxyphenyl)ethy =CC(=0)02)0
1]-4-hydroxy-5,6- )C3CCCC3)cc
dihydro-2h-pyran-2- 1F
one
26. | Hepacivirus 5tri 3-[(4- THM OC(=0)clcccc a
C chlorophenyl)methoxy (OCc2ccc(Cl)c f\—\\
]-2-(1-ox0-1,3- c2)c1N3Cc4cc ¢ 9
dihydro-2H-isoindol- ccc4C3=0 =
2-yl)benzoic acid ),
- /I
Y
E\, ;;J:./N N\ 7/
- 4
o—(
27. | Hepacivirus 5trh 2- THL
C [(benzenecarbonyl)ami OC(=0)clcccc “/ =5
nol-3-[(4- (OCc2ccc(Cl)c ~
chlorophenyl)methoxy c2)cINC(=0)c I
Joenzoic acid 3ceece3 o MRy T
o T \/JLR;'//
J
28. | Hepacivirus 5uj2 [(2R,3R,4R,5S)-5-(4- 8B4 . oM
C Aminoimidazo[2,1- C[C@@]1(F)[ LR
f][1,2,4]triazin-7-yl)-4- C@H](O)[C@ o =0
fluoro-3-hydroxy-4- @H](CO[P](0) Qo
methyloxolan-2- (=O)O[P1(O)( o0
yl]methyl phosphono 0)=0)0[C@H o
hydrogen phosphate ]1c2cnc3n2nen . H%/'\ -
c3N Sy
[ l \},
Now =y
Hh||'H
29. | Hepacivirus 5qj0 6- J6D CCN(clcc2oc( “/m
C [ethyl(methylsulfonyl) c3ccce(F)ce3)c( ~.N4|~\,-"-\
amino]-2-(4- C(=0)NC)c2cc Ao
fluorophenyl)-N- 1c4ccee(cd)C( PN H ,f\
methyl-5-(3-{[1- =0)NC5(CC5) SO a
(pyrimidin-2- cénceen6)[S](C DA
yl)cyclopropyl]carbam )(=0)=0 I
oyl}phenyl)-1- e
benzofuran-3-
carboxamide
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30. | Hepacivirus 5gj1 6-(ethylamino)-2-(4- J6J CCNclcc2oc(c
C fluorophenyl)-5-(3- 3cee(F)eed)e(C |
{[1-(5- (=O)NC)c2ccl "T’]T .
fluoropyrimidin-2- cdccc(OC)c(cd SN
yl)cyclopropyl]carbam )C(=O)NC5(C ut ‘T:-‘) ]
oyl}-4- C5)cénee(F)en R BN o
methoxyphenyl)-N- 6 L;-_/-l ~ X \“\f’ T\
methyl-1-benzofuran- Hy ./U\.,_a[ s N/
3-carboxamide P
31. | Hepacivirus 4tya 4- 3AE
C (trifluoromethyl)benzo OC(=0)clcece(
ic acid ccl)C(F)(F)F
0~ o
l
32. | Hepacivirus 4ty9 5- 3B0 Nclcee(enl)C( .
C (trifluoromethyl)pyridi F)(F)F \,F
n-2-amine A |/'/ .
P
"N N
f
33. | Hepacivirus 4ty8 6-methyl-2H-chromen- |  3AV Cclccc20C(=
C 2-one 0)C=Cc2c1 \\(\7[/\;
N0 N
34. | Hepacivirus 4txs (4- 3AQ Oclccc(CC#N) .
C hydroxyphenyl)acetoni ccl Z
trile
9
H'O
35. | Hepacivirus 3phe 4-chlorobenzyl 6- C9A CN1CCN(CC1 0o o
C fluoro-7-(4- )c2cc3N(Cedee o AN A g
methylpiperazin-1-yl)- c(ccA)[S](C)(= ~ L) LI,
1-[4- o)=o)c=c(C( | . L _o
(methylsulfonyl)benzy =0)OCc5cce(C LI e
1]-4-ox0-1,4- 1)cc5)C(=0)c3 ¢~
dihydroquinoline-3- cc2F
carboxylate
36. | Hepacivirus 3lkh 2-(2-{[(1S)-1-benzyI- LT6 CCCCN(C)C(= P
C 2- O)clc(F)ceccl ]
hydroxyethyl]amino}- OCC(=O)N[C " . N(
2-oxoethoxy)-N-butyl- @H](CO)Cc2c Z Yy o 5
6-fluoro-N- ccee2 E\l]w J\__...zo..\|//:[:-i.|f
methylbenzamide ! -
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37. | Hepacivirus 2awz 5r-(4- 5H Brclcec(Cl[C@ B
C bromophenylmethyl)- H]2SC(=S)N( s~
3- N[S](=0)(=O)c N )
(benzenesulfonylamin 3cceee3)C2=0 ¥ \ >——f
0)-4-0X0-2- )eel o ,rﬂ\{/ """ '
thionothiazolidine \ \
0o=s=0 ©
g
-
38. | Hepacivirus 2ax1 5r-(3,4- 5EE Clclccc(ClC@ o
C dichlorophenylmethyl) H]2SC(=S)N( wo Y 1
3-(2- N[S](=0)(=O)c o M\
thiophenesulfonylamin 3scce3)C2=0)c N—N ©
0)-4-0X0-2- cicCl L pu
thionothiazolidine
]
0N
Cl
39. | Hepacivirus 2jcl (2s,4s,5r)-1-(4-tert- 698 CC(C)C[Cc@]1
C butylbenzoyl)-2- (C[C@@H]([C e,
isobutyl-5-(1,3- @@H](N1C(= A
thiazol-2- O)c2cec(cc2)C T\
yl)pyrrolidine-2,4- (C)(C)C)c3sce L
dicarboxylic acid n3)C(0)=0)C( T i
0)=0 ) )~
40. | Hepacivirus 2jc0 (2s,4s,5r)-2-isobutyl-5- 699 CC(O)C[C@]1
C (2-thienyl)-1-[4- (C[C@@H]([C T
(trifluoromethyl)benzo @@H](N1C(= \=l # j‘o
ylJpyrrolidine-2,4- 0)c2cee(cc2)C N\
dicarboxylic acid (F)(F)F)c3scce o_:.\/,»ﬁ“ /_/: 0-n
3)C(0)=0)C(0 j AN
)=0 b
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41. Hepatitis C 3udo 1-[(2-aminopyridin-4- 08E Nclcc(Cn2c3c .,
virus isolate yl)methyl]-5-chloro-3- cc(Clec3c(C4 N
HC-J4 (2-0x0-1,2- =CC=CNC4=0 o=/
dihydropyridin-3-yl)- )c2C(0)=0)cc _ )”
1H-indole-2- nl AN S
carboxylic acid \\ EN}—{
gl o-
\)
H . £
L =
H'Nw‘\\\ Y
N 4
42. Hepatitis C 3ske 1-[(2-aminopyridin-4- 054 Nclcc(Cn2c3c
virus isolate yl)methyl]-3-(2,4- cc(cc3c(N4C(= I {457‘ :
HC-J4 dioxo-1,2- O)Nc5csce5C4 TNA
dihydrothieno[3,4- =0)c2C(0)=0) L L,
dlpyrimidin-3(4H)-y)- C(F)(F)F)cent |
5-(trifluoromethyl)- “ T ] N #°
1H-indole-2- NN o
carboxylic acid W /
N
H \:L%/)
43. Hepatitis C 4j0A 2-{[(4- 1JL Cclcce(ccl)[S]
virus isolate methylphenyl)sulfonyl (=0)(=O)Nc2c v
HC-J4 ]lamino}-4- ¢(Oc3ccecece3)e % L ‘ /,|
phenoxybenzoic acid cc2C(0)=0 JT Ny -
41“\
()
44, Hepatitis C 4j08 2-{[(4- 1JH Cclcce(ccl)[S]
virus isolate methylphenyl)sulfonyl (=0)(=O)Nc2c A
HC-J4 Jamino}-5- cc(Oc3cceceel) % L \ J
phenoxybenzoic acid cc2C(0)=0 JT T -
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45, Hepatitis C 4j04 4-chloro-2-{[(2,4,5- 1JF OC(=0)clcece(
virus isolate trichlorophenyl)sulfon ChccIN[S](=0
HC-J4 yllamino}benzoic acid )(=0)c2cc(Cl)c
(Chcc2Cl
a
Cl
46. Hepatitis C 4j02 [(1R)-5,8-dichloro-1- 1JE CCC[C@]1(C \
virus isolate propyl-1,3,4,9- C(0)=0)0CCc /
HC-J4 tetrahydropyrano[3,4- 2c1[nH]c3c(Cl) S O o~
bJindol-1-ylJacetic cce(Cl)e23 I~ X 1
acid § ) 9
\'L__ // . /
{ ,
cl
47. Hepatitis C 4iz0 2,4,5-trichloro-N-(5- 2BI Cclonc(N[S](= N—0.
virus isolate methyl-1,2-oxazol-3- 0)(=0)c2cc(Cl -
HC-J4 yl)benzenesulfonamide )e(Cl)cc2Cl)cl Hoy 7
|
0= =0
IZ'.l'\[)Q'-“-.
| H
S cl
Cl
48. Hepatitis C 4gmc | 3-cyclohexyl-2-(furan- 1Bl O=C(Cnlc2cc( —
virus isolate 3-yl)-1-[2-(morpholin- cce2¢c(C3CcC { .
HC-J4 4-yl)-2-oxoethyl]-N- CC3)clcdcoce . D
(phenylsulfonyl)-1H- 4)C(=O)N[S](= o it LI
indole-6-carboxamide 0)(=0)c5ccecce A~ T Ty T
sN6CCOCCs | L) ° ¢ ex
@)
49. | Hepatitis C 3upi (3S)-6-(2,5- 0C2 C[C@@H]1C F
virus isolate difluorobenzyl)-3- Oc2clccc3n(C \{ N\
HC-J4 methyl-N- c4dcc(F)cccdF)e P~ (
(methylsulfonyl)-8-(2- (C(=O)N[S](C) <l j\ N\
ox0-1,2- (=0)=0)c(C5= ° K’ N—
dihydropyridin-3-yl)- CC=CNC5=0) O\L -y
3,6-dihydro-2H- c23 - < N\ o
furo[2,3-e]indole-7- Y Do

carboxamide
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50. Hepatitis C 4ju2 6-[3-(pyridin-2-yl)-2- 100 Fclcc(F)c(CN2 _ F
virus isolate (trifluoromethyl)pheno C=NC(=0)c3c fﬁl F—F
HC-J4 Xy]-1-(2,4,6- c(Ocdccec(cse | S ”“‘\cﬂ\ﬂ/'OT/"“]fJL .
trifluorobenzyl)quinaz ccen5)cAC(F)( L\ PN .
olin-4(1H)-one F)F)cce23)c(F) L
cl DN
51. Hepatitis C 4jty 3-{[4-0x0-1-(2,4,6- 1INV NC(=0)clccce F
virus isolate trifluorobenzyl)-1,4- (Oc2ccc3N(Cce i F‘*“F e
HC-J4 dihydroquinazolin-6- 4c(F)cc(F)ccaF “: T/ﬂ °"~|/"'le~
ylloxy}-2- )C=NC(=0)c3c S SN N) .
(trifluoromethyl)benza 2)c1C(F)(F)F P
mide S
52. Hepatitis C 4jju 1-(2,4-difluorobenzyl)- | 1MB | Fclccc(CN2C= .
virus isolate 6-{[3- NC(=0)c3cc(O F+F
HC-J4 (trifluoromethy1)pyridi c4nceccdC(F)( P
n-2-yl]Joxy}quinazolin- F)F)cce23)c(F) [ \I [ [
4(1H)-one cl ~F N \T/
I
53. Hepatitis C 4jjs 2-{[(trans-4- 1M9 CC(C)N(C(=0 0
virus isolate methylcyclohexyl)carb )[C@H]1CCI[C /L
HC-J4 onyl](propan-2- @H](C)CC1)c N
yl)amino}-5-[2- 2cce(Oc3ceccecc t
(trifluoromethyl)pheno 3C(F)(F)F)cc2 o
xy]benzoic acid C(0)=0
;O:‘
54, Hepatitis C 4jy1l 3-{isopropyl[(trans-4- NN3 CC(C)N(C(=0
virus isolate methylcyclohexyl)carb )J[C@H]1CCI[C \,;f'_“\\}
HC-J4 onylJamino}-5- @H](C)CCl)c \={
phenylthiophene-2- 2cc(sc2C(0)= } ,‘ o
carboxylic acid 0O)c3ccecc3 Y*"' S
T
L
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55. Hepatitis C 4jy0 (4S,5R)-1-(4-tert- 109 =
virus isolate butylbenzoyl)-2-(2- CC(O)C[C@]1 AT Vi
HC-J4 methylpropyl)-4- (C[C@@H]([C = rm,_f_
pyrazin-2-yl-5-(1,3- @@H](N1C(= ] f‘} .
thiazol-2-yl)-L-proline 0)c2cce(cc2)C O'T’”“:y-.-_g; !
(C)(C)C)c3sce AN °
n3)cdcncend)C L~
(0)=0 %;
56. Hepatitis C 4jqv 5-{4-[(4- 1ML COclcce(cel) ol
virus isolate methoxybenzoyl)amin C(=0O)Nc2cee( A
HC-J4 o]phenoxy}-2- Oc3cec(N(C(C ﬁ/©,
{[(trans-4- )C)C(=0)[C@ /@’ ’
methylcyclohexyl)carb H]4CC[C@H]( -
onyl](propan-2- C)CC4)c(c3)C(
yl)amino}benzoic acid 0)=0)cc2
eV
57. Hepatitis C 4ju7 2-{[(trans-4- 106 CC(C)N(C(=0O ~
virus isolate methylcyclohexyl)carb )J[C@H]1CCIC )\ I
HC-J4 onyl](propan-2- @H](C)CC1)c N
yl)amino}-5- 2cce(Oc3ccecce o J\O\
phenoxybenzoic acid 3)cc2C(0)=0 o
of
58. Hepatitis C 4jud 2-{[(4-bromo-2- 103 OC(=0)clcc(O
virus isolate fluorophenyl)sulfonyl] c2cceec2)cecl AN
HC-J4 amino}-5- N[S](=0)(=0)c % L J
phenoxybenzoic acid 3cce(Br)cc3F ﬁ SN T
G
r
[
59. Hepatitis C 4ju3 5-(4-carboxyphenoxy)- 101
virus isolate 2-{[(4- Cclcce(ccl)[S] ZN
HC-J4 methylphenyl)sulfonyl (=0)(=0)Nc2c o I
]amino}benzoic acid cc(Oc3ccc(ce3) o "Ny
C(0)=0)cc2C( w AL
0)=0 [
\J: R
ﬂ =0
~ T/
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60.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

3gol

(11R)-10-acetyl-11- XND
(2,4-dichlorophenyl)-
6-hydroxy-3,3-
dimethyl-
2,3,4,5,10,11-
hexahydro-1H-
dibenzo[b,e][1,4]diaze
pin-1-one

CC(=O)N1[C
@@H](c2ccc(
Cl)cc2Cl)C3=
C(Cc(o)(o)c
C3=0)Nc4c(0)
cceeld

61.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

3gnw

(11S)-11-[4- XNC
(benzyloxy)-2-
fluorophenyl]-3,3-
dimethyl-10-[(6-
methylpyridin-2-
yl)carbonyl]-
2,3,4,5,10,11-
hexahydrothiopyrano[
3,2-
b][1,5]benzodiazepin-
6-ol 1,1-dioxide

Ccleccee(nl)C(
=O)N2[C@@

H](c3ccc(OCc4d
cceeed)cc3F)C
5=C(CC(C)(C)
C[S]5(=0)=0)
Nc6c(O)ccec26

62.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

3gnv

(11R)-10-acetyl-11-[4- | XNz
(benzyloxy)-2-
chlorophenyl]-6-
hydroxy-3,3-dimethyl-
2,3,4,5,10,11-
hexahydro-1H-
dibenzo[b,e][1,4]diaze
pin-1-one

CC(=O)N1[C
@@H](c2ccc(
OCc3cccce3)ce
2Cl)C4=C(CC(
C)(C)CC4=0)
Nc5c(O)cceecls

63.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

3cs0

(11S)-10- XNI
acetyl-11-[4-
(benzyloxy)-3-
chlorophenyl]-3,3-
dimethyl-
2,3,4,5,10,11-
hexahydro-1H-
dibenzo[b,e][1,4]diaze
pin-1-one

CC(=O)N1[C

@@H](c2cec(
OCc3ccecee3)c(
Cl)c2)C4=C(C
C(C)(C)cc4=
O)Nc5ceeecls

64.

Hepatitis C
virus
subtype 1a

4khm

GSK-2485852 1PV

CNC(=0)clc(o
c2cc(N(Cc3ccc
(B(O)O)c(F)c3
)[SI(C)(=0)=0
)c(ccl2)C4CC4
)e5cec(F)ceh
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65. | Hepatitis C 3hkw (11S)-10-[(2,5- IX6 CC(=C)COclc
virus dimethyl-1,3-oxazol-4- cc([C@@H]2 _/
subtype 1a yl)carbonyl]-11-{2- N(C(=0)c3nc( b
fluoro-4-[(2- C)oc3C)c4cccc El
methylprop-2-en-1- (O)cANC5=C2[ 7N\ \
yl)oxy]phenyl}-3,3- S](=0)(=0)CC \_/ /9
dimethyl- (C)(C)C5)c(F)c S BN AR
2,3,4,5,10,11- 1 i e
hexahydrothiopyrano[ B
3,2- / H 6*'
b][1,5]benzodiazepin- i
6-ol 1,1-dioxide
66. Hepatitis C 3ggh N-cyclopropyl-6- 63F FC(F)(F)Oclcc
virus [(3R)-3-{[4- ¢(CNC(=0)[C Y
subtype 1a (trifluoromethoxy)ben @H]2CN(CCN O M
zyl]carbamoyl}-4-{[4- 2[S](=0)(=0)c )
(trifluoromethoxy)phe 3ccc(OC(F)(F) g
nyl]sulfonyl}piperazin F)cc3)c4cee(nn F/ﬂ I ; W([
-1-yl]pyridazine-3- 4)C(=0)NC5C T 7. “_0
carboxamide C5)ccl |__,L_‘_|
IR\EN,F
F?:\.F
67. Hepatitis C 3qgi N-[(2S)-butan-2-yl]-6- 33F CC[C@H](C)
virus [(3R)-3-{[4- NC(=0)cLcec( <
subtype 1a (trifluoromethoxy)ben nN1)N2CCN([ 0. Ny
zyl]carbamoyl}-4-{[4- C@H](C2)C(= N
(trifluoromethoxy)phe O)NCc3ccc(O e
nyl]sulfonyl}piperazin C(F)(F)F)ce3)[ FFX:---@ ve
-1-yl]pyridazine-3- S](=0)(=0)c4c R
carboxamide cc(OC(F)(F)F) L
ccs Lj
°--_;.JfF
68. Hepatitis C 3udl 3-(5-Benzyl-1,2,4- KLI CN1CCN(CC1 =
virus Oxadiazol-3-Y1)-6- )c2cc3N(Ceécee 0wl /
subtype 1b Fluoro-1-[2-Fluoro-4- c(ccaF)C(F)(F) PN ,.'%Nfo
(Trifluoromethyl)benz F)C=C(C(=0)c PP
yl]-7-(4- 3cc2F)c5noc(C rY UL
Methylpiperazin-1- céeeeeeB)ns o T s
Yl)quinolin-4(1h)-One Y e
69. Hepatitis C 4kb7 5-cyclopropyl-2-(4- 690 CNC(=0)clc(o ,
virus fluorophenyl)-6-[{2- c2cc(N(CC[C g e
subtype 1b [(3R)-1-hydroxy-1,3- @H]30B(0)c4 Bog TN z
dihydro-2,1- cocc3ISIO) |~ ., I -
benzoxaborol-3- (=0)=0)c(cc12 X
yllethyl}(methylsulfon )C5CC5)c6eec(
yl)amino]-N-methyl-1- F)cc6

benzofuran-3-
carboxamide
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70. Hepatitis C 4eaw IDX375 ONQ | CCO[P@]1(=0O N,
virus YN=C(Nc2cce( SYJ:;'
subtype 1b N[S](C)(=0)= N
O)ccl2)C3=C( | ~° T [ §
OC@Q@HIIN | ¢ % 7 &7
(CCC(C)(C)C)
C3=0)C(C)(C)
C
71. Hepatitis C 6mvk (4-{(4S)-3-[5- K4J CNC(=0)clc(o
virus cyclopropyl-2-(4- c2cc(N3[C@H /
subtype 1b fluorophenyl)-3- 1(COC3=0)c4c . SN
(methylcarbamoyl)-1- cc(B(O)O)c(F) LA —\
benzofuran-6-yl]-2- c4)c(cc12)C5C VL
oxo-1,3-oxazolidin-4- CB)cbeec(F)ece | o/ v 7 ¢ =
yl}_2_ 6 \-________I
fluorophenyl)boronic \;f\
acid NN, o,
C'H
72. Hepatitis C 6mvq (4-{1-[5-cyclopropyl- K4M | CNC(=0)clc(o
virus 2-(4-fluorophenyl)-3- c2cc(n3ncnc3c /
subtype 1b (methylcarbamoyl)-1- 4cee(B(0)O)c( “'"\F___._.;o
benzofuran-6-yl]-1H- F)c4)c(ccl12)C5 AP /< .
1,2,4-triazol-5-yl}-2- CC5)c6ecc(F)c T T > Vs
fluorophenyl)boronic c6 S B
acid N \ff\\f
N, o
| BT H
F dH
73. 3hky (11S)-10-[(2,5- IX6 CC(=C)COclc
Hepatitis C dimethyl-1,3-oxazol-4- cc([Co@H]2 =\
virus yl)carbonyl]-11-{2- N(C(=0)c3nc( 0')
subtype 1b fluoro-4-[(2- C)oc3C)c4cccc N .
methylprop-2-en-1- (O)cANC5=C2[ f’ \/> N }0
yl)oxy]phenyl}-3,3- S](=0)(=0)CC —=4 X I
dimethyl- (C)(C)C5)c(F)c SN
2,3,4,5,10,11- 1 ( W1 Y
hexahydrothiopyrano[ T~ ¥ -
b][1,5]benzodiazepin-
6-ol 1,1-dioxide
74. Hepatitis C 3hhk | 2-({(3R)-3-[(3S)-1-(3- 77Z CC(C)CCN1C( T
virus methylbutyl)-2,4- =0)[C@@H]([
subtype 1b dioxo-1,2,3,4- C@@H]2Nc3c /Nr o~
tetrahydroquinolin-3- cc(OCC(N)=0) RN R]

yl]-1,1-dioxido-3,4-
dihydro-2H-1,2,4-

benzothiadiazin-7-

yl}oxy)acetamide

cc3[S](=0)(=0
)N2)C(=0)c4c
ccccld




75. Hepatitis C 3cj5 N-(4-bromo-2- SX6 C[C@H]1C[C
virus {[(3R,5S)-3,5- @@H](C)CN( I
subtype 1b dimethylpiperidin-1- C1)C(=0)c2cc( (”“:J\
yl]carbonyl}phenyl)-4- Br)ccc2NC(=0 0 Lo
morpholin-4-yl-4- )CCC(=0)N3C NJ‘ T.,N P
oxobutanamide cocCc3 o I
76. Hepatitis C 3cj4 4-[(4-bromo-2- SX5 C[C@@H]1C[ [
virus {[(3R,5S)-3,5- C@H](C)CN( )
subtype 1b dimethylpiperidin-1- C1)C(=0)c2cc( . 0 \./L
yl]carbonyl}phenyl)a Br)ccc2NC(=0 S
mino]-4-oxobutanoic )CCC(0)=0 g \T ]
acid © %
77. Hepatitis C 3¢j3 4-bromo-2-{[(2R)-2- SX4 Nclcee(Br)ccl I
virus (2- C(=0O)N2cCC] [N
subtype 1b chlorobenzyl)pyrrolidi C@@H]2Cc3c %5 N“m;/
n-1- ccee3Cl ! Ry
yl]carbonyl}aniline H* T/// | ‘“1,5" /s
‘%:*:%h/ ~— | =
78. Hepatitis C 3cj2 4-bromo-2-{[(3R,5S)- SX3
virus 3,5-dimethylpiperidin- C[C@@H]1C[ L
subtype 1b 1-yl]carbonyl}aniline C@H](C)CN(
C1)C(=0)c2cc( NG
Br)ccc2N H \(
H N S~ \‘
|
79. Hepatitis C 3ciz 2-amino-5- SX1 H
virus bromobenzoic acid Nclcce(Br)ccl R
subtype 1b C(0)=0 H
H N NG
|
80. Hepatitis C 20e5 2-{[(4- 617 OC(=0)clcccc c
virus chlorophenoxy)acetyl] cINC(=0)COc P
subtype 1b amino}benzoic acid 2cce(Cl)ec2 [ ﬂ
!
|
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81. | HepatitisC 2fvc 3-(1,1-Dioxo-2H- 888 CC(C)CCN1C(
virus (1,2,4)- =0)C(=C(0)c2 Vi
subtype 1b benzothiadiazin-3-yl)- cceecl2)C3=N Ho N7 NN
4-hydroxy-2(1H)- [S](=0)(=0)c4 ! /]; |
quinolinone cccccdN3 “ = \T' N
N T
/’J
82. | HepatitisC 3q0z (2E)-3-(4-{[(1-{[ (13- 23E OC(=0)/C=Clc %
virus cyclohexyl-6-0x0-6,7- lccc(NC(=0)C (\’_”\(;\
subtype 1b dihydro-5h-indolo[1,2- 2(CCCC2)NC( o, —(N'Tr"’\’}’}
d][1,4]benzodiazepin- =0)c3cccde(c3 SR @
10- )NSCC(=0)Nc6 ! (
yl)carbonyl]amino}cyc cceeebes¢4C7 o
lopentyl)carbonyl]ami CCCCCT7)ccl @)
no}phenyl)prop-2- \
enoic acid Hﬁo
83. Hepatitis C 1nhv (25)-2-[(5-benzofuran- 154 OC(=0)[C@H] . _
virus 2-yl-thiophen-2- (Ccleccec)N( Y
subtype 1b ylmethyl)-(2,4- Cc2sc(cc2)c3o || "j"‘\},_(f 1 Y
dichloro-benzoyl)- cdcececdce3)C( e TN
amino]-3-phenyl- =0)c5cec(Cl)e TNy
propionic acid c5Cl !
84. | Hepatitis C 1nhu (2s)-2-[(2,4-dichloro- 153 OC(=0)[C@H] AN
virus benzoyl)-(3- (Cclcceccl)N( [ ﬂ
subtype 1b trifluoromethyl- Cc2ccee(c2)C( o N
benzyl)-amino]-3- F)(F)F)C(=0)c PY j e
phenyl-propionic acid 3cee(Cl)ee3Cl Z : [ ﬂ -
)
!
85. | HepatitisC 2ijn (2r,3r)-3-{[3,5- 221 NC(=0)[C@@
virus bis(trifluoromethyl)ph H](C#N)[C@
subtype 1b enyl]amino}-2-cyano- @H](S)Nclece(
3-thioxopropanamide cc(cl)C(F)(F)F
JC(F)(F)F
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86.

Hepatitis C
virus
subtype 1b

3qge

(2R)-4-(2,6- 26F
dimethoxypyrimidin-
4-yl)-N-(4-
methoxybenzyl)-1-{[4-
(trifluoromethoxy)phe
nyl]sulfonyl}piperazin
e-2-carboxamide

COclcec(CNC
(=0)[C@H]2C
N(CCN2[S](=
0)(=0)c3cec(
OC(F)(F)F)cc3
)cdee(OC)ne(O
C)nd)ccl

87.

Hepatitis C
virus
subtype 1b

3qgf

((2R)-4-(6- 46F
chloropyridazin-3-yl)-
N-(4-methoxybenzyl)-

1-{[4-
(trifluoromethoxy)phe
nyl]sulfonyl}piperazin

e-2-carboxamide

COclccc(CNC

(=0)[C@H]2C

N(CCN2[S](=

0)(=0)c3cee(

OC(F)(F)F)cc3

)cdcee(Chnn4)
ccl

88.

Hepatitis C
virus
subtype 1b

3099

N-cyclopropyl-6- 63F
[(3R)-3-{[4-
(trifluoromethoxy)ben
zyl]carbamoyl}-4-{[4-
(trifluoromethoxy)phe
nyl]sulfonyl}piperazin
-1-yl]pyridazine-3-
carboxamide

FC(F)(F)Oclcc
c(CNC(=0)[C
@H]2CN(CCN
2[S](=0)(=0O)c
3ccc(OC(F)(F)
F)cc3)cdeec(nn
4)C(=O)NC5C
C5)ccl

89.

Hepatitis C
virus
subtype 1b

3cjo

4-[(5-bromopyridin-2- SX2
yl)amino]-4-
oxobutanoic acid

OC(=0)CCC(=
O)Nclcce(Br)c
nl

90.

Hepatitis C
virus
subtype 1b

3qqd

(2R)-4-(2,6- 26S
dimethoxypyrimidin-
4-y1)-1-[(4-
ethylphenyl)sulfonyl]-
N-(4-
methoxybenzyl)pipera
zine-2-carboxamide

CCclccc(ccl)[

S](=0)(=0O)N2

CCN(C[Ca@@

H]2C(=O)NCc

3cec(0C)ccld)e

4ce(OC)ne(0OC
nd
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91. Hepatitis C 3hvo 2-(3-bromophenyl)-6- VGI OCCNclccc2C
virus isolate [(2- (=O)N(C(=0)c Ny
HC-J8 hydroxyethyl)amino]- 3ccecle23)c4c [ ,|
1h- cce(Br)c4 o b e
benzo[de]isoquinoline- T ‘T’
1,3(2h)-dione ‘/ \QT/ J
L?// "
r
§
92. Hepatitis C 3mf5 3-[2-(trans-4- HJZ C[C@H]1CC[
virus (isolate methylcyclohexyl)phe C@@H](CC1) OH
BK) nyl]-5- c2cccec2c3cee(s O
phenylthiophene-2- c3C(0)=0)c4c N/ 0
carboxylic acid ccecd
93. Hepatitis C 2qir 3-{isopropyl[(trans-4- NN3 CC(C)N(C(=0O \
virus (isolate methylcyclohexyl)carb )[C@H]1CC[C ( __\ff
BK) onyl]amino}-5- @H](C)CC1)c T oH
phenylthiophene-2- 2cc(sc2C(0)= ) PN
carboxylic acid 0O)c3ccece3 . T ©
T
()
I
94. | HepatitisC 2giq 1-(2- NN2 OC1=C(C(=0) 9 o
virus (isolate cyclopropylethyl)-3- N(CCC2CC2)c . N,’ Q/,—:-’\
BK) (1,1-dioxido-2h-1,2,4- 3cce(Fec13)C | || { ﬂ
benzothiadiazin-3-yl)- 4=Ncbeeeeeh[ | N Ty ST T T
6-fluoro-4- S](=0)(=0)N4 o
hydroxyquinolin- - JN e
2(1h)-one (
AN
95. Hepatitis C 3d5m N-({3-[(5S)-5-tert- 4MS CC(C)(C)[C@
virus (isolate butyl-1-(3-chloro-4- @H]1IN(Cc2cc T _
BK) fluorobenzyl)-4- c(F)c(CI)c2)C W
hydroxy-2-0x0-2,5- =0)C(=C10)C VA, S
dihydro-1H-pyrrol-3- 3=N[S](=0)(= 4
yI]-1,1-dioxido-1,2- 0)c4c(CN[S]( Pe;
benzis othiazol-7- C)(=0)=0)ccc AL
yl}methyl)methanesulf c34 N
0= =0

onamide
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96. Hepatitis C 3h98 (1,1-dioxo-2H- B5P CC(C)CCN1C( S
virus (isolate [1,2,4]benzothiadiazin- =0)C(=C(0)n2 Ny i
BK) 3-y1) azolo[L,5- ccncl2)C3=N[ | - \CE rooo
a]pyrimidine S](=0)(=0)c4c ) N/jILN N
¢(N[S](C)(=0) N/Q
=0)ccc4N3 /ﬁ
97. Hepatitis C 3igv N-{3-[(6S)-6-ethyl-1- B80 CC[C@H]1CC o
virus (isolate (4-fluorobenzyl)-4- (=C(C(=0)N1 T
BK) hydroxy-2-0xo- Cc2ccc(F)cc2) ~F
1,2,5,6- C3=Nc4ccc(N][ L O
tetrahydropyridin-3- S](C)(=0)=0)c AL NN
yl]-1,1-dioxido-2H- c4[S](=0)(=0) 0 e l[ A .
1,2,4-benzothiadiazin- N3)O &N T A
7-
yl}methanesulfonamid
e
98. Hepatitis C 3e51 N-{3-[5-hydroxy-2-(3- N35 CC(C)CCNIN ~
virus (isolate methylbutyl)-3-0x0-6- =C(N2CCCC2) )
BK) pyrrolidin-1-yl-2,3- C(=C(C1=0)C o
dihydropyridazin-4- 3=Nc4ccc(N[S H \( i
yl]-1,1-dioxido-2H- 1(C)(=0)=0)cc P --//E/” Y N
1,2,4-benzothiadiazin- 4[S](=0)(=0) .../L“‘* ~ N o, S
7- N3)O i "o
yl}methanesulfonamid
e
99. Hepatitis C 4mka N-{2-[3-tert-butyl-2- 2AY COclc(cc(ccl M
virus (isolate methoxy-5-(2-0x0-1,2- C(C)(c)o)ea= ok
BK) dihydropyridin-3- CC=CNC2=0) o
yl)phenyl]-1,3- C3=Cc4ccc(N[
benzoxazol-5- S](C)(=0)=0)c
yl}methanesulfonamid c4C(=0)03
e
100. | Hepatitis C 4mk9 N-{2-[3-tert-butyl-2- 28R COclc(cc(ccl
virus (isolate methoxy-5-(2-oxo0-1,2- C(C)(C)O)Cz=
BK) dihydropyridin-3- CC=CNC2=0)
yl)phenyl]-1,3- c3oc4ccc(N[S](
benzoxazol-5- C)(=0)=0)cc4
yl}methanesulfonamid n3
e
101. | Hepatitis C 4mk8 N-(4-{2-[3-tert-butyl- 28Q COclc(CCc2cc
virus (isolate 2-methoxy-5-(2-oxo- c(N[S](C)(=0)
BK) 1,2-dihydropyridin-3- =0)cc2)ce(ccl
yl)phenyl]ethyl}pheny C(C)(c)o)cs3=
I)methanesulfonamide CC=CNC3=0
|
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102. | Hepatitis C 4ih7 3-(3-tert- 1ER CC(C)(C)clccc Ho N
virus (isolate butylphenyl)pyridin- c(c1)C2=CC= N ﬁ
BK) 2(1H)-one CNC2=0 O/H,;
\\ P |
X
103. | Hepatitis C 4ih6 (5S)-3-(4-tert- 1EP CC(O)C@@H
virus (isolate butylbenzyl)-5- JINC(=O)N(C +
BK) (propan-2- c2cce(cc2)C(C) A
yl)imidazolidine-2,4- (C)C)C1=0 ]
dione o “‘T
P
S
S
___,-;\
104. | Hepatitis C 4ih5 4-(2- 12R N(Nclncnc2[n PN
virus (isolate phenylhydrazinyl)-1H- H]ncc12)c3cce %ﬁ
BK) pyrazolo[3,4- cc3 A
d]pyrimidine \
H” \NH
N fL\ N
| ¥
\N,/[--KNH/
105. | Hepatitis C 4mib N-({(3S)-1-[6-tert- 28M COclc2cc(cne o o
virus (isolate butyl-5-methoxy-8-(2- 2¢(cc1C(C)(C) ~/ ) iy
BK) 0x0-1,2- C)C3=CC=CN aeel
dihydropyridin-3- C3=0)N4CC[ : | N
yl)quinolin-3- C@H](CN[S]( 0\(“\]
yl]pyrrolidin-3- C)(=0)=0)C4 LN
yl}methyl)methanesulf
onamide
106. | Hepatitis C 4mkb N-(4-{(E)-2-[3-tert- 28V COclc(/C=Clc
virus (isolate butyl-2-methoxy-5-(3- 2cce(N[ST(C)( +
BK) 0x0-2,3- =0)=0)cc2)cc( Dﬂ“}
dihydropyridazin-4- cc1C(C)(C)C) H NP
yl)phenylJethenyl}phe C3=CC=NNC3 0 !
nyl)methanesulfonami =0 U/ Lo
de H oy S
0= I =0
|
107. | Hepatitis C 3gyn N-{3-[(5R)-1- B42 CC(C)cC[c@] \
virus (isolate cyclopentyl-4- 1(C)CN(C2cC N
BK) hydroxy-5-methyl-5- CC2)C(=0)C( : °-\T'“x v
(3-methylbutyl)-2-oxo- =C10)C3=N[S Con I
1,2,5,6- 1(=0)(=O)cdcc | ~ KJ LR
tetrahydropyridin-3- (N[S](C)(=0)= ° )
yl]-1,1-dioxido-4H- O)cccdN3
1,2,4-benzothiadiazin-
7-
yl}methanesulfonamid
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e

108. | Hepatitis C 3c09 N-{3-[4-hydroxy-1-(3- 3MS .
virus (isolate methylbutyl)-2-oxo- CC(C)CCN1n2 | % M N
BK) 1,2- cccc2C(=C(C1 | -~ U o
dihydropyrrolo[1,2- =0)C3=Nc4cc L NN =
b]pyridazin-3-yl]-1,1- c(N[S](C)(=0) ) N
dioxido-2H-1,2,4- =0)cc4[S](=0) o
benzothiadiazin-7 - (=O)N3)O
yl}methanesulfonamid
e
109. | Hepatitis C 3fgk 5-cyclopropyl-2-(4- 79Z CNC(=0)clc(o )
virus (isolate fluorophenyl)-6-[(2- c2cc(N(CCO)[ N .
BK) hydroxyethyl)(methyls S](C)(=0)=0)c r
ulfonyl)amino]-N- (cc12)C3CC3)c %Ti\ﬁ_@’ "“\>_F
methyl-1-benzofuran- 4cec(F)eca HO\/‘“N o A=/
3-carboxamide o=s=a
110. | Hepatitis C 2who 2-(3-bromophenyl)-6- VGI
virus (isolate [(2- OCCNCclccc2C Ty
BK) hydroxyethyl)amino]- (=O)N(C(=0)c [ /|
1h- 3cecclc23)cdc o
benzo[de]isoquinoline- cce(Br)c4 ‘[/ T/
1,3(2h)-dione P e
|
r
111. | Hepatitis C 30986 N-{3-[6-fluoro-1-(4- T18 C[S](=0)(=0)
virus (isolate fluorobenzyl)-4- Nclccc2NC(=
BK) hydroxy-2-oxo-1,2- C[S](=0)(=0)c
dihydroquinolin-3-yl]- 2¢1)C3=C(0O)c
1,1-dioxido-4H-1,4- 4ce(F)eccaN(C
benzothiazin-7- c5ccec(F)ee5)C
yl}methanesulfonamid 3=0
e
112. | Hepatitis C 3bsc 5-hydroxy-4-(7- 2PD COclccc2N=C
virus (isolate methoxy-1,1-dioxido- (N[S](=0)(=0)
BK) 2H-1,2,4- c2c1)C3=C(0)

benzothiadiazin-3-yl)-
2-(3-methylbutyl)-6-
phenylpyridazin-
3(2H)-one

C(=NN(CCC(
C)C)C3=0)c4c
ccecd
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113. | Hepatitis C 3frz (6S)-6-Cyclopentyl-6- AGO CCclcc(CC[C
virus (isolate [2-(2,6-diethylpyridin- @@]2(CC(=C(
BK) 4-yl)ethyl]-3-[(5,7- Cc3nn4c(C)cec( & N’\\
dimethyl-1H- C)ncan3)C(=0 N W
[1,2,4]triazolo[1,5- )02)0)C5CCC W0 ©
a]pyrimidin-8-ium-2- C5)cc(CC)nl J .If\}
yl)methyl]-4-hydroxy- =
3H-pyran-2-one J\)\ |
A4
114. | Hepatitis C 3d28 (5S)-1-benzyl-3-(1,1- B34 CC(C)[C@@H
virus (isolate dioxido-1,2- JIN(Cc2cceec2
BK) benzisothiazol-3-yl)-4- )C(=0)C(=C1
hydroxy-5-(1- 0)C3=N][S](=
methylethyl)-1,5- O)(=0O)c4ccccc
dihydro-2H-pyrrol-2- 34
one
115. | Hepatitis C 3h5u N-({3-[(5S)-5-tert- H5U CC(C)(C)[ca
virus (isolate butyl-1-(4- @H]1N(Cc2cc \/
BK) fluorobenzyl)-4- c(F)cc2)C(=0) ) /)g:'”/\_xn/ ~
hydroxy-2-0x0-2,5- C(=C10)C3=N o— I L //,LF
dihydro-1H-pyrrol-3- [S](=0)(=0)c4 TN Y
yl]-1,1-dioxido-1,2- c(CN[S](C)(= [”‘**[-/‘\\N
benzisothiazol-7- 0)=0)cccc34 T’ e
yl}methyl)methanesulf oA °
onamide 0:"":0
|
116. | Hepatitis C 3h5s (5S)-5-tert-butyl-1-(4- H5S Cclcc(CN2[C |
virus (isolate fluoro-3- @H](C(=C(C2 °=7=°
BK) methylbenzyl)-4- =0)C3=N[S](= . E“\J
hydroxy-3-[8- 0)(=0)c4c5CN SN
(methylsulfonyl)-1,1- (CCc5eee34)[S 1
dioxido-6,7,8,9- 1(C)(=0)=0)0) o /e
tetrahydroisothiazolo[4 C(C)(C)C)ccel F"'\../ R =
5-hlisoguinolin-3-yl]- F N A /“3{/ :
1,5-dihydro-2H- -\
pyrrol-2-one '
117. | Hepatitis C 3h59 N-{3-[(5S)-5-(1,1- H59 CCC(C)(©)[C
virus (isolate dimethylpropyl)-1-(4- @@H]1N(Cc2 AN
BK) fluoro-3- cce(F)e(C)ec2)C jT’('-,LH_
methylbenzyl)-4- (F0)C(=C10) | o U % ‘;
hydroxy-2-0x0-2,5- C3=CI[S](=0)( &N \ W
dihydro-1H-pyrrol-3- =0)cdcc(N[S]( e
yl]-1,1-dioxido-4H- C)(=0)=0)ccc
1,4-benzothiazin-7- 4N3
yl}methanesulfonamid
e
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118. | Hepatitis C 3h2l N-{3-[(4ar,7as)-1-(4- YAK C[S](=0)(=0) o~
virus (isolate fluorobenzyl)-4- Nclccc2N=C( i
BK) hydroxy-2-0xo- N[S](=0)(=0)c >
2,4a,5,6,7,7a- 2¢1)C3=C(0)[ RN 2o
hexahydro-1H- C@@H]4ccce A~ N\;;Tj/
cyclopenta[b]pyridin- [C@@H]4N(C ~Z ] J[ N0,
3-yl]-1,1-dioxido-2H- c5cee(F)ce5)C SN T4
1,2,4-benzothiadiazin- 3=0
7-
yl}methanesulfonamid
e
119. | Hepatitis C 5pzk 2-(4-fluorophenyl)-n- 2N5 CNC(=0)clc(o /
virus (isolate methyl-6- c2cc(N[S](C)( ~~ "N,
Conl) [(methylsulfonyl)amin =0)=0)c(OC( Vo
0]-5-(propan-2-yloxy)- C)C)ccl2)c3cec “]/ ““-“[" A\ 2
1-benzofuran-3- c(F)ce3 H P ~d =/
carboxamide S
|
120. | Hepatitis C 5pzl 2-({3-[1-(2- 8XV NC(=0)COclc —
virus (isolate cyclopropylethyl)-6- cc2NC(=N[S]( T
Conl) fluoro-4-hydroxy-2- =0)(=0)c2cl) g
ox0-1,2- C3=C(0O)c4cc( . °-‘=~("7|/*---|
dihydroquinolin-3-yl]- F)cccdN(CCCh . /[/]NH\IV/ F
1,1-dioxo-1,4-dihydro- CC5)C3=0 WS 0TS N0y
1lambda~6~,2,4- o 6o
benzothiadiazin-7-
yl}oxy)acetamide
121. | Hepatitis C 5pzo 2-(4-fluorophenyl)-n- 8XM | CNC(=0)clc(o N,
virus (isolate methyl-5-[3-({2- c2cce(cecl2)c3c N’f\\,‘
Conl) methyl-1-oxo-1- cce(c3)C(=0)N 1 .
[(1,3,4-thiadiazol-2- C(C)(C)C(=0) Y
yl)amino]propan-2- Nc4scnn4)c5cc IR
yl}carbamoyl)phenyl]- c(F)cch S
1-benzofuran-3- & "Moo
carboxamide S~ A
I~ )
122. | Hepatitis C 5twm 5-[3-(tert- NG CCNclnc2oc(c
virus JFH-1 butylcarbamoyl)phenyl 3cce(F)ee3)e(C +
]-6-(ethylamino)-2-(4- (=FO)NC)c2ccl
fluorophenyl)-N- c4ccce(cd)C(=
methylfuro[2,3- O)NC(C)(C)C
b]pyridine-3-
carboxamide
123. | Hepatitis C 3cde N-{3-[5-hydroxy-2-(3- N3H CC(C)CCNIN ~
virus methylbutyl)-3-0x0-6- =C(C(=C(C1= j/
thiophen-2-yl-2,3- 0)C2=Nc3cec( o 4
dihydropyridazin-4- N[S](C)(=0)= s ] N
yl]-1,1-dioxido-2H- O)cce3[S](=0)( 0 /'"\“T-"’"‘“||"""“”-‘""""“ =5
1,2,4-benzothiadiazin- =0)N2)O)c4sc é N“‘J MO o
7- ccs ’ oo
yl}methanesulfonamid
e
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124.

Coxsackievi
rus B3

4y34

2,2'-[(4-fluorobenzene-
1,2-
diyl)bis(oxy)]bis(5-
nitrobenzonitrile)

457

[O-
][N+](=O)clcc
c(Oc2ccc(F)ce
20c3cce(ce3C

#N)[N+]([O-
D=0)c(c1)C#N

125.

Coxsackievi
rus B3

4y2a

2,2"-[(4-
chlorobenzene-1,2-
diylbis(oxy)]bis(5-

nitrobenzonitrile)

1FS

[O-
][N+](=O)clcc
c(Oc2cce(Cl)ce
20c3cce(cc3C

#N)[N+]([O-
D=0)c(c1)C#N
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Anexo 3. Estructuras 2D y ligandos con actividad inhibitoria de la enzima RdRp del
virus SARS-CoV-2 y otras enzimas ARN polimerasas virales, obtenidas de la base de la

literatura.
N°| Proteina Fuente Ligando Cadigo Cadigo Estructura 2D
bibliografica PDB del SMILES
ligando
RNA DOI: Ribavirin RBV C1=NC(=NN1 H
polymerase | 10.1016/j.Ifs.2 C2C(C(C(02) e
SARS CoV- | 020.117592 C0)0)0)C(= J=o0
2 O)N 11—
! \\
~, 7
no "H:\”'/ o
o/_(lb"*%——o.
} ;
RNA DOI: Tenofovir TFO CC(CN1C=N .
polymerase | 10.1016/j.Ifs.2 C2=C(N=CN= T
SARS CoV- 020.117592 C21)N)OCP(= N
2 0)(0)0 ”“ j N
g N
N
b
O
0"\
0-y
RNA DOl: Sofosbuvir PSI CC(C)OC(=0) 0
polymerase | 10.1016/.Ifs.2 C(C)NP(=0)( A
SARS CoV- | 020.117592 OCC1C(C(C( lN
2 O1)N2C=CC( 0,,'\/
=0)NC2=0)( y [T
C)F)0)0C3=C oo
C=CC=C3 ‘f\.;-ul Hy O
pu
0=/
/O
RNA DOI: Guanosine, 2'-C- | IDX-184 | CC1(C(C(OC1
polymerase | 10.1016/j.Ifs.2 | methyl-, 5'-(2-((3- N2C=NC3=C2 ( "‘""\5
SARS CoV- | 020.117592 hydroxy-2,2- N=C(NC3=0) <
2 dimethyl-1- N)COP(=0O)(N =
oxopropyl)thio)et CC4=CC=CC N o~
hyl N- =C4)OCCSC( T R
(phenylmethyl)ph =0)C(C)(C)C < L.
osphoramidate) 0)0)0 i oa N
H \[[],/ N
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RNA DOI: Setrobuvir *STB | CS(=0)(=O)N
polymerase | 10.1016/j.Ifs.2 Cl=CcC2=C(C
SARS CoV- | 020.117592 =C1)NC(=NS ) .
2 2=0=0)C3= | ] »p 7
c(cacscec( TN Da
C5)C4N(C3= Hn w = o
0)CC6=CC=C NN
(C=C6)F)O ]
.
RNA DOI: N-{3-[(4ar,7as)-1- | YAK | C[S](=0)(=0)
polymerase | 10.1016/j.1fs.2 | (4-fluorobenzyl)- Nclccc2N=C(
SARS CoV- 020.117592 | 4-hydroxy-2-0xo0- N[S](=0)(=0) P
2 2,42,5,6,7 Ta- c2c1)C3=C(0) Yy
hexahydro-1H- [C@@H]4CC (.
cyclopenta[b]pyri C[C@@H]4N W oS NN
din-3-yl]-1,1- (Cc5ccee(F)ech AN “\g!g/
dioxido-2H-1,2,4- )C3=0 \V[ Noo)t
benzothiadiazin- N T
7-
yl}methanesulfon
amide
RNA DOl: Sofosbuvir *PSI CC(C)OC(=0) 0
polymerase | 10.1126/scienc C(C)NP(=0)( S
Hepatitis C £.1259210 OCC1C(C(C( L,
virus 01)N2C=CC( A/
=0)NC2=0)( y [
C)F)0)0C3=C ﬁr,o\.g*ﬁ
C=CC=C3 Ly o
v
0=/
RNA DOl: (2R)-4-(5- JT1 C1CC1C2=N
polymerase | 10.1128/AAC. | cyclopropyl[1,3]t C=C3C(=N2) ]
Hepatitis C 00312-12 hiazolo[4,5- N=C(S3)N4C Y.
virus d]pyrimidin-2-yl)- CN(C(C4)C(= o\
N-[3-fluoro-4- 0)NCC5=CC( <
(trifluoromethoxy =C(C=C5)0C( "
Ybenzyl]-1-{[4- F(FF)F)SE0 | A o
(trifluoromethyl)p )(=0)C6=CC= '—"wa”f-I"\H-'—‘N_ L
henyl]sulfonyl}pi C(C=C6)C(F)( -~ —
perazine-2- F)F

carboxamide




9. RNA DOl: (1aR,12bS)-8- 2N7 CN1cc2ccc(
polymerase | 10.1021/jm401 | cyclohexyl-N- C1)N2C(=0)C
Hepatitis C 6894 (dimethylsulfamo 34CC3C5=C( Q
virus yl)-11-methoxy- C=CC(=C5)0 OO
1a-{[(1R,5S)-3- C)C6=C(C7= A AV
methyl-3,8- C(N6C4)C=C( o (Yo
diazabicyclo[3.2.1 C=C7)C(=O)N o~ T
]oct-8- S(=0)(=O0)N( " \’:;}f'\,,«w
yl]carbonyl}- C)C)Cc8CcCCC g (_J
1,1a,2,12b- C8
tetrahydrocyclopr
opa[d]indolo[2,1-
a][2]benzazepine-
5-carboxamide
10. RNA DOl: 1-[(2- 2F3 CC1=CC2=C( H
polymerase | 10.1016/j.bmcl | chloroquinolin-3- C=C1F)N(C(= o P
Hepatitis C .2013.10.060 yl)methyl]-6- C2C3=CC=C N ':j\\ »
virus fluoro-5-methyl- NC3=0)C(=0 N S
3-(2-ox0-1,2- )O)CC4=CC5 . Z | o
dihydropyridin-3- =CC=CC=C5 h S -"*\N)&\,..,/ !
yl)-1H-indole-2- N=CA4Cl | !
carboxylic acid TN
(1.
11. | HIV-Reverse DOI: Tenofivir TTP CC1=CN(C(= 0
transcriptasa | 10.1038/nsmb (Thymidine-5'- O)NC1=0)C2 - J\ ’H
760 triphosphate) CC(C(02)CO }( J
P(=0)(0)OP(= N
0)(0)OP(=0)( i
0)0)0 P
H- 0/—1"4,__- o 1
7R ;
o/’”\o___',_;._o\ /'-0
H'B D//_-'_P.Z\O_
12. HIV-1 DOLl: 7-(furan-2-yl)-2- Y55 Cl1C2=C(C=C o
reverse 10.1128/AAC. | hydroxyisoquinoli (C=C2)C3=C Z “T
transcriptase 01351-17 ne-1,3(2H,4H)- C=C03)C(=0) J: /” N
(RT) dione N(C1=0)0 Y T
\\_____é s
13. DOl: (E)-3,4- K05 COC1=C(C2= PN
10.1021/ch600 | Dihydroxy-N'- CC=CC=C2C .
303y [(2- =C1)C=NNC( Dol YN
Methoxynaphthal =0)C3=CC(= W
en-1- C(C=C3)0)0 o
Yl)methylene]ben "*‘f "
zohydrazide AN
»e
ol
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14, HIV type 1 DOl: {3-[4-(2-methyl- CP9 CC1=NC2=C(
reverse 10.1073/pnas. imidazo[4,5- N1C3=CC=C( S
transcriptase | 0404151101 c]pyridin-1-yl)- C=C3)CN4C5 \ /
(HIV-1RT) benzyl]-3H- =CC=CC=C5S R
benzothiazol-2- C4=0)C=CN= [T
one C2 ;J-’;' N, e
\?ff}g
i ,Nf
I L)~
15. | Enterovirus DOl: NADPH Dihydro- NDP C1C=CN(C=C
D68 RNA- | 10.1016/j.jsh.2 nicotinamide- 1C(=0O)N)C2C o & 0o o
dependent 020.107510 adenine- (C(C(0o2)CoP o O“’ ?'*--]"O:DOP 0""1:_’_*‘” =L &
RNA dinucleotide (=0)(O)OP(= | ,¥° I
polymerase phosphate 0)(0)oCcCc3c( g ;jjﬁ»b
C(C(O3)N4C= |
NC5=C(N=C
N=C54)N)OP(
=0)(0)0)0)0
)O
16. | Coxsackievir DOI: Favipiravir GE6 C1=C(N=C(C( H. M
us B3 (strain | 10.1128/JVI.0 | ([[(2~{R},3~{S}, =0O)N1C2C(C(
Nancy) 0487-17 4~{R}5~{R})-5- C(02)COP(= | ©°7 ‘I—// ‘H"
(3- O)O)OPEO)( | A,
aminocarbonyl-5- O)OP(=0)(0)
fluoranyl-2- 0)0)0)C(=0) ” °'-«,\/’ o
oxidanylidene- N)F Pt .
pyrazin-1-yl)-3,4- 9 Ao,
bis(oxidanyl)oxol "Ny o
an-2-yl]methoxy- 6 °
oxidanyl- P
phosphoryl]
phosphono
hydrogen
phosphate)
17. Dengue DOI: 5-{[(4- VWS CC1=C(C2=C
Virus 10.1128/JVI1.0 | chlorophenyl)sulf (01)C=CC(=C
Serotype 3 0045-13 onyl]lamino}-2- 2)NS(=0)(=0)
RNA- methyl-1- C3=CC=C(C= o
Dependent benzofuran-3- C3)CI)C(=0) N ]
RNA carboxylic acid 0 AN 1 “ﬂ' N
Polymerase [ J N
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Anexo 4. Modo de union de ligandos a proteinas ARN polimerasas.

No

Organismo

Ligando

PDB
del
ligando

Interacc.

Amino
acidos

Tipo de
Inhibidor

Inhibidor

=

Severe acute
respiratory
syndrome

coronavirus 2

Remdesivir
triphosphate
(RTP)

F86

Lys545
Arg555
Val557
Asp618
Asp623
Thr680
Ser682
Thr687
Ala688
Asn691
Ser759
Asp760
Asp761

Competitivo

Enterovirus A71

5-bromouridine
5'- triphosphate

BUP

Lys159
Glul61
Argl163
Lys167
Argl74
Leul75
Tyr234
Ser235
Gly236
Tyr237
Asp238
Gly290
Ser289
Asp329

Competitivo

Enterovirus A71

Guanosine-5'-
triphosphate

GTP

Lys159
Argl163
Lys167
Argl74
Leul75
Ser235
Gly236
Tyr237
Asp238
Ser289
Gly290
Asn298
Asp329

Competitivo

Bovine viral
diarrhea virus 1

Guanosine-5'-
triphosphate

GTP

Glu265
Thr320
Pro321
Leu322
Cys497
His499
Arg517
Lys525
Arg529
Tyr581
Leu677

Competitivo
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Foot-and-mouth
disease virus C-
S8cl

Uridine 5'-
triphosphate

UTP

Lys164
Argl68
Argl79
11e180
Ser242
Asp245
Ser298
Asp338

Competitivo

Foot-and-mouth
disease virus C-
S8cl

Ribavirin
triphosphate

RTP

Tyr241
Ser242
Ala243
Phe244
Asp245
Ser298
Gly299
Thr303
Asn307
Asp338

Competitivo

Human
poliovirus 1
Mahoney

Uridine 5'-
triphosphate

UTP

Lys159
Argl63
Argl74
Leul?75
1le1l76
Tyr234
Thr235
Gly236
Tyr237
Asp238
Ser288
Lys359

Competitivo

Human
poliovirus 1
Mahoney

Cytidine-5'-
triphosphate

CTP

Lys159
Argl63
Argl74
Leul75
Tyr234
Thr235
Gly236
Tyr237
Asp238
Ser288
Asp328
Lys359

Competitivo
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Human
poliovirus 1
Mahoney

Adenosine-5'-
triphosphate

ATP

Lys61
Lys159
Argl63
Lys167
Argl74
Leul?75

1le1l76
Thr235
Gly236
Tyr237
Asp238

Ser288
Asp328
Lys359

Competitivo

10.

Human
poliovirus 1
Mahoney

Guanosine-5'-
triphosphate

GTP

Lys159
Argl163
Lys167
Argl74
Leul75

1le176
Tyr234
Thr235
Gly236
Tyr237
Asp238
Ser288
Ser291
Ser294
Lys359

Competitivo

11.

Norwalk-like
virus

4-({4-methyl-3-
[3-
nitrobenzoyl)amin
o]benzoyl}amino)
naphthalene-1,5-
disulfonic acid

2NG

Phe28
Leul69
Gln414
Trp4l7
Thr418
Arg419
His433
GIn435
Arg436
GIn439
Asn505

Competitivo

12.

Murine
norovirus 1

4-({4-methyl-3-
(-
nitrobenzoyl)amin
o]benzoyl}amino)
naphthalene-1,5-
disulfonic acid

2NG

Phe29
Leul69
Met219
Met221
Leu391
Arg392
Arg393
GIn414
Trp4l7
Thr418
Lys419
Arg436
GIn439

Competitivo
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13. Murine 3-[(E)-{4-formyl- 20V Met219 | Competitivo
norovirus 1 5-hydroxy-6- Met221
methyl-3- Tyr341
[(phosphonooxy) Leu391
methyl]pyridin-2- Arg392
yl}diazenyl]-7- Arg393
nitronaphthalene- Leu406
1,5-disulfonic GIn414
acid Lys419
GIn439

14. Norovirus Naphthalene-1,5- 21D Tyrdl Competitivo
disulfonic acid GIn66
Leul69
Vall70
Lys171
Lys174
Lys180
Argl82

15. Hepacivirus C 3-[(2,4- JPC Arg4d2?2 Alostérico
dichlorobenzoyl)(i Met423
sopropyl)amino]- Leud74
5- His475
phenylthiophene- Thr476
2-carboxylic acid Tyrd77
Leud97
Arg498
Trp528
Lys533
16. | Hepacivirus C (2s)-2-({(52)-5- VR1 Leu419 Alostérico

[(5-ethyl-2- Argd22
furyl)methylene]- Met423
4-0x0-4,5- His475
dihydro-1,3- Ser476
thiazol-2- Tyrd77
yl}amino)-2-(4- 11e482
fluorophenyl)-n- Val485
[(4- Alad86
nitrophenyl)sulfon Leu489
yl]acetamide Leud97
Asnb27
Trp528
Val530
Lys533

113




17. | Hepacivirus C 1-[(2-amino-4- 885 Arg200 | Competitivo
chloro-5- Cys366
methylphenyl)sulf Ser368
onyl]-I-proline Leu384
Met414
Tyr415
Gln446
1le447
Tyr448
Gly449

18. | Hepacivirus C (2s)-({(52)-5-[(5- VRX Leud19 Alostérico
ethyl-2- Arg422
furyl)methylene]- Met423
4-0x0-4,5- Leud74
dihydro-1,3- His475
thiazol-2- Ser476
yl}amino)(4- Tyrd77
fluorophenyl)aceti 1le482
¢ acid Val485
Ala486
Leu489
Leud97
Arg501
Trp528
Lys533

19. | HepacivirusC | 4-methyl-n-{(5¢)- RNA Leu419 Alostérico
5-[(5-methyl-2- Argd22
furyl)methylene]- Met423
4-0x0-4,5- Leud74
dihydro-1,3- His475
thiazol-2- Ser476
yl}benzenesulfon Tyrd77
amide 1le482
Leud97
Arg501
Trp528

20. | Hepacivirus C 3-[isopropyl(4- IPC 1le419 Alostérico
methylbenzoyl)a Argd22
mino]-5- Met423
phenylthiophene- Leud74
2-carboxylic acid His475
Thra76
Tyrd77
Leu482
Leu497
Arg498
Trp528
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21. | HepacivirusC | 5-acetyl-4-{[(2,4- SNH Leud19 Alostérico
dimethylphenyl)s Arg422
ulfonyl]lamino}- Met423
2,2'-bithiophene- Leud74
5-carboxylic acid His475

Ser476
Tyrd77

11e482
Alad86
Leu489
Arg490
Pro496
Leud97
Arg501
Trp528

22. | Hepacivirus C 5-(4- FIH Leud19 Alostérico

fluorophenyl)-3- Arg422
{[(@4- Met423
methylphenyl)sulf Leud74
onyl]amino}thiop HIs475
hene-2-carboxylic Ser4d76
acid Tyrd77
11e482

Val485

Leu489

Leud97

Arg501

Trp528

23. | Hepacivirus C 5-(4- CCT Leu419 Alostérico

cyanophenyl)-3- Argd22
{[(2- Met423
methylphenyl)sulf Leud74
onyl]amino}thiop His475
hene-2-carboxylic Ser476
acid Tyrd77
11e482

Alad86

Leu489

Leud97

Trp528

24. | Hepacivirus C (65)-6- PFI Leud19 Alostérico

cyclopentyl-6-[2- Met423
(3-fluoro-4- His475
isopropoxyphenyl Ser476
)ethyl]-4- Tyrd77
hydroxy-5,6- 11e482
dihydro-2h-pyran- Ala486
2-one Leu497
Arg501

Trp528

25. | Hepacivirus C 3-[(4- 7THM Phe193 | Competitivo
chlorophenyl)met Pro197
hoxy]-2-(1-oxo- Arg200
1,3-dihydro-2H- Cys316

isoindol-2- Cys366
yl)benzoic acid Ser368
Leu384

Gly410

Asn4ll

Met414

Tyr415

GIn446
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lle447
Tyrd48
Ser556

26.

Hepacivirus C

2-
[(benzenecarbonyl
)amino]-3-[(4-
chlorophenyl)met
hoxy]benzoic acid

THL

Phe193
Pro197
Arg200
Cys366
Ser368
Leu384
Gly410
Asn41l
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

217.

Hepacivirus C

[(2R,3R,4R,5S)-
5-(4-
Aminoimidazo[2,
1-f][1,2,4]triazin-
7-yl)-4-fluoro-3-
hydroxy-4-
methyloxolan-2-
yl]methyl
phosphono
hydrogen
phosphate

8B4

Arg48
Lys141
Argl58
1le160
Asp220
Thr221
His223
Phe224
Asp225
Ser282
Thr287
Asn291
Asp318
Asp319

Competitivo

28.

Hepacivirus C

6-
[ethyl(methylsulfo
nyl)amino]-2-(4-
fluorophenyl)-N-
methyl-5-(3-{[1-
(pyrimidin-2-
yl)cyclopropyl]car
bamoyl}phenyl)-
1-benzofuran-3-
carboxamide

J6D

Phe193
Pro197
Arg200
Leu204
Leu314
Val315
Cys316
Asp319
Leu320
Val321
Leu360
11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Asn369
Leu384
11e413
GIn414
Tyr415
Phe445
Metd47
Tyrd48
Tyrd52
Leud66
Trp550
Alab55

Competitivo
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29.

Hepacivirus C

6-(ethylamino)-2-
(4-fluorophenyl)-
5-(3-{[1-(5-
fluoropyrimidin-
2-
yl)cyclopropyl]car
bamoyl}-4-
methoxyphenyl)-
N-methyl-1-
benzofuran-3-
carboxamide

J6J

Phe193
GIn194
Tyrl95
Ser196
Pro197
Arg200
Leu204
Leu314
Cys316
Asp319
Val321

11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Asn369
Leu384
GIn414
Tyr415
Met447
Tyrd48
Leu466

Competitivo

30.

Hepacivirus C

4-
(trifluoromethyl)b
enzoic acid

3AE

Phe193
Pro197
Arg200
Asn316
Cys366
Ser368
Leu384
Met414

Competitivo

31.

Hepacivirus C

5-
(trifluoromethyl)p
yridin-2-amine

3B0

Glu36l
Leu362
Asn369
Val370
Ser371
Thr385
Ser478
Gly480
Glu4sl
Arg484

Alostérico

32.

Hepacivirus C

6-methyl-2H-
chromen-2-one

3AV

Pro197
Cys366
Ser368
Leu384
Met414
Tyrd15
Tyrd48

Competitivo

117




33.

Hepacivirus C

@
hydroxyphenyl)ac
etonitrile

3AQ

Cys366
Met414
Tyr415
Tyrd48

Competitivo

34.

Hepacivirus C

4-chlorobenzyl 6-
fluoro-7-(4-
methylpiperazin-
1-yl)-1-[4-
(methylsulfonyl)b
enzyl]-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline-
3-carboxylate

CoA

Argd2?2
Met423
Leud74
His475
Serd76
Tyrd77
Ser478
Pro479

11e482
Asn483
Val485
Ala486
Leu489
Pro496
Leud97
Trp528

Alostérico

35.

Hepacivirus C

2-(2-{[(1S)-1-
benzyl-2-
hydroxyethyl]lami
no}-2-
oxoethoxy)-N-
butyl-6-fluoro-N-
methylbenzamide

LT6

Gly192
Phe193
GIn194
Tyr195
Ser196
Pro197
Arg200
Cys366
Ser368
Met414
Tyr415
lle447
Tyrd48
Tyr452
Leu466
Trp550
Phe551
Gly554
Tyr555

Competitivo

36.

Hepacivirus C

5r-(4-
bromophenylmeth
yl)-3-
(benzenesulfonyla
mino)-4-0xo-2-
thionothiazolidine

5H

Phe193
Pro197
Asn316
Cys366
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyrd15
GIn446
lle447
Tyrd48
Ser556

Competitivo
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37.

Hepacivirus C

5r-(3,4-
dichlorophenylme
thyl)-3-(2-
thiophenesulfonyl
amino)-4-oxo-2-
thionothiazolidine

SEE

Phe193
Pro197
Arg200
Asn316
Ser366
Cys366
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48

Competitivo

38.

Hepacivirus C

(2s,4s,5r)-1-(4-
tert-
butylbenzoyl)-2-
isobutyl-5-(1,3-
thiazol-2-
yl)pyrrolidine-
2,4-dicarboxylic
acid

698

Pro197
Arg200
Cys366
Ser368
Leu384
Ser407
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449

Competitivo

39.

Hepacivirus C

(2s,4s,5r)-2-
isobutyl-5-(2-
thienyl)-1-[4-

(trifluoromethyl)b
enzoyl]pyrrolidine
-2,4-dicarboxylic
acid

699

Arg200
Asn316
Cys366
Ser368
Leu384
Gly410
Asn411
Met414
Tyr415
GIn446
Tyrd48
Gly449

Competitivo

40.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

1-[(2-
aminopyridin-4-
yl)methyl]-5-
chloro-3-(2-oxo-
1,2-
dihydropyridin-3-
yl)-1H-indole-2-
carboxylic acid

08E

Phe193
Pro197
Arg200
Asn316
Asp319
Cys366
Ser367
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyrd15
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449

Competitivo
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41. Hepatitis C 1-[(2- 054 Phel93 | Competitivo
virus isolate aminopyridin-4- Pro197
HC-J4 yl)methyl]-3-(2,4- Asn316
dioxo-1,2- Asp319
dihydrothieno[3,4 Cys366
-d]pyrimidin- Ser367
3(4H)-yl)-5- Ser368
(trifluoromethyl)- Leu384
1H-indole-2- Gly410
carboxylic acid Asn411
Tyr415
GIn446
1le447
Tyr448
42. Hepatitis C 2-{[(4- 1L Leud19 Alostérico
virus isolate methylphenyl)sulf Arg422
HC-J4 onyl]amino}-4- Met423
phenoxybenzoic Leud74
acid His475
Ser476
Tyrd77
Ala486
Leud97
Trp528
43. Hepatitis C 2-{[(4- 1JH Leud19 Alostérico
virus isolate methylphenyl)sulf Argd22
HC-J4 onyl]amino}-5- Met423
phenoxybenzoic Leud74
acid HIs475
Ser476
Tyrd77
11e482
Leud97
Trp528
44. Hepatitis C 4-chloro-2- LF Leud19 Alostérico
virus isolate {[(2,4,5- Argd22
HC-J4 trichlorophenyl)su Met423
IfonylJamino}ben Leud74
zoic acid His475
Tyrd77
11e482
Leud97
Arg498
Arg501
Lys533
Trp528
45, Hepatitis C [(1R)-5,8- 1JE Leud19 Alostérico
virus isolate dichloro-1-propyl- Arg422
HC-)4 1,3,4,9- Met423
tetrahydropyrano[ His475
3,4-b]indol-1- Ser476
yl]acetic acid Tyrd77
11e482
Leu497
Arg498
Arg501
Trp528
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46.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

2,4,5-trichloro-N-
(5-methyl-1,2-
oxazol-3-
yl)benzenesulfona
mide

2Bl

Leu419
Arg42?2
Met423
Leud74
Tyrd77
11e482
Leud97
Arg501
Trp528

Alostérico

47.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

3-cyclohexyl-2-
(furan-3-yl)-1-[2-
(morpholin-4-yl)-
2-oxoethyl]-N-
(phenylsulfonyl)-
1H-indole-6-
carboxamide

1Bl

Val37
Leu392
Ala393
Ala395
Ala396

lle424

His428
Phe429
Leud92
Gly493
Val494
Pro495
Trp500
Arg503

Alostérico

48.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

(35)-6-(2,5-
difluorobenzyl)-3-
methyl-N-
(methylsulfonyl)-
8-(2-0x0-1,2-
dihydropyridin-3-
yl)-3,6-dihydro-
2H-furo[2,3-
elindole-7-
carboxamide

0C2

Phe193
Pro197
Arg200
Asn316
Asp319
Cys366
Ser367
Ser368
Leu384
Gly410
Asn411l
Met414
Tyr415
GIn446
le447
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

49,

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

6-[3-(pyridin-2-
ylh)-2-
(trifluoromethyl)p
henoxy]-1-(2,4,6-
trifluorobenzyl)qu
inazolin-4(1H)-
one

100

Leud19
Arg42?2
Met423
Leud74
His475
Serd76
Tyrd77
11e482
Val485
Ala486
Leu489
Val494
Pro495
Pro496
Leud97
Trp528

Alostérico
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50. Hepatitis C 3-{[4-0x0-1- 1INV Thr418 Alostérico
virus isolate (2,4,6- Leu419
HC-J4 trifluorobenzyl)- Arg422
1,4- Met423
dihydroquinazolin Leud74
-6-ylJoxy}-2- His475
(trifluoromethyl)b Ser476
enzamide Tyrd77
11e482
Val485
Alad86
Leu489
Leud97
Pro496
Trp528
51. Hepatitis C 1-(2,4- 1MB Leud19 Alostérico
virus isolate difluorobenzyl)-6- Arg422
HC-)4 {[3- Met423
(trifluoromethyl)p Leud74
yridin-2- His475
ylloxy}quinazolin Serd76
-4(1H)-one Tyrd77
11e482
Val485
Alad86
Leu489
Leud97
Trp528
52. Hepatitis C 2-{[(trans-4- 1M9 Leu419 Alostérico
virus isolate methylcyclohexyl Argd22
HC-J4 )carbonyl](propan Met423
-2-yl)amino}-5- His475
[2- Ser476
(trifluoromethyl)p Tyrd77
henoxy]benzoic 11e482
acid Val485
Alad86
Leu489
Leud97
Trp528
53. Hepatitis C 3- NN3 Leu419 Alostérico
virus isolate {isopropyl[(trans- Arg422
HC-)4 4- Met423
methylcyclohexyl Leud74
)carbonyl]amino} His475
-5- Ser476
phenylthiophene- Tyrd77
2-carboxylic acid 11e482
Val485
Alad86
Leu489
Leu497
Trp528
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54.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

(4S,5R)-1-(4-tert-
butylbenzoyl)-2-
(2-methylpropyl)-
4-pyrazin-2-yl-5-
(1,3-thiazol-2-yl)-
L-proline

109

Pro197
Arg200
Cys366
Ser367
Ser368
Leu384
Arg386
Ser407
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449

Competitivo

55.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

5-{4-[(4-
methoxybenzoyl)a
mino]phenoxy}-
2-{[(trans-4-
methylcyclohexyl
)carbonyl](propan
-2-
yl)amino}benzoic
acid

1ML

Leud19
Arg42?2
Met423
Leud74
His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Ala486
Leu489
Arg490
Val494
Pro495
Pro496
Leud97
Arg501
Trp528

Alostérico

56.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

2-{[(trans-4-
methylcyclohexyl
)carbonyl](propan
-2-yl)amino}-5-
phenoxybenzoic
acid

106

Leu419
Arg42?2
Met423
Leud74
His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Val485
Leu489
Leu497
Trp528

Alostérico

57.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

2-{[(4-bromo-2-
fluorophenyl)sulf
onyl]amino}-5-
phenoxybenzoic
acid

103

Leud19
Arg42?2
Met423
Leud74
His475
Serd76
Tyrd77
11e482
Leu489
Leu497
Trp528

Alostérico
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58.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

5-(4-
carboxyphenoxy)-
2-{[(4-
methylphenyl)sulf
onyllamino}benz
oic acid

101

Leu419
Arg42?2
Met423
Leud74
His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Arg490
Pro496
Leu497
Trp528

Alostérico

59.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

(11R)-10-acetyl-
11-(2,4-
dichlorophenyl)-
6-hydroxy-3,3-
dimethyl-
2,3,4,5,10,11-
hexahydro-1H-
dibenzo[b,e][1,4]d
iazepin-1-one

XND

Phel193
Arg200
Asn316
Asp319
Ser365
Cys366
Ser367
Ser368
Leu384
Arg386
Ser407
Gly410
Asn4l11l
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

60.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

(11S)-11-[4-
(benzyloxy)-2-
fluorophenyl]-3,3-
dimethyl-10-[(6-
methylpyridin-2-
yl)carbonyl]-
2,3,4,5,10,11-
hexahydrothiopyr
ano[3,2-
b][1,5]benzodiaze
pin-6-ol 1,1-
dioxide

XNC

Glu143
Argl58
Phe193
Pro197
Arg200
Asn316
Asp319
Ser365
Cys366
Ser367
Ser368
Leu384
Arg386
Ser407
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449
Ala450
Ser556

Competitivo
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61.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

(11R)-10-acetyl-
11-[4-
(benzyloxy)-2-
chlorophenyl]-6-
hydroxy-3,3-
dimethyl-
2,3,45,10,11-
hexahydro-1H-
dibenzo[b,e][1,4]d
iazepin-1-one

XNZ

Phe193
Pro197
Arg200
Asn316
Asp319
Ser365
Cys366
Ser367
Ser368
Leu384
Arg386
Ser407
Asn4l1l
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyr448

Competitivo

62.

Hepatitis C
virus isolate
HC-J4

(11S)-10-acetyl-
11-[4-
(benzyloxy)-3-
chlorophenyl]-
3,3-dimethyl-
2,3,45,10,11-
hexahydro-1H-
dibenzo[b,e][1,4]d
iazepin-1-one

XNI

Pro197
Arg200
Asn316
Cys366
Ser367
Ser368
Leu384
Ser407
Gly410
Asn4l11l
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

63.

Hepatitis C
virus subtype la

GSK-2485852

1PV

Phe193
Ser196
Pro197
Arg200
Leu204
Leu314
Cys316
Asp319
Val321

11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Asn369
Leu384
Met414
Phe415
Tyrd48

Competitivo

64.

Hepatitis C
virus subtype la

(11S)-10-[(2,5-
dimethyl-1,3-
oxazol-4-
yl)carbonyl]-11-
{2-fluoro-4-[(2-
methylprop-2-en-
1-yl)oxy]phenyl}-
3,3-dimethyl-
2,3,4,5,10,11-
hexahydrothiopyr
ano[3,2-
b][1,5]benzodiaze
pin-6-ol 1,1-
dioxide

1X6

Phe193
Arg200
Cys366
Ser367
Ser368
Arg386
Ser407
Gly410
Asn4l1l
Met414
Phe415
Glu446
lled47
Tyrd48

Competitivo
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Gly449
Ser556

65.

Hepatitis C
virus subtype la

N-cyclopropyl-6-
[(3R)-3-{[4-
(trifluoromethoxy
)benzyl]carbamoy
1}-4-{[4-
(trifluoromethoxy
)phenyl]sulfonyl}
piperazin-1-
yl]pyridazine-3-
carboxamide

63F

Vall79
Tyrl91
Gly192
Phel193
Tyr195
Ser196
Pro197
Arg200
Ser288
Ser368
Leu384
1le413
Met414
Phe415
lle447
Tyrd48
Ala450
Tyr452
lle454
1le462
Leu466
Leu547
Phe551
Tyr555

Competitivo

66.

Hepatitis C
virus subtype la

N-[(2S)-butan-2-
yl]-6-[(3R)-3-{[4-
(trifluoromethoxy
)benzyl]carbamoy

1}-4-{[4-
(trifluoromethoxy
)phenyl]sulfonyl}
piperazin-1-
yl]pyridazine-3-
carboxamide

33F

Vall79
Tyr191
Gly192
Phel193
Tyr195
Ser196
Pro197
Arg200
Ser288
Thr292
Ser368
Leu384
1le413
Met414
Phe415
lled47
Tyrd48
Ala450
Tyrd52
lle454
lle462
Leud66
Leu547
Pheb51
Tyr555

Competitivo

67.

Hepatitis C
virus subtype 1b

3-(5-Benzyl-
1,2,4-Oxadiazol-
3-YI)-6-Fluoro-1-
[2-Fluoro-4-
(Trifluoromethyl)
benzyl]-7-(4-
Methylpiperazin-
1-Yl)quinolin-
4(1h)-One

KLI

Leu419
Arg4d22
Met423
Leud74
His475
Ser476
Tyrd77
Ser478
Pro479
11e482
Asn483
Val485
Ala486
Leu489
Leud97
Trp528

Alostérico
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68.

Hepatitis C
virus subtype 1b

5-cyclopropyl-2-
(4-fluorophenyl)-
6-[{2-[(BR)-1-
hydroxy-1,3-
dihydro-2,1-
benzoxaborol-3-
yl]ethyl}(methyls
ulfonyl)amino]-N-
methyl-1-
benzofuran-3-
carboxamide

690

Phe193
Pro197
Arg200
Leu204
Leu314
Tyr316
Asp319
Val321
11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Leu384
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
Tyr448

Competitivo

69.

Hepatitis C
virus subtype 1b

IDX375

ONQ

Pro197
Arg200
Ser288
Asn291
Tyr316
Gly317
Asp318
Asp319
Cys366
Ser368
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lled47
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

70.

Hepatitis C
virus subtype 1b

(4-{(4S)-3-[5-
cyclopropyl-2-(4-
fluorophenyl)-3-
(methylcarbamoyl
)-1-benzofuran-6-

yl]-2-ox0-1,3-
oxazolidin-4-yl}-

2-
fluorophenyl)boro
nic acid

K4J

Phe193
Pro197
Arg200
Leu204
Leu314
Val315
Asn316
Asp319
Leu320
Val321
Leu360

11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Leu384
Met414
Tyrd15
Tyrd48
Gly449

Competitivo
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71. Hepatitis C (4-{1-[5- K4M Phel93 | Competitivo
virus subtype 1b | cyclopropyl-2-(4- Arg200
fluorophenyl)-3- Leu204
(methylcarbamoyl Leu314
)-1-benzofuran-6- Asn316
yl]-1H-1,2,4- Asp319
triazol-5-yl}-2- Leu320
fluorophenyl)boro Val321
nic acid 11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Leu384
Met414
Tyr415
Tyrd48
Gly449

72. (11S)-10-[(2,5- 1X6 Phe193 | Competitivo
Hepatitis C dimethyl-1,3- Arg200
virus subtype 1b oxazol-4- Cys366
yl)carbonyl]-11- Ser367
{2-fluoro-4-[(2- Leu384
methylprop-2-en- Ser407
1-yl)oxy]phenyl}- Gly410
3,3-dimethyl- Asn411l
2,3,4,5,10,11- Met414
hexahydrothiopyr GIn446
ano[3,2- 1le447
b][1,5]benzodiaze Tyr448
pin-6-ol 1,1- Gly449
dioxide Ser556

73. Hepatitis C 2-({(3R)-3-[(39)- 772 Phe193 | Competitivo
virus subtype 1b 1-(3- Pro197
methylbutyl)-2,4- Arg200
dioxo-1,2,3,4- Thr287
tetrahydroquinolin Asn291
-3-yl]-1,1- Asn316
dioxido-3,4- Gly317
dihydro-2H-1,2,4- Asp318
benzothiadiazin- Cys366
7- Ser368
yl}oxy)acetamide Leu384
Gly410
Met414
Tyr415
GIn446
Tyrd48
Ser556

74. Hepatitis C N-(4-bromo-2- SX6 Leud19 Alostérico

virus subtype 1b {[(3R,5S)-3,5- Arg422
dimethylpiperidin Met423
-1- Tyrd47
yl]carbonyl}phen Leud74
yl)-4-morpholin- His475
4-yl-4- Ser476
oxobutanamide 11e482
Leu497
Arg498
Arg501
Trp528
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75.

Hepatitis C
virus subtype 1b

4-[(4-bromo-2-
{[(3R,5S)-3,5-
dimethylpiperidin
-1-
yl]carbonyl}phen
yl)amino]-4-
oxobutanoic acid

SX5

Leu419
Arg42?2
Met423
Leud74
His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Leu497
Arg498
Arg501
Trp528

Alostérico

76.

Hepatitis C
virus subtype 1b

4-bromo-2-
{[(2R)-2-(2-
chlorobenzyl)pyrr
olidin-1-
yl]carbonyl}anilin
e

SX4

Leud19
Argd2?2
Met423
Leud74
His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Leud97
Arg498
Arg501
Trp528

Alostérico

T7.

Hepatitis C
virus subtype 1b

4-bromo-2-
{[(3R.58)-3,5-
dimethylpiperidin
-1-
yl]carbonyl}anilin
e

SX3

Leud19
Arg422
Met423
Leud74
His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Leud97
Arg498
Arg501
Trp528

Alostérico

78.

Hepatitis C
virus subtype 1b

2-amino-5-
bromobenzoic
acid

SX1

Leud19
Arg42?2
Met423
Leud74
His475
Arg501
Trp528
Lys533

Alostérico
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79. Hepatitis C 2-{[(4- 617 Tyr195 | Competitivo
virus subtype 1b | chlorophenoxy)ac Arg200
etyllJamino}benzo Cys366
ic acid Leu384
Arg386
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
1le447
Tyrd48

80. Hepatitis C 3-(1,1-Dioxo-2H- 888 Phel93 | Competitivo
virus subtype 1b (1,2,4)- Pro197
benzothiadiazin- Arg200
3-yl)-4-hydroxy- Asn316
2(1H)- Asp318
quinolinone Asp319
Cys366
Leu384
Gly410
Asn4l11l
Met414
Tyr415
Tyrd48
Gly449
Ser556

81. Hepatitis C (2E)-3-(4-{[(1- 23E Leu392 Alostérico
virus subtype 1b | {[(13-cyclohexyl- Ala395
6-0x0-6,7- Ala396
dihydro-5h- Thr399
indolo[1,2- Leud25
d][1,4]benzodiaze His428
pin-10- Phe429
yl)carbonyl]amino Leud92
}cyclopentyl)carb Gly493
onyl]amino}phen Val494
yl)prop-2-enoic Pro495
acid Pro496
Arg498
Val499
Arg503
82. Hepatitis C (2s)-2-[(5- 154 Leud19 Alostérico

virus subtype 1b | benzofuran-2-yl- Arg422
thiophen-2- Met423
ylmethyl)-(2,4- Leud74
dichloro- His475
benzoyl)-amino]- Ser476
3-phenyl- Tyrd77
propionic acid Leud97
Arg501
Arg505
Trp528
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83.

Hepatitis C
virus subtype 1b

(2s)-2-[(2,4-
dichloro-
benzoyl)-(3-
trifluoromethyl-
benzyl)-amino]-3-
phenyl-propionic
acid

153

Leu419
Arg42?2
Met423
His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Leud97
Arg501
Trp528

Alostérico

84.

Hepatitis C
virus subtype 1b

(2r,3r)-3-{[3,5-
bis(trifluoromethy
I)phenyl]amino}-
2-cyano-3-
thioxopropanamid
e

221

Phe193
Arg200
Asn316
Gly317
Asp318
Asp319
Cys366
Ser368
Leu384
Arg386
Met414
Tyr415
Tyrd48
Ser556

Competitivo

85.

*Hepatitis C
virus subtype 1b

(2R)-4-(2,6-
dimethoxypyrimid
in-4-yl)-N-(4-
methoxybenzyl)-
1-{[4-
(trifluoromethoxy
)phenyl]sulfonyl}
piperazine-2-
carboxamide

26F

Gly192
Phel193
Tyrl95
Ser196
Pro197
Arg200
Ser288
Cys366
Ser368
Leu384
1le413
Met414
Tyr415
lled47
Tyrd48
Gly449
Ala450
Tyrd52
lle454
1le462
Leud66
Leu547
Trp550
Tyrb555
Ser556

Competitivo
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86.

Hepatitis C
virus subtype 1b

((2R)-4-(6-
chloropyridazin-
3-yl)-N-(4-
methoxybenzyl)-
1-{[4-
(trifluoromethoxy
)phenyl]sulfonyl}
piperazine-2-
carboxamide

46F

Tyrl91
Gly192
Phe193
Tyrl95
Ser196
Pro197
Arg200
Ser368
Leu384
1le413
Met414
lle447
Tyrd48
Ala450
Tyr452
Tyr555
lle454
1le462
Leu466
Leu547
Trp550

Competitivo

87.

Hepatitis C
virus subtype 1b

N-cyclopropyl-6-
[(3R)-3-{[4-
(trifluoromethoxy
)benzyl]carbamoy
1}-4-{[4-
(trifluoromethoxy
)phenyl]sulfonyl}
piperazin-1-
yl]pyridazine-3-
carboxamide

63F

Vall79
Tyr191
Phe193
Tyrl95
Ser196
Pro197
Arg200
Ser288
Cys289
Cys316
Ser368
Leu384
11e413
Met414
Tyr415
lle447
Tyrd48
Gly449
Ala450
Tyrd52
lle454
1le462
Leu466
Leu547
Trp550
Tyr555

Competitivo

88.

Hepatitis C
virus subtype 1b

4-[(5-
bromopyridin-2-
yl)amino]-4-
oxobutanoic acid

SX2

Arg42?2
Leud74
His475
Ser476
Arg501
Trp528

Alostérico
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89. Hepatitis C (2R)-4-(2,6- 26S Tyr191 | Competitivo

virus subtype 1b | dimethoxypyrimid Gly192
in-4-yl)-1-[(4- Phe193
ethylphenyl)sulfo Tyrl95
nyl]-N-(4- Ser196
methoxybenzyl)pi Pro197
perazine-2- Arg200
carboxamide Ser288
Cys366
Ser368
Leu384
11e413
Met414
1le447
Tyrd48
Gly449
Tyrd52
lle462
Leu466

90. Hepatitis C 2-(3- VGI 11e419 Alostérico
virus isolate bromophenyl)-6- Argd22
HC-J8 [(2- Met423
hydroxyethyl)ami Leud74
no]-1h- His475
benzo[de]isoquino Tyrd77
line-1,3(2h)-dione Leu497
Arg498
Trp528

91. Hepatitis C 3-[2-(trans-4- HJZ Leu419 Alostérico
virus (isolate methylcyclohexyl Argd22
BK) )phenyl]-5- Met423
phenylthiophene- Leud74
2-carboxylic acid His475
Ser476
Tyrd77
11e482
Alad86
Leud97
Arg501
Trp528

92. Hepatitis C 3- NN3 Leu419 Alostérico
virus (isolate {isopropyl[(trans- Arg422
BK) 4- Met423
methylcyclohexyl Leud74
)carbonyl]amino} His475
-5- Ser476
phenylthiophene- Tyrd77
2-carboxylic acid 11e482
Alad86
Trp528
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93.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

1-(2-
cyclopropylethyl)-
3-(1,1-dioxido-
2h-1,2,4-
benzothiadiazin-
3-yl)-6-fluoro-4-
hydroxyquinolin-
2(1h)-one

NN2

Phe193
Arg200
Asn316
Cys366
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

94.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

N-({3-[(55)-5-
tert-butyl-1-(3-
chloro-4-
fluorobenzyl)-4-
hydroxy-2-oxo-
2,5-dihydro-1H-
pyrrol-3-yl]-1,1-
dioxido-1,2-
benzis othiazol-7-
yl}methyl)methan
esulfonamide

4MS

Phel193
Ser196
Pro197
Arg200
Ser288
Asn291
Asn316
Gly317
Asp318
Cys366
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4l11l
Met414
Tyr415
lle447
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

95.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

(1,1-dioxo-2H-
[1,2,4]benzothiadi
azin-3-yl)
azolo[1,5-
a]pyrimidine

B5P

Phe193
Pro197
Thr287
Ser288
Asn291
Asn316
Gly317
Asp318
Cys366
Ser368
Leu384
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

96.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

N-{3-[(6S)-6-
ethyl-1-(4-
fluorobenzyl)-4-
hydroxy-2-oxo-
1,2,5,6-
tetrahydropyridin-
3-yl]-1,1-dioxido-
2H-1,2,4-
benzothiadiazin-
7-
yl}methanesulfon
amide

B8O

Ser196
Pro197
Arg200
Asn291
Asn316
Gly317
Asp318
Cys366
Ser368
Leu384
Met414
Tyrd15
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo
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97. Hepatitis C N-{3-[5-hydroxy- N35 Phel93 | Competitivo
virus (isolate 2-(3- Arg200
BK) methylbutyl)-3- Ser288
oxo-6-pyrrolidin- Asn291
1-yl-2,3- Gly317
dihydropyridazin- Asp318
4-yl]-1,1-dioxido- Cys366
2H-1,2,4- Ser368
benzothiadiazin- Gly410
7- Asn41l
yl}methanesulfon Met414
amide Tyr415
Gln446
1le447
Tyrd48
Gly449
Gly554
Ser556
98. Hepatitis C N-{2-[3-tert- 2AY Phe193 | Competitivo
virus (isolate butyl-2-methoxy- Pro197
BK) 5-(2-0x0-1,2- Arg200
dihydropyridin-3- Thr287
yl)phenyl]-1,3- Ser288
benzoxazol-5- Asn291
yl}methanesulfon Asn316
amide Gly317
Asp318
Cys366
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4l1l
Met414
Tyr415
Gln446
1le447
Tyrd48
Gly449
Ser556
99. Hepatitis C N-{2-[3-tert- 28R Phel93 | Competitivo
virus (isolate butyl-2-methoxy- Pro197
BK) 5-(2-0x0-1,2- Arg200
dihydropyridin-3- Thr287
yl)phenyl]-1,3- Ser288
benzoxazol-5- Asn291
yl}methanesulfon Asn316
amide Gly317
Asp318
Asp319
Cys366
Ser368
Met414
Tyrd15
Gln446
1le447
Tyrd48
Ser556
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100.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

N-(4-{2-[3-tert-
butyl-2-methoxy-
5-(2-0x0-1,2-
dihydropyridin-3-
yl)phenyl]ethyl}p
henyl)methanesulf
onamide

28Q

Phe193
Arg200
Thr287
Ser288
Asn291
Asn316
Gly317
Asp319
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4l1l
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Ser556

Competitivo

101.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

3-(3-tert-
butylphenyl)pyrid
in-2(1H)-one

1ER

Arg200
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
Tyrd48

Competitivo

102.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

(5S)-3-(4-tert-
butylbenzyl)-5-
(propan-2-
yl)imidazolidine-
2,4-dione

1EP

Pro197
Arg200
Cys366
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lled47
Tyr448

Competitivo

103.

Hepatitis C
virus (isolate
BK)

4-(2-
phenylhydrazinyl)
-1H-pyrazolo[3,4-

d]pyrimidine

12R

Arg200
Cys366
Leu384
Asn4l11l
Met414
Tyrd15
GIn446

lled447
Tyrd48

Competitivo
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104. Hepatitis C N-({(3S)-1-[6- 28M Phel93 | Competitivo
virus (isolate tert-butyl-5- Arg200
BK) methoxy-8-(2- Ser288
0X0-1,2- Asn291
dihydropyridin-3- Asn316
yhquinolin-3- Gly317
yl]pyrrolidin-3- Asp318
yl}methyl)methan Cys366
esulfonamide Ser368
Asn41l
Met414
Tyr415
Gln446
1le447
Tyrd48
Ser556
105. Hepatitis C N-(4-{(E)-2-[3- 28V Phe193 | Competitivo
virus (isolate tert-butyl-2- Arg200
BK) methoxy-5-(3- Thr287
0X0-2,3- Ser288
dihydropyridazin- Asn291
4- Asn316
yl)phenyl]ethenyl Gly317
}phenyl)methanes Asp318
ulfonamide Asp319
Cys366
Ser368
Gly410
Asn4l1l
Met414
Tyr415
Gln446
1le447
Tyrd48
Ser556
106. Hepatitis C N-{3-[(5R)-1- B42 Phe193 | Competitivo
virus (isolate cyclopentyl-4- Arg200
BK) hydroxy-5- Ser288
methyl-5-(3- Asn291
methylbutyl)-2- Asn316
0xo-1,2,5,6- Gly317
tetrahydropyridin- Asp318
3-yl]-1,1-dioxido- Cys366
4H-1,2,4- Ser367
benzothiadiazin- Leu384
7- Arg386
yl}methanesulfon Gly410
amide Asn41l
Met414
Tyr415
Gln446
lle447
Tyrd48
Gly449
Ser556
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107. Hepatitis C N-{3-[4-hydroxy- 3MS Phel93 | Competitivo
virus (isolate 1-(3- Pro197
BK) methylbutyl)-2- Arg200
0X0-1,2- Ser288
dihydropyrrolo[1, Asn291
2-b]pyridazin-3- Asn316
yl]-1,1-dioxido- Gly317
2H-1,2,4- Asp318
benzothiadiazin-7 Cys366
- Ser368
yl}methanesulfon Leu384
amide Asn41l
Met414
Tyr415
1le447
Tyrd48
Gly449
Ser556

108. Hepatitis C 5-cyclopropyl-2- 792 Phe193 | Competitivo
virus (isolate (4-fluorophenyl)- Arg200
BK) 6-[(2- Leu204
hydroxyethyl)(me Leu314
thylsulfonyl)amin Asn316
0]-N-methyl-1- Asp319
benzofuran-3- Val321
carboxamide Leu360
11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Leu384
Met414
Tyr415
Tyr448

109. Hepatitis C 2-(3- VGI Leud19 Alostérico

virus (isolate bromophenyl)-6- Argd22
BK) [(2- Met423
hydroxyethyl)ami Leud74
no]-1h- His475
benzo[de]isoquino Tyrd77
line-1,3(2h)-dione 11e482
Alad86
Leud97
Arg498
Arg501
Trp528

110. Hepatitis C N-{3-[6-fluoro-1- T18 Phe193 | Competitivo
virus (isolate (4-fluorobenzyl)- Pro197
BK) 4-hydroxy-2-oxo- Arg200
1,2- Ser288
dihydroquinolin- Asn291
3-yl]-1,1-dioxido- Asn316
4H-1,4- Gly317
benzothiazin-7- Asp318
yl}methanesulfon Cys366
amide Ser368
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyrd15
Gln446
1le447
Tyrd48
Gly449
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Ser556

111. Hepatitis C 5-hydroxy-4-(7- 2PD Phel93 | Competitivo
virus (isolate methoxy-1,1- Ser196
BK) dioxido-2H-1,2,4- Pro197
benzothiadiazin- Arg200
3-yl)-2-(3- Asn316
methylbutyl)-6- Gly317
phenylpyridazin- Asp318
3(2H)-one Asp319
Cys366
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
Gln446
Tyrd48
Gly449
Ser556

112. Hepatitis C (6S)-6- AGO Leu419 Alostérico

virus (isolate Cyclopentyl-6-[2- Argd22
BK) (2,6- Met423
diethylpyridin-4- Ser473
yl)ethyl]-3-[(5,7- His475
dimethyl-1H- Ser4d76
[1,2,4]triazolo[1,5 Tyrd77
-a]pyrimidin-8- 1le482
ium-2-yl)methyl]- Ala486
4-hydroxy-3H- Leu497
pyran-2-one Arg501
Trp528
Lys533

113. Hepatitis C (5S)-1-benzyl-3- B34 Phe193 | Competitivo
virus (isolate (1,1-dioxido-1,2- Arg200
BK) benzisothiazol-3- Asn316
yl)-4-hydroxy-5- Cys366
(1-methylethyl)- Gly410
1,5-dihydro-2H- Met414
pyrrol-2-one Tyr415
GIn446
Tyrd48
Gly449
Ser556

114. Hepatitis C N-({3-[(5S)-5- H5U Phel93 | Competitivo
virus (isolate tert-butyl-1-(4- Pro197
BK) fluorobenzyl)-4- Arg200
hydroxy-2-oxo- Ser288
2,5-dihydro-1H- Asn291
pyrrol-3-yl]-1,1- Asn316
dioxido-1,2- Gly317
benzisothiazol-7- Asp318
yl}methyl)methan Cys366
esulfonamide Ser368
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyrd15
Gln446
1le447
Tyr448
Gly449
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Ser556
115. Hepatitis C (5S)-5-tert-butyl- H5S Phel93 | Competitivo
virus (isolate 1-(4-fluoro-3- Pro197
BK) methylbenzyl)-4- Arg200
hydroxy-3-[8- Thr287
(methylsulfonyl)- Ser288
1,1-dioxido- Asn291
6,7,8,9- Asn316
tetrahydroisothiaz Gly317
olo[4,5- Asp318
h]isoquinolin-3- Cys366
yl]-1,5-dihydro- Leu384
2H-pyrrol-2-one Asndll
Met414
Tyr415
1le447
Tyrd48
Gly449
Ser556
116. Hepatitis C N-{3-[(5S)-5- H59 Phel93 | Competitivo
virus (isolate (1,1- Pro197
BK) dimethylpropyl)- Arg200
1-(4-fluoro-3- Thr287
methylbenzyl)-4- Ser288
hydroxy-2-oxo- Asn291
2,5-dihydro-1H- Asn316
pyrrol-3-yl]-1,1- Gly317
dioxido-4H-1,4- Asp318
benzothiazin-7- Cys366
yl}methanesulfon Ser368
amide Leu384
Gly410
Asn41l
Met414
Tyr415
GIn446
lle447
Tyrd48
Gly449
Ser556
117. Hepatitis C N-{3-[(4ar,7as)-1- | YAK Ser196 | Competitivo
virus (isolate (4-fluorobenzyl)- Pro197
BK) 4-hydroxy-2-oxo- Arg200
2,4a,5,6,7,7a- Asn291
hexahydro-1H- Asn316
cyclopenta[b]pyri Gly317
din-3-yl]-1,1- Asp318
dioxido-2H-1,2,4- Cys366
benzothiadiazin- Ser368
7- Leu384
yl}methanesulfon Met414
amide Tyr415
Tyrd48
Gly449
Ser556
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118.

Hepatitis C
virus (isolate
Conl)

2-(4-
fluorophenyl)-n-
methyl-6-
[(methylsulfonyl)
amino]-5-(propan-
2-yloxy)-1-
benzofuran-3-
carboxamide

2N5

Phe193
Pro197
Arg200
Leu204
Leu314
Cys316
Asp319
Leu320
Val321

11e363
Ser365
Ser368
Asn369
Leu384
Met414
Tyr415
Tyrd48

Competitivo

119.

Hepatitis C
virus (isolate
Conl)

2-({3-[1-(2-
cyclopropylethyl)-
6-fluoro-4-
hydroxy-2-oxo-
1,2-
dihydroquinolin-
3-yl]-1,1-dioxo-
1,4-dihydro-
llambda~6~,2,4-
benzothiadiazin-
7-
yl}oxy)acetamide

8XV

Phe193
Pro197
Arg200
Thr287
Asn291
Cys316
Gly317
Asp318
Asp319
Cys366
Ser368
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lled47
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

120.

***Hepatitis C
virus (isolate
Conl)

2-(4-
fluorophenyl)-n-
methyl-5-[3-({2-
methyl-1-oxo-1-

[(1,3,4-thiadiazol-
2-
yl)amino]propan-
yl}carbamoyl)phe
nyl]-1-
benzofuran-3-
carboxamide

8XM

Phe193
Tyr195
Ser196
Pro197
Arg200
Leu204
Leu314
Asn316
Asp319
Leu320
Val321
Leu360
11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Asn369
Leu384
11e413
Met414
lle447
Tyrd48
Tyrd52
Trp550
Val552

Competitivo
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121.

Hepatitis C
virus JFH-1

5-[3-(tert-
butylcarbamoyl)p
henyl]-6-
(ethylamino)-2-
(4-fluorophenyl)-
N-methylfuro[2,3-
b]pyridine-3-
carboxamide

NG

Phe193
Tyrl95
Prol197
Arg200
Leu204
Leu314
Val315
Cys316
Asp319
Leu320
Val321
Leu360

11e363
Ser365
Cys366
Ser368
Asn369
Leu384

1le413
GIn414
Tyr415
Met447
Tyrd48
Tyrd52
Leu466
Phe551
Trp550

Competitivo

122.

Hepatitis C
virus

N-{3-[5-hydroxy-
2-(3-
methylbutyl)-3-
0xo0-6-thiophen-2-
yl-2,3-
dihydropyridazin-
4-yl]-1,1-dioxido-
2H-1,2,4-
benzothiadiazin-
7-
yl}methanesulfon
amide

N3H

Phe193
Pro197
Arg200
Ser288
Asn291
Asn316
Gly317
Asp318
Asp319
Cys366
Leu384
Gly410
Asn4ll
Met414
Tyr415
GIn446
lled47
Tyrd48
Gly449
Ser556

Competitivo

123.

Coxsackievirus
B3

2,2"-[(4-
fluorobenzene-
1,2-
diyl)bis(oxy)]bis(
5-

nitrobenzonitrile)

457

Leul07
Leull0
Asplll
Thrll4
Lys127
Arg188
Tyrl95
His199
Val210
Gly290
Cys291
Ser292
Gly293
Thr294
Ser295

11e296
Tyr327

Competitivo
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124.

Coxsackievirus
B3

2,2'-[(4-
chlorobenzene-
1,2-
diyl)bis(oxy)]bis(
5-

nitrobenzonitrile)

1FS

Leul07
Glu108
Leull0
Asplll
Serl84
Arg188
Tyr195
His199
Val210
Gly290
Cys291
Ser292
Gly293
Thr294
Ser295

11e296
Tyr327

Competitivo

125.

Norwalk virus

2'-amino-2'-
deoxy-cytidine-5'-
triphosphate

CSG

Lys166
Lys174
Argl82
Tyr243
Ser244
Arg245
Trp246
Asp247
Ser300
Thr305
Asn309
Asp343

Competitivo

126.

RNA
polymerase
SARS CoV-2

Ribavirin

RBV

Trp 508
Tyr 510
Lys 512
Cys 513
Asp 514
Asn 582
Asp 651
Ala 653
Trp 691

Competitivo

127.

Tenofovir

TFO

Trp 508
Asp 652
Ala 653
Trp 691
Glu 702

Competitivo

143




128. Sofosbuvir PSI Trp 508 | Competitivo
Tyr 510
Lys 512
Asp 651
Ala 653
Trp 691
129. Guanosine, 2'-C- IDX- Arg 444 | Competitivo
methyl-, 5'-(2-((3- 184 Lys 512
hydroxy-2,2- Asp 514
dimethyl-1- Asp 651
oxopropyl)thio)et Asp 652
hyl N- Ala 653
(phenylmethyl)ph Trp 691
osphoramidate) Glu 702
130. Setrobuvir STB Arg 444 | Competitivo
Asp 509
Ala 653
Lys 689
Glu 702
131. N-{3-[(4ar,7as)-1- | YAK Trp 444 | Competitivo
(4-fluorobenzyl)- Lys 512
4-hydroxy-2-oxo- Ala 653
2,4a,5,6,7,7a- Lys 689
hexahydro-1H- Glu 702
cyclopenta[b]pyri
din-3-yl]-1,1-
dioxido-2H-1,2,4-
benzothiadiazin-
7-
yl}methanesulfon
amide
132. RNA Sofosbuvir PSI Arg 48 | Competitivo
polymerase Ser 96
Hepatitis C Phel49
virus lle 160
Tyr 162
Arg 168
Lys 172
Asp 220
Asp 225
Ser 282
Asn 291
Asp 319
Ser 367
Arg 386
Arg 394
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133. RNA (2R)-4-(5- JT1 Val 179 | Competitivo
polymerase cyclopropyl[1,3]t Tyr 191
Hepatitis C hiazolo[4,5- Phe 193

virus d]pyrimidin-2-yl)- Tyr 195
N-[3-fluoro-4- Ser 288
(trifluoromethoxy Asn 316
Yoenzyl]-1-{[4- lle 413
(trifluoromethyl)p Met 414
henyl]sulfonyl}pi lle 447
perazine-2- Tyr 448
carboxamide Tyr 452
lle 454

lle 462

Leu 466

134. RNA (1aR,12bS)-8- 2N7 Leu 392 Alostérico
polymerase cyclohexyl-N- Ala 393
Hepatitis C (dimethylsulfamo Ala 395

virus yl)-11-methoxy- Ala 396
1la-{[(1R,5S)-3- Thr 399
methyl-3,8- lle 424
diazabicyclo[3.2.1 Leu 425
]Joct-8- His 428
yl]carbonyl}- Phe 429
1,1a,2,12b- Leu 492
tetrahydrocyclopr Gly 493
opa[d]indolo[2,1- Val 494
a][2]benzazepine- Pro 495
5-carboxamide Trp 500
Arg 503

135. RNA 1-[(2- 2F3 Phe 193 | Competitivo
polymerase chloroquinolin-3- Asn 316
Hepatitis C yl)methyl]-6- Cys 366

virus fluoro-5-methyl- Met 414
3-(2-0x0-1,2- lle 447
dihydropyridin-3- Tyr 448
yl)-1H-indole-2- Gly 449
carboxylic acid

136.| HIV-Reverse Tenofivir TTP Lys 65 Alostérico

transcriptasa (Thymidine-5'- Arg 72
triphosphate) Asp 110

GIn 151

Asp 185

Lys 219
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137.| HIV-1 reverse 7-(furan-2-yl)-2- Y55 Thr 139 Alostérico
transcriptase hydroxyisoquinoli Pro 140
(RT) ne-1,3(2H,4H)- Pro 150
dione Asp 443
Glu 478
Asp 498
GIn 500
His 539
Asp 549
138. (E)-3,4- K05 Val 108 Alostérico
Dihydroxy-N'-[(2- Asp 186
Methoxynaphthal Leu 187
en-1- Tyr 188
Yl)methylene]ben Lys 223
zohydrazide Pro 226
Phe 227
Leu 228
Trp 229
139. HIV type 1 {3-[4-(2-methyl- CP9 Leu 100 Alostérico
reverse imidazo[4,5- Val 106
transcriptase c]pyridin-1-yl)- Tyr 188
(HIV-1RT) benzyl]-3H- Trp 229
benzothiazol-2- Leu 234
one Pro 236
Tyr 318
140.| Enterovirus D68 | NADPH Dihydro- NDP Glu 104 | Competitivo
RNA-dependent nicotinamide- Leu 106
RNA adenine- Asp 107
polymerase dinucleotide Val 206
phosphate Gly 207
Ser 284
Gly 285
Ser 286
Ser 287
Gly 288
Thr 289
Tyr 322
141.| Coxsackievirus Favipiravir GE6 Lys159 | Competitivo
B3 (strain ([[(2~{R3},3~{S}, Glul6l
Nancy) 4~{R}5~{R})-5- Lys170
(3- Argl74
aminocarbonyl-5- Asp233
fluoranyl-2- Tyr234
oxidanylidene- Gly236
pyrazin-1-yl)-3,4- Tyr237
bis(oxidanyl)oxol Asp238
an-2-yllmethoxy- Ala239
oxidanyl- Asp329
phosphoryl] 11e354
phosphono Pro357
hydrogen Lys360
phosphate) Ala372
Thr373
Leu375
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Lys376

142.

Dengue Virus
Serotype 3
RNA-
Dependent
RNA
Polymerase

5-{[(4-
chlorophenyl)sulf
onyl]amino}-2-
methyl-1-
benzofuran-3-
carboxylic acid

VWS

Phe 398
Lys 401
Asn 405
Val 411
Phe 412
Thr 413
Phe 485
Asn 492
Val 603
Gly 604
Thr 605
Tyr 606
Trp 795

lle 797

Competitivo
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Anexo 5. Lista de resultados de docking en el sitio activo segun su puntuacion.

N° Ligando Score | S(PLP) SEEBO S((;):h St(arBe E:;E();I I:;II?S()t Sgi)r';;) t intcor RI;/Ivi()he time
1. MMV1804226 | 98.61 | -98.11 | 2.14 | 0.00 | 0.00 | 24.72 | 3.38 | 3.51 | 28.63 | 12.920 77.000
2. 23E 90.54 | -95.67 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 2.25 | 1.76 | 4.38 1.95 | 11.566 73.000
3. MMV637572 87.49 | -83.77 | 2.80 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.10 | 2.26 3.78 6.305 87.000
4. 20V 87.16 | -47.03 | 536 | 0.00 | 494 | 0.00 | 3.70 | 3.12 4.94 4.842 74.001
5. 8XM 86.46 | -73.30 | 0.98 | 0.00 | 2.96 | 0.00 | 2.96 | 5.33 3.64 6.735 65.000
6. IDX 85.81 | -66.79 | 532 | 0.00 | 1.94 | 0.00 | 2.94 | 4.58 1.90 5.039 83.001
7. MMV 659028 85.52 | -74.37 | 1.00 | 0.00 | 1.99 | 0.00 | 3.09 | 2.19 4.60 8.552 90.000
8. NDP 85.39 | -58.81 | 532 | 0.00 | 293 | 0.49 | 3.28| 3.42 3.29 5.309 96.000
9. MMV637861 85.03 | -91.72 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.80 | 5.26 | 2.25 543 | 13.819 | 86.001
10. MMV002137 84.86 | -87.56 | 0.94 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.90 | 2.70 0.88 | 11.395 63.000
11. 1BI 84.73 | -76.48 | 0.00 | 1.00 | 1.99 | 0.00 | 3.58 | 4.26 4.68 7.866 68.000
12. MMV637677 84.25 | -7429 | 2.89 | 0.00 | 0.97 | 0.00 | 2.29 | 2.78 2.08 9.815 76.000
13. 690 84.22 | -82.04 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 14.84 | 298 | 254 | 19.37 | 6.992 68.000
14. K4J 83.05 | -73.93 | 2.82 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 3.22 | 2.66 3.61 5.961 67.999
15. MMV002295 8252 | -63.45 | 2.63 | 0.00 | 2.99 | 0.00 | 4.60 | 2.52 4.47 4.866 65.000
16. 1INV 82.16 | -75.81 | 294 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 1.79 | 4.31 2.11 4.829 55.000
17. VR1 8151 | -72.49 | 128 | 0.00 | 1.99 | 0.00 | 430 | 219 4.05 | 14570 69.000
18. MMV1804194 | 80.68 | -76.82 | 1.93 | 0.00 | 0.99 | 0.00 | 3.19 | 4.49 2.17 5.580 77.999
19. K4M 80.62 | -76.48 | 1.96 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 241 | 2.1 2.69 6.773 61.000
20. MMV010288 80.62 | -80.10 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.69 | 1.12 | 4.63 2.07 4.678 55.000
21. MMV659198 80.60 | -80.11 | 1.00 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 2.25 | 4.07 292 | 10.181 83.999
22. MMV1803859 | 80.47 | -6858 | 4.48 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 2.96 | 4.28 2.08 2.272 84.001
23. KLI 80.44 | -81.21 | 0.88 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.34| 2.26 1.55 8.377 63.000
24. 2N7 80.21 | -7824 | 2.44 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 215 | 3.82 2.69 | 10.469 70.000
25. MMV1804191 | 79.69 | -71.85 | 492 | 0.62 | 0.00 | 0.00 | 1.84 | 5.68 0.53 8.714 63.000
26. MMV1580167 | 79.52 | -77.45 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 111 ] 231 0.59 4.883 60.000
27. MMV1804227 | 79.35 | -69.81 | 1.00 | 0.05 | 1.94 | 0.00 | 2.82 | 254 2.97 6.836 79.999
28. 772 79.34 | -6453 | 2.00 | 0.00 | 1.97 | 0.00 | 2.09 | 2.19 3.35 7.633 62.000
29. 8XV 79.07 | -60.52 | 150 | 0.00 | 3.00 | 0.00 | 2.39 | 2.20 3.01 5.581 64.001
30. MMV1804186 | 79.06 | -79.71 | 0.00 | 0.00 | 0.99 | 0.00 | 4.00 | 3.80 511 | 13.095 | 86.000
31. MMV1804180 | 79.02 | -70.61 | 469 | 0.38 | 0.00 | 0.03 | 257 | 381 2.06 | 13.299 | 80.000
32. MMV004066 7893 | -57.79 | 5.09 | 0.00 | 1.62 | 0.00 | 099 | 231 0.43 8.663 76.001
33. MMV000022 78.78 | -80.33 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 0.11 | 235| 2.39 2.37 | 12,930 | 56.000
34. MMV002832 78.37 | -78.00 | 2.74 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.41 | 4.2 0.98 5.546 95.999
35. MMV1580497 | 77.97 | -69.41 | 433 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.10 | 2.35 3.36 5.339 72.001
36. 1PV 7737 | -76.75 | 197 | 0.02 | 0.00 | 1452 | 3.57 | 2.34 | 1852 | 6.723 69.000
37. 1FS 7723 | -6059 | 2.88 | 0.00 | 1.99 | 0.00 | 1.14 | 252 0.81 4.451 57.999
38. 101 77.04 | -72.36 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 |2.76 | 2.61 3.77 8.909 62.999
39. MMV1804483 | 77.03 | -79.27 | 0.68 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.03 | 2.66 2.43 4.664 64.000
40. 0C2 7691 | -7161 | 3.48 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.82 | 3.85 4.27 5.270 54.000
41. 1ML 76.70 | -79.56 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.02 | 1.90 | 2.20 2.55 6.702 71.000
42. C9A 76.48 | -73.37 | 045 | 0.00 | 0.97 | 4.65 |3.39 | 252 9.87 9.147 30.000
43. N3H 76.47 | -56.99 | 1.62 | 0.00 | 2.97 | 0.00 | 243 | 2.20 3.64 | 10.223 62.001
44, MMV1804175 | 76.31 | -7756 | 1.45 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.98 | 2.87 1.23 9.062 66.000
45. 26S 76.16 | -62.92 | 0.00 | 0.00 | 2.93 | 0.00 | 2.63 | 241 3.37 9.730 70.001
46. H59 76.07 | -72.28 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.08 | 235 | 2.25 1.82 | 10.576 66.000
47. 28M 75.73 | -55.97 | 099 | 0.86 | 294 | 0.00 | 1.77 | 2.22 2.35 5.315 60.999
48. MMV1804243 | 75.69 | -7423 | 1.00 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 2.87 | 2.21 0.41 4.882 65.000
49. 100 7566 | -81.42 | 0.36 | 0.00 | 0.00 | 1.11 | 1.60 | 4.69 2.07 8.258 55.000
50. 2F3 75.65 | -72.06 | 1.88 | 0.99 | 0.00 | 0.00 | 2.20 | 3.45 2.65 4.048 51.000
51. H5U 75.38 | -4959 | 1.74 | 0.00 | 3.95 | 0.00 | 051 | 2.38 0.22 7.798 65.000
52. MMV1804480 | 75.36 | -78.10 | 1.10 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.62 | 3.99 0.93 8.750 67.000
53. 792 75.30 | -65.40 | 4.39 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.36 | 2.23 5.69 6.295 59.999
54. T18 75.30 | -70.69 | 2.81 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.75 | 2.59 2.27 4.722 59.000
55. 4AMS 75.03 | -7156 | 439 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.22 | 5.99 0.60 3.998 62.999
56. MMV1804178 | 7496 | -62.68 | 1.94 | 351 | 0.00 | 0.00 | 0.86 | 2.3 0.12 7.540 54.000
57. MMV1804189 | 74.85 | -75.24 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.64 | 2.22 0.72 4.567 75.000
58. MMV 658920 7475 | -71.05 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.39 | 3.37 0.86 9.102 56.000
59. 2NG 7473 | -71.11 | 4.05 | 0.00 | 0.00 | 7.91 | 3.29 | 2.65 8.50 5.247 75.000
60. H5S 7446 | -70.41 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 111 ] 3.84 1.11 4.536 61.001
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61. MMV000012 7427 | -71.77 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.89 | 219 0.46 6.400 61.000
62. 28R 7420 | -65.12 | 096 | 1.00 | 1.00 | 0.00 | 1.30 | 2.19 1.99 5.405 41.001
63. XNI 7405 | -76.68 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.03 | 2.09 | 4.13 2.67 6.494 53.999
64. F86 (Ctrl 1) 7404 | -46.10 | 354 | 1.00 | 297 | 0.00 | 051 | 270 0.2 4777 18.999
65. MMV637533 73.97 | -7159 | 090 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 230 | 220 0.47 5.076 64.000
66. MMV007474 7373 | -65.71 | 1.74 | 0.00 | 0.90 | 0.00 | 0.40 | 2.26 0.49 6.961 44.000
67. MMV690755 7372 | -53.89 | 242 | 181 | 193 | 039 |1.71] 219 1.57 6.071 51.000
68. MMV1804312 | 7354 | -62.28 | 1.00 | 0.00 | 297 | 0.00 | 3.06 | 7.29 2.63 | 10.186 | 95.000
69. MMV003406 7351 | -69.34 | 055 | 0.00 | 0.99 | 0.00 | 1.04| 253 1.21 | 10.210 | 56.000
70. 109 7348 | -59.52 | 228 | 2.00 | 0.90 | 0.00 | 168 | 357 2.43 6.904 21.000
71. MMV1804355 | 7328 | -71.87 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.83 | 0.00 2.08 5.788 24.000
72. J6J 7326 | -7222 | 2.00 | 1.00 | 0.00 | 0.00 |3.02 | 7.12 5.14 4.908 70.001
73. MMV688774 7322 | -7222 | 1.00 | 0.00 | 0.97 | 0.00 | 424 | 3.38 2.46 5.589 80.000
74. MMV001829 73.05 | -6145 | 352 | 0.00 | 0.97 | 0.00 | 123 | 239 0.07 5.581 58.000
75. MMV1804174 | 72.65 | -7255 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 |1.01 | 264 1.77 5.146 62.000
76. MMV083882 7258 | 6524 | 196 | 1.77 | 0.00 | 0.14 | 071 | 261 0.29 5.176 45.999
77. 28Q 7252 | -71.23 | 129 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.70 | 2.29 3.03 | 10.238 | 59.001
78. MMV010306 7247 | -65.12 | 3.85 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 113 ] 2091 0.90 8.698 55.000
79. MMV637528 7233 | -7542 | 075 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 158 | 3.63 1.44 9.317 78.000
80. 1MB 7232 | -7217 | 1.00 | 0.76 | 0.00 | 0.00 | 0.76 | 4.22 0.61 4.404 49.000
81. MMV001681 7221 | -7349 | 0.77 | 054 | 0.00 | 0.00 | 1.84 | 247 0.92 9.123 56.000
82. MMV1804247 | 72.10 | -64.36 | 3.59 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 3.53 | 7.99 6.03 8.791 134.000
83. YAK 72.04 | -56.96 | 190 | 0.00 | 2.00 | 0.00 | 1.86 | 2.22 3.32 | 10.442 57.000
84. MMV000014 7195 | -70.33 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 168 | 221 1.18 | 10.172 61.999
85. MMV003162 7191 | -76.60 | 0.14 | 0.00 | 0.00 | 0.32 | 1.22 | 250 0.15 4.694 59.001
86. MMV1804478 | 7188 | -71.27 | 1.32 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.57 | 2.63 0.33 4.786 50.999
87. 33F 7187 | -73.87 | 138 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.34| 4.39 2.92 5.134 74.000
88. MMV002436 7183 | -5547 | 175 | 0.00 | 268 | 0.00 | 152 | 274 0.84 9.237 93.999
89. MMV639922 71.76 | -69.08 | 3.80 | 0.00 | 0.00 | 0.11 | 185 | 5.37 0.39 7.567 93.000
90. AGO 7175 | -68.72 | 199 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 037 | 244 0.24 9.723 69.000
91. 2PD 71.70 | -6796 | 2.39 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.84 | 261 2.88 6.230 60.000
92. XNZ 7142 | -70.65 | 1.83 | 0.00 | 0.00 | 0.93 | 1.03| 267 0.93 5.949 60.000
93. MMV1804412 | 7138 | -55.29 | 276 | 0.00 | 1.97 | 0.00 | 1.00 | 2.20 0.09 5.129 58.000
94. MMV001433 7135 | 5453 | 296 | 0.00 | 2.00 | 0.26 | 0.84 | 2.20 0.06 4.753 67.000
95. MMV640037 70.98 | -63.82 | 242 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 3.84 | 429 4.23 8.692 72.001
96. JT1 70.92 | -77.85 | 0.57 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 420 | 3.85 3.56 9.638 73.001
97. 154 70.90 | -77.40 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 347 | 241 2.86 9.572 66.000
98. MMV000025 70.89 | -60.67 | 295 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 1.86 | 2.20 1.30 5.169 65.999
99. MMV690727 70.87 | -66.63 | 2.77 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.97 | 3.66 3.53 9.685 52.000
100. CP9 70.79 | 6797 | 0.00 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.72 | 255 0.77 8.342 40.001
101. VRX 7039 | -6153 | 422 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.21 | 220 0.82 5.821 51.000
102. | MMV1804244 | 70.34 | -69.29 | 1.75 | 0.00 | 0.00 | 0.22 | 2.56 | 0.00 1.15 8.094 31.000
103. J6D 70.33 | -7295 | 0.00 | 1.98 | 0.00 | 6.21 | 559 | 5.03 | 13.84 | 4.673 73.000
104. | MMV1804187 | 70.25 | -58.14 | 1.00 | 0.00 | 1.97 | 0.00 | 0.28 | 2.25 0.10 5.020 62.000
105. | MMV1804409 | 70.22 | -6245 | 3.00 | 0.00 | 0.99 | 0.00 | 2.87 | 3.65 2.24 7.890 67.000
106. MMV001428 70.20 | -68.65 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.14 | 228 0.09 6.368 48.000
107. XNC 70.08 | -70.65 | 099 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 168 | 240 2.18 7.191 47.999
108. | MMV1804482 | 70.07 | -61.03 | 2.66 | 0.00 | 0.94 | 0.00 | 191 | 242 1.52 6.419 60.999
109. | MMV1804192 | 69.98 | -72.15 | 199 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 434 | 3.83 4.00 4.722 71.001
110. | MMV1804479 | 69.68 | -60.00 | 0.65 | 0.00 | 1.87 | 0.64 | 135 | 255 2.00 7.747 23.000
111. MMV638007 69.56 | -68.47 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.31 | 0.00 2.11 7.612 24.000
112. MMV690777 6947 | -73.04 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 293 | 232 1.61 4.747 52.000
113. | MMV1634362 | 69.45 | -71.99 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.18 | 2.02 | 219 0.84 | 10.818 | 59.999
114. STB 69.25 | -52.60 | 1.00 | 0.00 | 293 | 0.01 | 237 | 232 3.12 8.941 58.999
115. MMV690733 69.22 | 6533 | 299 | 0.00 | 0.00 | 0.01 | 218 | 229 1.58 6.094 70.000
116. MMV003140 69.07 | -68.89 | 0.44 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.49 | 0.00 1.63 5.264 27.001
117. NN2 68.98 | -53.62 | 2.00 | 0.00 | 1.97 | 0.00 | 1.62 | 2.25 3.03 7.431 14.001
118. | MMV1804173 | 68.78 | -60.72 | 2.00 | 0.40 | 0.97 | 0.00 | 053 | 4.13 0.21 8.327 54.000
119. 153 68.72 | -67.02 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 265 | 221 3.22 6.284 60.001
120. 26F 68.67 | -69.40 | 0.85 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 193 | 219 2.77 7.177 71.000
121. | MMV1804620 | 68.53 | -59.35 | 2.83 | 0.00 | 1.00 | 0.36 | 1.04 | 3.10 0.24 4.728 53.000
122. | MMV1804248 | 68.43 | -61.02 | 328 | 0.72 | 0.00 | 0.00 | 231 | 442 4.44 4.960 46.999
123. VGI 68.26 | -68.92 | 149 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.50 | 3.67 1.54 7.207 46.999
124. | MMV1804190 | 68.14 | -67.31 | 2,73 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.22 | 5.03 0.12 7.092 54.999
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125. 1JH 67.97 | -62.27 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.16 | 1.96 | 0.00 3.71 8.680 21.000
126. MMV000068 6791 | -59.03 | 3.72 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.17 | 2.22 0.26 7.964 25.000
127. MMV001635 67.74 | -67.08 | 0.63 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.73 | 0.00 0.21 4.307 21.000
128. | MMV1580492 | 6758 | -63.58 | 255 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.09 | 2.59 0.80 | 10.275 64.000
129. MMV688731 6743 | -70.83 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.30 | 4.94 1.15 9.209 60.000
130. MMV672931 6741 | 5416 | 219 | 0.00 | 1.99 | 0.00 | 1.74]| 261 0.85 9.346 101.000
131. 7HM 67.37 | -67.40 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.83 | 0.00 2.62 6.760 19.999
132. NN3 67.03 | -66.16 | 1.64 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.82 | 237 1.96 8.974 53.000
133. 1X6 66.87 | -71.74 | 0.68 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 244 | 442 2.36 7.977 67.000
134. 103 66.84 | -63.82 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.00 | 248 3.50 7.738 53.001
135. | MMV1803326 | 66.79 | -58.65 | 299 | 0.00 | 0.90 | 0.00 | 232 | 2.87 0.93 8.811 33.000
136. CCT 66.71 | -60.11 | 254 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.29 | 0.00 3.54 5.194 20.000
137. JPC 66.69 | -63.33 | 193 | 0.00 | 0.00 | 0.13 | 3.06 | 0.00 3.82 5.815 20.000
138. 63F 66.68 | 6525 | 1.76 | 0.00 | 0.99 | 0.00 | 3.70 | 540 3.02 8.683 70.999
139. 3MS 66.64 | -53.03 | 199 | 0.00 | 1.78 | 0.00 | 0.78 | 2.77 1.29 7.905 56.000
140. B34 66.62 | -60.68 | 3.09 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.80 | 2.72 0.99 5.195 49.000
141. NG 66.61 | -69.96 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.77 | 4.27 3.46 5.212 59.000
142. MMV001992 66.46 | -66.32 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 |3.03 | 0.00 2.94 5.097 28.000
143. 2AY 66.46 | -62.41 | 253 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 135 ] 270 1.87 | 10.662 36.999
144. MMV676600 66.40 | -69.89 | 099 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.78 | 3.47 0.55 | 12.086 60.000
145. B8O 66.39 | -62.81 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.97 | 4.22 2.74 3.989 59.000
146. MMV009948 66.27 | -69.01 | 1.00 | 0.98 | 0.00 | 3.01 | 226 | 2.25 1.11 4.437 63.000
147. N35 66.26 | -55.77 | 1.00 | 0.00 | 2.00 | 0.00 | 2.92 | 2.26 3.61 7.898 64.000
148. B5P 66.24 | -50.49 | 184 | 113 | 198 | 0.00 | 2.09 | 2.62 1.73 7.250 62.000
149. 08E 66.15 | -54.85 | 421 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 249 | 2.64 3.29 6.438 49.000
150. PSI 66.13 | -64.18 | 1.08 | 0.83 | 0.00 | 0.03 | 2.37 | 0.00 1.01 6.421 39.000
151. SNH 66.11 | -63.78 | 1.36 | 0.97 | 0.00 | 0.00 | 430 | 0.00 3.93 5.201 20.000
152. GE6 66.01 | -58.96 | 293 | 0.00 | 0.00 | 0.01 | 132 | 0.00 0.91 8.440 47.000
153. | MMV1804225 | 6590 | -59.87 | 297 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.14 | 261 0.02 9.624 22.001
154. | MMV1804354 | 65.70 | -55.54 | 4.00 | 0.98 | 0.00 | 0.00 | 142 | 219 0.24 | 10.953 | 50.000
155. 46F 65.60 | -67.61 | 095 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.61 | 222 2.55 8.517 66.000
156. K05 65.57 | -66.18 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.11 | 0.00 1.61 4.285 18.000
157. | MMV1804185 | 6553 | -67.75 | 099 | 0.38 | 0.00 | 2.93 | 2.60 | 219 3.99 9.349 55.000
158. LT6 6542 | -60.01 | 2.00 | 0.00 | 0.97 | 0.00 | 2.70 | 4.20 3.06 8.580 64.000
159. 457 65.38 | -60.32 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.89 | 0.00 0.70 6.047 22.000
160. | MMV1804249 | 65.27 | -71.10 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.08 | 4.25 0.58 4.914 46.000
161. HJZ 65.26 | -66.27 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 153 | 2.92 1.61 5.876 13.001
162. 699 65.24 | -65.34 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 |3.21 | 0.00 3.19 5.456 28.999
163. | MMV1580132 | 65.18 | -65.49 | 090 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 056 | 2.30 0.42 9.249 57.000
164. B42 65.16 | -46.97 | 165 | 0.00 | 294 | 0.00 | 2.22 | 3.45 3.35 6.823 65.000
165. MMV690548 65.07 | -64.61 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.96 | 3.68 4.06 9.373 45.000
166. | MMV1804517 | 64.66 | -68.25 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 343 | 4.12 4.39 7.994 13.000
167. 054 6455 | -58.19 | 2.00 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 1.71 | 224 2.87 6.572 56.000
168. PFI 64.18 | -57.89 | 162 | 0.74 | 0.00 | 0.00 | 0.47 | 0.00 0.16 5.764 22.000
169. 1JL 64.09 | -58.18 | 190 | 0.59 | 0.00 | 0.00 | 2.66 | 0.00 3.76 6.295 20.000
170. | MMV1803334 | 64.04 | -6450 | 1.00 | 0.64 | 0.00 | 0.00 | 3.46 | 3.55 4.98 9.933 55.001
171. | MMV1580187 | 63.72 | -53.91 | 0.00 | 0.00 | 294 | 0.00 | 1.53 | 5.06 0.28 9.527 66.001
172. MMV000001 63.70 | -61.38 | 096 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.89 | 0.00 0.97 4.986 21.999
173. RTP 63.67 | -49.95 | 498 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.01 | 0.00 0.76 5.779 46.000
174. MMV637283 63.65 | 4959 | 1.00 | 1.00 | 1.98 | 0.00 | 215 | 2.23 2.71 3.859 57.000
175. | MMV1804242 | 63.60 | -65.56 | 0.16 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 142 | 0.00 0.41 5.879 27.000
176. 617 63.50 | -57.80 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.39 | 0.00 0.40 6.127 18.000
177. | MMV1804225 | 63.47 | -56.04 | 290 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.78 | 0.00 0.29 6.062 24.000
178. 888 6341 | -5220 | 191 | 0.00 | 2.00 | 0.00 | 1.62 | 5.28 2.00 6.281 50.000
179. 2N5 63.36 | -60.12 | 2.41 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 235 | 246 3.19 6.615 53.000
180. | MMV1804359 | 63.07 | -59.49 | 366 | 0.00 | 0.00 | 1.28 | 248 | 2.62 1.43 6.617 62.999
181. MMV002230 6290 | -62.18 | 141 | 0.00 | 0.00 | 1.39 | 211 | 0.00 2.10 8.992 25.000
182. MMV000017 62.78 | -65.21 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.44 | 0.00 0.36 4.525 20.000
183. | MMV1804250 | 6259 | -61.44 | 0.00 | 0.00 | 0.94 | 0.00 | 0.78| 3.14 0.22 6.984 24.000
184. | MMV1803325 | 6259 | -57.36 | 1.00 | 0.00 | 0.99 | 0.00 | 1.78 | 2.19 2.06 6.373 52.000
185. MMV002798 6258 | -57.38 | 160 | 1.00 | 0.00 | 0.73 | 1.30 | 1.05 1.73 4.641 5.999

186. | MMV1804411 | 62.58 | -63.56 | 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.84 | 0.00 2.40 5.500 21.000
187. MMV637687 62.53 | -57.51 | 2.67 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.32 | 0.00 1.63 4.618 18.000
188. MMV002398 62.36 | -61.37 | 228 | 0.00 | 0.00 | 3.32 | 193] 2.78 411 5.325 67.000

150




189. F86 (Ctrl 2) 62.18 | -51.30 | 355 | 0.76 | 0.00 | 0.00 | 1.16 | 0.00 0.21 5.671 14.000
190. THL 62.03 | -57.70 | 245 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.20 | 0.00 1.36 7.386 16.000
191. MMV002813 62.00 | -55.29 | 2.38 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.29 | 0.00 2.15 6.442 17.000
192. 28V 61.95 | -61.26 | 2.30 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 172 | 4.26 1.49 5.389 55.999
193. | MMV1804357 | 6190 | -60.56 | 0.00 | 0.00 | 0.90 | 0.00 | 0.98 | 3.26 1.18 8.908 50.001
194. | MMV1804617 | 61.88 | -4941 | 240 | 2.72 | 0.00 | 040 | 051 | 2.26 0.78 5.477 48.000
195. XND 61.20 | -59.53 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.97 | 4.26 1.88 5.505 43.000
196. MMV002641 61.15 | -54.60 | 298 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.84 | 0.00 3.29 6.918 7.001

197. IPC 61.09 | -61.33 | 058 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.36 | 0.00 4.75 6.120 11.001
198. MMV000011 61.07 | -3794 | 468 | 0.00 | 1.94 | 0.00 | 0.33 | 240 0.53 5.247 50.000
199. | MMV1804113 | 61.02 | -62.22 | 0.11 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.36 | 0.00 1.17 8.802 19.000
200. ONQ 60.96 | -57.04 | 299 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 290 | 2.1 3.34 | 10.074 67.999
201. | MMV1804356 | 60.91 | -5855 | 1.22 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.07 | 0.00 0.84 9.155 23.000
202. | MMV1804360 | 60.86 | -64.87 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 |1.16 | 2.19 0.51 | 10.241 47.000
203. MMV639974 60.80 | -53.58 | 186 | 0.79 | 0.00 | 0.49 | 091 | 0.00 0.97 5.422 7.001

204. | MMV1804484 | 60.60 | -55.34 | 1.00 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.53 | 0.00 0.32 6.736 7.999

205. 1M9 6043 | -61.28 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.32 | 0.00 3.41 9.097 26.000
206. | MMV1804621 | 6041 | -59.61 | 1.00 | 0.28 | 0.00 | 0.00 | 1.97 | 0.00 0.90 4.643 22.001
207. FIH 60.37 | -54.88 | 2.61 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.85 | 0.00 3.35 5.908 6.000

208. 1F 60.22 | -56.37 | 212 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.04 | 0.00 3.56 4.653 15.000
2009. 1JE 60.13 | -58.39 | 0.98 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.61 | 0.00 0.01 5.256 4.999

210. | MMV1804177 | 60.03 | -64.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.14 | 0.00 0.29 4.864 21.000
211. MMV003219 59.81 | -5256 | 275 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.63 | 0.00 0.27 6.256 20.000
212. BUP 59.75 | -48.08 | 5.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.86 | 0.00 0.35 5.463 44.000
213. MMV000029 59.70 | -55.92 | 1.70 | 0.52 | 0.00 | 0.00 | 1.50 | 0.00 0.06 8.304 18.001
214. VWS 59.67 | -5453 | 1.73 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.26 | 0.00 4.48 5.191 16.000
215. MMV002092 59.61 | -55.11 | 1.98 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.75 | 0.00 0.04 5.404 4.999

216. 8B4 59.57 | -47.14 | 459 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.84 | 0.00 0.34 5.546 31.000
217. TTP 59.27 | -46.50 | 5.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.25 | 0.00 0.27 6.346 40.000
218. SH 59.22 | -53.18 | 222 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.48 | 0.00 2.33 5.673 18.000
219. MMV852425 58.83 | -59.17 | 0.44 | 0.00 | 0.00 | 091 | 164 | 0.00 2.54 5.395 26.000
220. SX6 5859 | 5412 | 189 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.67 | 0.00 2.14 4.388 22.000
221. MMV637897 5845 | -59.63 | 1.75 | 0.00 | 0.99 | 5.09 | 161 | 5.28 1.23 5.083 105.000
222. MMV001871 58.40 | -53.65 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.64 | 0.00 0.03 5.313 13.999
223. | MMV1580478 | 58.07 | -47.96 | 4.67 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.98 | 0.00 0.09 4.950 21.000
224. RNA 57.66 | -59.13 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.41 | 0.00 3.35 9.785 13.000
225. 698 5761 | -53.16 | 161 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.93 | 0.00 2.79 5.227 30.000
226. MMV659065 5751 | 5421 | 185 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.58 | 0.00 0.66 4.907 5.000

221. 5EE 5725 | -55.17 | 099 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.59 | 0.00 2.28 8.311 18.000
228. | MMV1804184 | 57.14 | -54.81 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.54 | 0.00 0.42 4.633 5.000

229. 885 56.97 | -47.05 | 3.44 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.34 | 0.00 2.27 4.610 7.000

230. 106 56.87 | -5453 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.18 | 0.00 3.70 5.039 25.000
231. | MMV1804176 | 56.86 | -57.83 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.03 | 054 | 0.00 0.13 5.239 18.000
232. MMV637496 56.82 | -50.93 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.08 | 0.00 0.06 6.932 12.000
233. SX4 56.80 | -55.14 | 165 | 0.00 | 0.00 | 0.04 | 121 | 221 1.37 4.769 40.000
234. 21D 56.74 | 4401 | 522 | 0.00 | 0.00 | 292 | 2.25| 0.00 4.49 4.805 14.000
235. | MMV1804179 | 56.69 | -50.64 | 254 | 0.00 | 0.00 | 0.07 | 1.16 | 0.00 0.83 4.781 16.000
236. MMV002291 56.49 | -58.56 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.15] 0.00 0.23 6.401 18.000
237. MMV003277 56.37 | -59.73 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.78 | 2.24 0.44 9.955 36.000
238. MMV002260 56.23 | -52.79 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.90 | 3.29 | 0.00 4.91 5.752 15.000
239. MMV001885 55,53 | -53.23 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.43 | 0.00 0.14 5.813 15.000
240. CSG 5538 | -47.78 | 3.38 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.74 | 0.00 0.41 6.333 43.001
241. | MMV1804353 | 55.24 | -55.04 | 0.99 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 154 | 0.00 0.30 | 10.455 25.000
242. TFO 55.06 | -42.18 | 491 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.00 | 0.00 0.12 4.884 20.000
243. Y55 55.05 | -46.61 | 2.82 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 | 0.00 0.01 5.115 10.999
244. 221 55.03 | 4750 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.91 | 0.00 0.32 5.296 5.000

245. | MMV1804311 | 54.83 | -53.50 | 0.00 | 0.97 | 0.00 | 0.00 |1.27 | 0.00 0.95 5.279 5.000

246. SX5 5475 | -52.81 | 128 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.76 | 0.00 1.49 4.345 19.000
247. MMV636937 5443 | -51.66 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.18 | 0.00 0.12 6.969 8.000

248. MMV003186 53.98 | -52.14 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.63 | 0.00 0.10 5.406 11.001
249. MMV000016 53.92 | 4729 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.13 | 219 0.09 5.425 43.000
250. MMV002337 5390 | -48.74 | 125 | 0.82 | 0.00 | 0.00 | 0.58 | 0.00 0.04 4.802 17.000
251. MMV637229 53.84 | -54.19 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.31 ] 0.00 0.22 6.009 17.000
252. MMV002229 53.68 | -56.46 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.60 | 2.22 0.64 | 10.049 | 41.999
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253. RBV 53.37 | -3842 | 6.16 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.77 | 0.00 0.01 4.727 5.000
254. MMV003461 53.10 | -4749 | 197 | 0.00 | 0.00 | 0.19 | 0.21 | 0.00 0.30 4.545 14.000
255. MMV640046 53.07 | 4634 | 199 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 213 | 0.00 2.01 4.602 22.000
256. | MMV1804408 | 52.73 | -51.50 | 0.99 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.93 | 0.00 0.11 5.151 4.000
257. MMV000013 52.64 | -56.04 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.71 | 144 | 0.00 0.16 4.965 15.000
258. MMV071737 52.20 | -4852 | 125 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.03 | 0.00 0.00 5.250 9.000
259. 2Bl 52.12 | -49.20 | 0.99 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.68 | 0.00 3.31 4.949 11.001
260. MMV001901 5171 | 4147 | 341 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 112 | 0.00 2.23 4.610 10.000
261. MMV690621 5148 | -48.78 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.17 | 0.00 0.03 5.522 11.000
262. MMV690561 51.03 | -45.66 | 2.16 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.57 | 0.00 0.04 4.773 3.999
263. 1EP 50.38 | -47.62 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.14 | 0.00 0.03 8.038 4.000
264. 1ER 50.38 | -50.41 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.02 | 0.50 | 0.00 0.98 4.368 9.001
265. MMV688991 50.02 | -46.53 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.44 | 0.00 0.36 5.750 8.000
266. MMV001439 48.86 | -38.28 | 3.81 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.45| 0.00 0.06 5.061 17.000
267. | MMV1634116 | 48.66 | -4594 | 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.29 | 0.00 0.29 4.622 14.000
268. | MMV1804183 | 48.56 | -43.06 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.26 | 0.00 0.01 6.000 5.000
269. | MMV1804313 | 4844 | -4330 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.44 | 0.00 0.02 5.441 13.000
270. MMV000031 48.18 | -46.81 | 122 | 0.09 | 0.00 | 0.06 | 1.26 | 0.00 0.03 6.229 15.000
271. SX2 46.51 | -36.01 | 3.72 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.34 | 0.00 0.01 3.824 14.000
272. MMV002649 4548 | -4223 | 1.09 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.05 | 0.00 0.08 5.993 18.999
273. MMV002086 4480 | -39.39 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 |0.46 | 0.00 0.33 4.575 15.000
274. 12R 43.70 | -38.15 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 |0.31] 0.00 0.17 5.118 5.001
275. SX3 43.64 | -40.67 | 099 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.81 | 0.00 1.63 3.742 3.000
276. 3AV 4231 | -4151 | 100 | 0.00 | 0.00 | 0.00 |0.00 | 221 0.00 5.524 7.001
277. MMV003305 40.76 | -36.40 | 2.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.83 | 0.00 0.03 4.941 4.000
278. | MMV1804188 | 39.70 | -30.71 | 3.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 | 0.00 0.01 5.309 4.000
279. MMV001860 2715 | 4312 | 181 | 0.00 | 0.00 | 5.04 |3.85| 1454 | 497 | 11.472 | 123.999
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Anexo 6. Lista de resultados de docking en el sitio alostérico segun su puntuacion.

N° Ligando Score S(PLP) Sgét))o S(cho) S(rr)eta DI;Ec);Ia DES()tor Sg?;)c) t in:’co RI;/I;()he time
1. GE6 78.87 -67.11 3.99 1.00 0.00 0.00 1.37 1.40 | 0.80 6.761 111.000
2. MMV1804244 74.80 -72.00 2.73 0.00 0.00 0.03 1.69 281 | 0.83 7.862 103.000
3. MMV1804621 73.91 -71.38 2.00 0.00 0.00 0.08 0.71 3.02 | 1.03 7.820 99.000
4. PSI 72.43 -68.43 2.95 0.00 0.00 0.00 1.34 298 | 0.81 4.292 113.000
5. MMV000017 71.66 -64.79 3.90 0.00 0.00 0.00 131 253 | 031 7.385 101.000
6. MMV000001 71.20 -64.27 3.91 0.00 0.00 0.00 1.52 284 | 0.82 4.146 97.000
7. 1JH 70.80 -68.75 1.98 0.00 0.00 0.00 3.10 143 | 3.71 8.230 95.999
8. RTP 70.70 -59.56 4.10 0.92 0.00 0.00 1.07 253 | 0.69 6.346 109.000
9. 1L 70.28 -67.26 2.62 0.00 0.00 1.24 2.15 3.07 | 3.76 5.571 98.001
10. TTP 69.90 -61.31 3.99 0.00 0.00 0.00 1.15 136 | 0.28 6.776 103.000
11. PFI 69.70 -74.64 1.00 0.00 0.00 234 0.39 497 | 0.14 4.297 98.999
12. MMV1804177 69.50 -70.63 1.50 0.00 0.00 0.00 1.69 254 | 0.28 4.337 103.000
13. MMV001992 69.10 -65.85 2.00 0.00 0.00 0.00 2.14 136 | 2.72 6.566 96.999
14. 7THM 68.64 -70.01 1.00 0.00 0.00 0.00 2.26 262 | 2.56 5.670 99.000
15. MMV002291 68.57 -66.90 2.00 0.00 0.00 0.01 1.55 136 | 0.15 7.192 90.001
16. MMV1804353 68.42 -65.55 2.00 0.00 0.00 0.00 0.95 136 | 0.12 8.153 103.000
17. MMV 636937 67.94 -63.29 1.83 1.00 0.00 0.00 1.27 142 | 0.12 8.164 55.000
18. MMV638007 67.55 -64.09 2.00 0.00 0.00 0.00 1.60 136 | 2.02 8.212 96.000
19. BUP 67.38 -53.37 4.94 1.00 0.00 0.00 0.76 257 | 0.28 5.327 105.000
20. MMV003140 67.22 -69.62 0.00 0.90 0.00 0.00 2.16 238 | 154 7.339 104.001
21. MMV1804411 67.01 -64.83 1.76 0.00 0.00 0.00 1.95 158 | 2.39 4.716 98.000
22. MMV659065 66.83 -60.25 4.00 0.00 0.00 0.00 1.19 3.66 | 0.62 3.644 95.000
23. 8B4 66.73 -55.40 4.00 0.62 0.00 0.00 0.79 136 | 041 5.548 100.000
24. 1M9 65.96 -70.31 0.00 0.00 0.00 0.00 3.62 136 | 3.23 8.432 100.000
25. CSG 65.69 -58.88 4.40 0.00 0.00 0.00 1.50 3.89 | 0.49 6.351 106.000
26. MMV001635 65.53 -65.54 1.00 0.00 0.00 0.00 0.96 136 | 0.28 6.446 95.000
27. 617 65.43 -64.90 1.48 0.00 0.00 0.00 0.93 251 | 042 5.000 28.000
28. SX6 65.37 -68.33 0.00 0.00 0.00 0.00 1.87 136 | 2.13 4.230 95.000
29. MMV001885 65.03 -62.04 2.00 0.00 0.00 0.00 0.88 138 | 0.13 7.297 64.000
30. K05 64.51 -64.83 1.00 0.00 0.00 0.05 1.15 262 | 161 4.507 76.000
31. F86 64.45 -52.81 4.71 0.00 0.00 0.00 0.66 137 | 0.20 4.264 96.000
32. MMV639974 63.91 -62.63 2.00 0.09 0.00 0.00 1.81 256 | 0.92 5.066 94.001
33. MMV690621 63.86 -64.23 0.90 0.00 0.00 0.00 0.85 1.40 | 0.03 4.153 92.000
34. MMV1804313 63.74 -55.95 3.97 0.00 0.00 0.00 1.38 1.36 | 0.02 6.831 25.000
35. 5H 63.65 -65.41 1.00 0.00 0.00 0.00 2.87 136 | 2.33 9.256 92.000
36. MMV000029 63.48 -59.36 241 0.00 0.00 0.00 0.82 152 | 0.06 4.828 94.000
37. MMV002092 63.22 -60.98 2.00 0.00 0.00 0.00 0.62 252 | 0.00 4.245 90.000
38. LF 62.83 -56.85 2.98 0.00 0.00 1.30 1.92 137 | 3.56 4.925 92.000
39. MMV002230 62.49 -66.20 0.00 0.00 0.00 0.00 221 152 | 2.22 8.652 97.999
40. THL 62.40 -63.26 1.34 0.00 0.00 0.00 1.58 276 | 101 3.717 96.000
41. MMV1804242 62.26 -69.20 0.00 0.00 0.00 0.00 2.39 269 | 0.38 6.169 104.000
42. MMV637229 62.16 -62.12 1.00 0.00 0.00 0.00 0.84 1.37 | 0.10 4.792 93.000
43. 1JE 62.03 -60.63 1.99 0.00 0.00 0.00 1.06 247 | 0.01 7.014 83.000
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44, MMV1804355 61.93 -56.94 3.00 0.00 0.00 0.00 221 245 | 193 6.638 95.000
45. MMV001871 61.92 -62.34 1.00 0.00 0.00 0.00 0.47 2.52 | 0.02 4115 89.999
46. CCT 61.78 -64.23 0.00 0.00 0.00 0.00 1.79 241 | 354 5.094 95.999
47. MMV 1804225 61.55 -53.23 3.94 0.00 0.00 0.00 1.26 1.38 | 0.38 7.985 94.000
48. FIH 61.47 -63.29 0.00 0.00 0.00 0.00 1.83 150 | 3.32 3.650 95.000
49. 457 61.41 -64.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.68 247 | 0.66 5.441 101.000
50. MMV000013 61.40 -62.98 0.39 0.00 0.00 0.00 0.73 144 | 0.15 4.351 94.000
51. IPC 61.30 -64.81 0.00 0.00 0.00 0.00 2.73 252 | 4.44 9.996 93.000
52. MMV1804311 61.30 -64.14 0.81 0.00 0.00 0.00 1.62 2.87 | 0.78 3.697 92.000
53. MMV001439 61.27 -48.32 5.35 0.00 0.00 0.00 0.35 245 | 0.06 5.148 28.000
54, VWS 60.91 -58.06 1.98 0.00 0.00 0.02 2.25 3.02 | 4.46 5.395 92.000
55. MMV002798 60.60 -60.53 0.00 1.00 0.00 0.73 0.72 241 | 167 4.065 97.000
56. MMV002641 60.47 -65.52 1.00 0.00 0.00 0.35 271 548 | 3.19 3.562 89.000
57. MMV1804176 60.28 -62.81 1.00 0.00 0.00 0.00 1.33 298 | 0.12 4.966 99.000
58. MMV852425 60.25 -60.87 0.93 0.00 0.00 0.91 1.74 154 | 2.39 6.458 105.001
59. MMV1804179 60.18 -62.90 0.00 0.00 0.00 0.36 0.91 136 | 0.82 3.875 93.000
60. MMV003186 60.10 -61.25 1.00 0.00 0.00 0.00 0.67 292 | 0.10 3.390 88.000
61. JPC 59.95 -63.92 0.00 0.00 0.00 0.00 2.46 2.62 | 3.56 7.346 91.001
62. RBV 59.90 -49.66 3.77 1.00 0.00 0.00 0.27 354 | 0.01 5.012 93.000
63. 221 59.30 -55.59 2.49 0.00 0.00 0.00 1.29 150 | 0.30 7.958 88.000
64. SNH 59.12 -63.56 0.00 0.00 0.00 0.05 2.88 255 | 391 3.527 86.001
65. MMV1804113 58.56 -67.65 0.00 0.00 0.00 0.00 1.08 8.04 | 1.11 | 10.247 91.001
66. SX5 58.20 -58.40 1.00 0.00 0.00 0.00 1.77 1.36 | 1.46 6.355 91.000
67. 5EE 57.47 -59.36 0.00 0.00 0.00 0.00 1.41 1.37 | 2.30 6.153 92.000
68. MMV003461 57.44 -55.57 2.00 0.00 0.00 0.00 1.49 1.43 | 0.29 6.997 85.000
69. MMV1804356 57.41 -57.34 1.25 0.00 0.00 0.00 1.56 141 | 0.85 7.517 95.000
70. MMV1634116 57.21 -54.69 1.99 0.00 0.00 0.03 0.61 253 | 0.27 3.377 91.000
71. MMV1804183 57.20 -54.67 1.99 0.00 0.00 0.00 1.05 136 | 0.01 6.500 85.000
72. MMV1804408 56.82 -55.71 1.00 0.00 0.00 0.00 0.32 136 | 0.11 3.954 35.000
73. RNA 56.57 -57.87 0.41 0.00 0.00 0.00 1.74 239 | 3.35 9.664 88.000
74. MMV002337 56.56 -49.49 1.00 1.96 0.00 0.00 0.20 1.46 | 0.04 6.266 93.000
75. 21D 55.93 -49.66 2.99 0.00 0.00 0.00 2.25 2.70 | 4.49 4.941 36.000
76. 699 55.00 -57.12 1.59 0.00 0.00 2.18 3.30 136 | 294 6.453 104.000
77. 885 54.81 -52.96 1.85 0.00 0.00 0.00 2.24 150 | 2.27 4517 92.000
78. 698 54.79 -53.87 1.74 0.00 0.00 0.00 2.32 245 | 279 5.829 102.000
79. MMV1804188 54.68 -39.65 5.90 0.00 0.00 0.00 0.11 247 | 0.01 3.090 41.000
80. MMV002813 54.31 -52.06 1.84 0.00 0.00 0.00 1.12 3.18 | 215 4.632 93.000
81. MMV688991 54.22 -57.01 0.88 0.00 0.00 0.00 1.58 256 | 0.29 6.846 61.000
82. MMV1580478 54.11 -44.57 3.95 0.84 0.00 0.00 0.41 4.06 | 0.06 4.674 92.000
83. 106 54.02 -58.41 0.00 0.00 0.00 0.00 1.99 3.66 | 3.24 4.014 99.999
84. MMV002260 53.97 -57.31 0.00 0.00 0.00 0.00 3.35 155 | 491 7.430 89.000
85. MMV1804184 53.82 -51.79 2.00 0.00 0.00 0.00 1.44 152 | 0.42 4.126 93.999
86. 1EP 53.61 -56.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.31 254 | 0.03 4.791 43.000
87. MMV071737 53.46 -57.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.59 251 | 0.00 4.004 57.000
88. MMV 1804484 53.20 -53.32 0.00 1.01 0.00 0.00 1.06 136 | 0.32 9.944 89.000
89. MMV003219 52.92 -48.41 2.76 0.00 0.00 0.00 0.80 249 | 0.26 6.095 91.000
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90. MMV637496 52.47 -50.85 1.00 0.00 0.00 0.00 0.03 1.37 | 0.06 3.936 54.000
91. SX1 52.43 -43.88 3.77 0.00 0.00 0.00 0.12 2.52 | 0.00 4.501 78.000
92. TFO 52.24 -38.46 3.90 1.99 0.00 0.00 0.78 240 | 0.07 4.825 91.000
93. MMV000031 51.40 -51.09 0.94 0.00 0.00 0.00 0.59 1.37 | 0.03 3.967 89.000
94. 2BI 50.90 -49.13 1.05 0.00 0.00 0.00 1.66 136 | 3.31 5.924 78.000
95. SX2 50.85 -46.67 2.00 0.00 0.00 0.00 0.24 1.36 | 0.01 4.068 86.000
96. SX3 50.74 -52.84 0.00 0.00 0.00 0.00 1.20 136 | 1.63 4.032 82.000
97. MMV 640046 50.71 -48.81 1.95 0.00 0.00 0.00 2.30 136 | 1.96 3.689 91.000
98. 1ER 50.68 -47.53 1.00 0.92 0.00 0.00 0.54 2.50 | 0.96 4.854 82.000
99. MMV001901 50.14 -37.59 4.65 0.00 0.00 0.00 1.13 136 | 2.23 5.369 84.999
100. Y55 49.87 -48.01 0.79 1.00 0.00 0.00 1.07 1.37 | 0.01 5.233 50.000
101. 12R 49.34 -49.98 0.78 0.00 0.00 0.00 0.34 248 | 0.17 7.379 33.000
102. MMV002649 49.01 -46.50 1.63 0.00 0.00 0.00 0.50 1.46 | 0.08 3.998 99.000
103. 3AQ 48.18 -44.82 2.00 0.00 0.00 0.00 0.07 251 | 0.00 2.382 75.000
104. 3AE 47.91 -44.43 2.00 0.00 0.00 0.00 0.16 241 | 0.20 4.633 24.999
105. MMV690561 47.37 -43.58 3.04 0.00 0.00 0.00 2.01 136 | 0.04 3.815 24.999
106. MMV688370 47.34 -40.20 3.22 0.13 0.00 0.12 0.17 256 | 0.08 4.815 40.000
107. MMV002086 46.91 -44.91 1.53 0.00 0.00 0.00 0.17 258 | 0.33 4.607 84.000
108. MMV637687 46.30 -46.30 1.00 0.00 0.00 0.07 1.02 250 | 1.62 2.635 75.000
109. MMV003305 42.45 -38.85 2.00 0.00 0.00 0.00 0.46 149 | 0.02 4.762 81.000
110. MMV004131 42.20 -30.39 4.39 0.00 0.00 0.00 0.00 1.36 | 0.00 4.124 21.000
111 3B0 40.93 -36.29 2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.36 | 0.00 4.309 21.000
112. MMV662539 37.92 -27.28 3.00 1.00 0.00 0.00 0.00 1.36 | 0.00 3.867 74.000
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