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RESUMEN

El presente estudio tiene como proposito realizar un cribado virtual de inhibidores de
la enzima MP® del virus SARS-CoV-2 empleando librerias de compuestos y
homologia estructural con proteasas de virus patégenos de animales. En respuesta a la
presente pandemia por la que esta atravesando el mundo, causada por el COVID-19,
por lo que es de suma importancia la blsqueda de compuestos, que eviten la
propagacion del SARS-CoV-2, con los que se puedan realizar medicamentos para
frenar los contagios de esta enfermedad. Dado que la proteasa principal MP™ es la
encargada de llevar a cabo los procesos proteoliticos durante la replicacion del virus,
se la ha seleccionado como target para la bisqueda de moléculas que inhiban su
actividad, evitando asi que el virus continte multiplicandose. Para esto, se realiz6 un
analisis de homologia con el que se pudo identificar que esta proteasa se encuentra
conservada en varias especies de coronavirus que infectan a animales, como aquellos
que causan la hepatitis murina, la gastroenteritis transmisible porcina, la peritonitis
felina y la bronquitis infecciosa aviar. Lo que permitié buscar compuestos que se
utilicen para tratar estas enfermedades, y crear una libreria con los ligandos mas
efectivos. Con esto se pudo determinar los sitios drogables de la enzima y realizar un
acoplamiento molecular (docking), identificando diez inhibidores que se unen mejor a
MP™ entre ellos el Ritonavir, con los que, mediante posteriores estudios in vitro, se
podrian generar farmacos contra el COVID-19, y ademéas probarlos en otros

coronavirus con los que existe homologia.

Palabras clave: SARS-CoV-2, proteasa principal MP™, coronavirus, inhibidores

enzimaticos, bioinformética, homologia, cribado virtual, actividad antiviral.
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ABSTRACT

The purpose of this study is to perform virtual screening of SARS-CoV-2 virus MP™
enzyme inhibitors using compound libraries and structural homology with animal
pathogenic virus proteases. In response to the present pandemic the world is going
through, caused by COVID-19, so it is of paramount importance to search for
compounds, which prevent the spread of SARS-CoV-2, with which medicines can be
made to curb the contagions of this disease. Since the main protease MP is responsible
for carrying out the proteolytic processes during the replication of the virus, it has been
selected as a target for the search for molecules that inhibit its activity, thus preventing
the virus from continuing to multiply. For this, a homology analysis was performed
that could identify that this protease is preserved in several species of coronavirus that
infect animals, such as those that cause murine hepatitis, swine transmissible
gastroenteritis, feline peritonitis and avian infectious bronchitis. Which allowed us to
look for compounds used to treat these diseases, and to create a library with the most
effective ligands. This was able to determine the druggable sites of the enzyme and
perform a molecular coupling (docking), identifying ten inhibitors that best bind to
MP™ ‘including Ritonavir, with which, through subsequent in vitro studies, COVID-19
drugs could be generated, and also tested in other coronaviruses with which homology

exists.

Keywords: SARS-CoV-2, main protease MP™, coronavirus, enzyme inhibitors,

bioinformatics, homology, virtual screening, antiviral activity.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes investigativos
1.1.1. SARS-CoV-2

El coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo severo, SARS-CoV-2, por sus
siglas en inglés, es el virus causante de la enfermedad COVID-19, la cual fue reportada
por primera vez en la ciudad de Wuhan, en China, el 31 de diciembre del 2019,
esparciéndose posteriormente en la mayoria de los paises del mundo, por lo que la

Organizacion Mundial de la Salud la declard pandemia el 12 de marzo del 2020.

Se sabe que el SARS-CoV-2 es un virus transmisible entre los humanos, con altos
indices infecciosos, por lo que la OMS ha determinado que su numero reproductivo
basico (Ro) se encuentra entre 1.4 y 3.5. Ademas, segun estudios epidemiologicos, la
incubacidn del virus se da en el trascurso de 2 a 14 dias, siendo el quinto dia en el que

empieza la aparicion de los primeros sintomas (Pastrian, 2020).

Se trata de un virus de origen zoonotico, ya que su hospedero principal es un animal,
a partir del cual se transmitié a humanos, para analizar su secuencia por primera vez,
se aisléd una muestra de uno de los primeros pacientes de Wuhan que presentaron este
tipo de neumonia (World Health Organization, 2020).

1.1.1.1. Taxonomia

El SARS-CoV-2 es un virus que pertenece al dominio Riboviria, encontrandose en el
orden de los Nidovirales, que son aguellos que tienen ARN monocatenario positivo,
usando un conjunto de ARN mensajero para su replicacién. Es miembro de la familia
Coronaviridae, razon por la cual recibe el nombre de coronavirus, ya que en su
envoltura contiene glicoproteinas en forma de espiculas o también llamadas
peplomeros (Pastrian, 2020). En esta familia se encuentra la subfamilia
Orthocoronavirinae, que a su vez se divide en cuatro géneros, que son: los
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus, siendo
los dos primeros los que infectan Gnicamente a mamiferos, mientras que los otros,

ademas, pueden infectar a aves. HCoV-229E y HCoV-NL63 son ejemplos de



alfacoronavirus que se transmiten a humanos, asi mismo, HCoV-OC43 HCoV-HKU1
representan a los betacoronavirus, que causan una gripe comun, en este Ultimo género
también se alojan el MERS-CoV y los dos tipos de SARS-CoV existentes (Amanat
& Krammer, 2020).

1.1.1.2. Origen

Los animales son reservorios de una gran cantidad de virus, los cuales mediante
mutaciones pueden llegar a infectar a humanos, generando enfermedades que pueden
ser leves o criticas. Tal es el caso del SARS, MERS y COVID-19, que son afecciones
causadas por coronavirus provenientes del murciélago, ya que se ha demostrado que
comparten aproximadamente un 96% de identidad genémica con BatCoV RaTG13,
que infecta a Rhinolophus affinis. Sin embargo, estos debieron evolucionar pasando
por un organismo intermedio que permita acoplar los sitios de union del virus a los
humanos para que puedan ser transmitidos (Andersen et al., 2020). Segun estudios,
se ha logrado identificar a las civetas de palma como intermediarios para el SARS y a
los dromedarios para el MERS (Ullrich & Nitsche, 2020).

En el caso del SARS-CoV-2 aln no se sabe con exactitud cual es el organismo que
permitio esta transmisién evolutiva, por lo que es de suma importancia el estudio y
comparacion de las secuencias de virus de animales con este coronavirus y asi

disminuir la propagacion de este.

El SARS-CoV-2 presenta un dominio de unién al receptor (RBD) el cual se vincula a
la enzima convertidora de Angiotensina 2 (ACE2) de humanos (Armijos et al., 2020).
En BatCoV RaTG13 existen variaciones en esta estructura, presentando 17
aminoacidos diferentes, 4 de los cuales se encuentran en el sitio activo, lo que significa
gue no puede existir una interaccion eficiente entre el dominio de esta especie con la
hACE2 (Andersen et al., 2020). Por lo que existen hipdtesis, las cuales mencionan
que el pangolin podria haber sido el intermediario para que el SARS-CoV-2 infecte a

humanos.

Segun un estudio realizado por Zhang et al. (2020), al analizar las secuencias de
coronavirus provenientes de Pangolines malayos muertos, comparando todo el

genoma del Pangolin-CoV con SARS-CoV-2, se demostré que estos eran 91.02%



idénticos. Ademaés, al comparar los aminoacidos de RBD, entre estos dos virus,
determinaron que estos se encuentran altamente conservados, existiendo un solo
cambio en la histidina 500 por glutamina, que no es un residuo clave para la interaccion
con ACE2 humana. Asi mismo se determiné que la similitud existente entre Pangolin-
CoV y BatCoV RaTG13 era de 90.55%.

1.1.1.3. Estructura

En cuanto a las bases genéticas y moleculares que se conocen de este coronavirus, se
ha documentado que presenta una forma esférica con un diametro que oscila entre 60
y 140 nm, cuyas espigas poseen una longitud entre los 8 y 12 nm. Ademas, contiene
una envoltura externa y una nucleocépside que protege el material genético (figura 1),
el cual se asocia a esta mediante la proteina de la nucleocépside (N), la que a su vez
esta insertada dentro de la bicapa de fosfolipidos de la capa externa. Las proteinas
principales de esta envoltura son la Spike (S), que presenta dos subunidades S1y S2,
y permite la union del virus al huésped, la proteina de membrana (M), que mantiene la
forma curveada de la misma y se une a la nucleocéapside, y la proteina de envoltura
(E), que lleva a cabo el ensamblaje. También posee proteinas accesorias como la
hemaglutinina esterasa (HE), cuya funcion es facilitar la entrada del virus a las células

para la infeccion (Pastrian, 2020).

El virus esta formado por ARN monocatenario de aproximadamente 30 kb. La cadena
tiene en el extremo 5’ una forma de capa metilada y en el 3’ una cola poli A, por lo
que se asemeja al ARNm de los huéspedes. Ademas, la secuencia de ARN presenta
seis marcos de lectura abiertos (ORF). Los ORFla y ORF1b, situados en el gen que
codifica a la replicasa viral, ocupan dos tercios del genoma total, el un tercio restante
codifica para las proteinas N, S, M, E y HE (Dai et al., 2020).



—————- Spike (S)

- Envoltura (E)

----- Nucleocapside (N)
<= — — = Hemaglutinina Esterasa (HE)

<= — — Membrana (M)

Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2. La particula viral de SARS-CoV-2 presenta
un genoma constituido de ARN envuelto por una nucleocapside con su proteina N, que
se asocia a la envoltura externa, cuyas proteinas principales son S, My E y su proteina
accesoria HE. (Pastrian, 2020).

1.1.1.4. Mecanismo de Infeccion

Para que comience la infeccion, el virus primero ingresa en el huésped gracias a la
interaccion entre la subunidad S1 de la proteina Sy el dominio RBD al receptor hACE2
ubicado en las células del tracto respiratorio, la cavidad oral, células alveolares del
pulmon, células epiteliales de la lengua y en otros 6rganos como corazon, rifién,
estomago, entre otros (Walls et al., 2020). Posteriormente, la subunidad S2 hace
posible la unién de la membrana viral con la célula hospedera. Esto ocurre debido a
que se da la escision de S2, separando al dominio RBD del receptor hACE2, lo que
permite la entrada del virus a la célula por endocitosis (figura 2) (Ou et al., 2020). Una
vez en el citoplasma, el ARN viral es liberado y actia como ARNm, en donde los
ORFla y ORF1b traducen las poliproteinas ppla y pplab, respectivamente, las que
luego son procesadas proteoliticamente por la enzima MP® en 16 proteinas no
estructurales (NSPs) (Figura 2). Estas proteinas participan en la replicaciéon vy
transcripcion de ARNm subgendmico (sgARN), mediante la formacion del complejo
replicasa transcriptasa (RTC), el cual se ensambla en vesiculas de doble membrana
generadas en el reticulo endoplasmético y sirve para crear copias de ARN
monocatenario. Despues, este ARN se asocia a la proteina N formando la

nucleocépside, que luego se ensambla con las proteinas de membrana y accesorias en



el aparato de Golgi, para producir nuevos virus, llevando a cabo asi la replicacién de

los mismos (Pastrian, 2020).
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Figura 2. Mecanismo de infeccién del SARS-CoV-2. La infeccion empieza por la
entrada del virus a la célula mediante la interaccion de la proteina S viral con el
receptor hACEZ2, induciendo asi el ingreso del virus por endocitosis. Posteriormente,
el ARN viral es liberado en la célula huésped y traducido en las poliproteinas pplay
pplab, cuya protedlisis realizada por MP™ genera el complejo RTC. Este complejo es
encargado de la replicacion del sgARN, que a su vez da lugar a la produccion de las
proteinas N, S, M, E y HE. Todos estos componentes luego se ensamblan en el aparato

de Golgi para formar nuevas particulas virales (Pastrian, 2020).

1.1.2. COVID-19

La enfermedad ocasionada por el coronavirus SARS-CoV-2, COVID-19, denominada
asi por sus siglas en inglés (coronavirus disease), causante de la actual pandemia, es
una afeccion que conduce a una insuficiencia respiratoria, al ser un virus que provoca
neumonia, segin ensayos realizados y autopsias a personas que padecieron esta
enfermedad de rapida propagacion (Hung et al., 2020).

La COVID-19 presenta caracteristicas epidemiolégicas especiales, en comparacion
con el MERS y el SARS, al mostrar una alta transmision incluso en pacientes que no
presentan sintomas, asemejando a una diseminacion viral de una influenza, caso

contrario a lo que ocurrid con las anteriores enfermedades (Giordano et al., 2020).
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1.1.2.1. Sintomas

La enfermedad se caracteriza por producir sintomas similares a un resfriado, como tos
seca, fiebre, cansancio, congestion nasal, pérdida del gusto y olfato, dolor de cabeza 'y
garganta, también se pueden presentar otros sintomas que son menos frecuentes, como
problemas gastrointestinales, erupciones cutaneas, conjuntivitis y el sindrome

inflamatorio multisistémico en infantes.

El 80% de las personas infectadas presentan sintomas leves, por lo que pueden superar
el virus sin necesidad de ser hospitalizadas, el 15% desarrollan neumonia grave
necesitando que se les suministre oxigeno y el 5% restantes presentan un estado critico
desarrollando insuficiencia respiratoria y multiorganica requiriendo atencion médica

urgente con equipos sofisticados (Shamsi et al., 2020).

Estos sintomas pueden aparecer entre los 2 a 14 dias después de la infeccién, con dicha
aparicion la carga viral suele ser un poco mas alta en la zona nasal en comparacion con
la garganta. Segun Madjid et al. (2020), esta enfermedad se relaciona con una carga
inflamatoria elevada, lo que podria inducir efectos negativos en el sistema
cardiovascular, provocando inflamacion vascular, miocarditis y arritmias cardiacas, ya
que al comparar ciertos estudios, determinaron mediante biomarcadores inflamatorios
plasmaticos, que estos se elevaban en pacientes con COVID-19, en comparacion con
pacientes sanos, lo que significa que estos desarrollan una tormenta de citoquinas tras

la infeccion.

1.1.2.2. indice de Mortalidad

Inicialmente se sabia que el indice de mortalidad del virus a nivel mundial oscilaba
entre los 2.1 y 3.4%, sin embargo, este valor se ha ido modificando a medida que
aumentan los contagios en cada pais, siendo una cifra diferente para cada nacion. Las
personas que sufren mas afecciones y presentan sintomas graves pertenecen a
poblaciones vulnerables, inmunodeprimidas, con problemas cardiacos y pulmonares,

diabetes e hipertension arterial (Gentile et al., 2020).

De igual manera, existen reportes que mencionan que, tras la recuperacion, pueden
quedar secuelas en los pulmones o incluso a nivel cerebral, ademas de que

recientemente han surgido casos de reinfeccion (Tillett et al., 2020). Segin un estudio



realizado por To et al (2020), mediante analisis genéticos se determind que un paciente
tras 142 dias de su primera infeccion con SARS-CoV-2, presentd nuevamente
sintomas, evidencidndose una carga serologica elevada de proteina C-reactiva e
inmunoglobulinas 1gG, ademéas los genomas virales de los dos episodios eran
diferentes, es decir, se debia a una cepa del virus de distinto linaje, confirmandose una
reinfeccion. Esto sugiere que la inmunidad no dura un tiempo prolongado y que los
anticuerpos producidos por el organismo no pueden atacar a todas las cepas de SARS-
CoV-2 que se han secuenciado hasta hoy, esto debido a que, en dicho estudio, se revelo
que existia una diferencia significativa en los epitopos de las células B y T de los virus
analizados en las dos infecciones. Por lo que es de suma importancia la busqueda de
una vacuna que permita crear una inmunidad completa que brinde proteccion contra

todos los agentes infecciosos de la COVID-19.

1.1.2.3. Distribucion de la enfermedad

Actualmente, son 225 los paises que han reportado casos de esta enfermedad, sumando
un total de 25.500.870 personas contagiadas y 850.879 fallecidos a nivel global, siendo
los paises mas afectados: Estados Unidos con 6.045.064 infectados y 183.870 muertos,
Brasil con 3.908.272 contagios y 121.381 decesos e India reportando 3.691.166 y
65.288 personas infectadas y fallecidas respectivamente, datos recogidos hasta el 1 de
septiembre del 2020 (Cruz, 2020).

Segun El Comercio (2020), en el Ecuador, este coronavirus ha tenido una alta
repercusion, infectando hasta la misma fecha a 114.309 personas, de las cuales 6.571
se ha confirmado que han fallecido por el virus y 3.743 son muertes probables a causa
de este, dando un total de 10.314 decesos. Las ciudades con méas casos confirmados en
el pais son: Quito con 21.739 contagiados, seguido de Guayaquil con 12.825, Cuenca
con 4.470 y Loja con 3.651.

El SARS-CoV-2 es altamente transmisible, razon por la cual el nimero de casos
confirmados ha ido incrementando exponencialmente. El contagio se da al estar en
contacto con una persona infectada a través de las goticulas que se esparcen al toser,
estornudar y hablar. Asi mismo, estas gotas pueden caer sobre superficies y objetos,
que al ser tocados por un individuo, pueden transmitirle el virus, si este se lleva las

manos a la nariz, boca, ojos u oidos (World Health Organization, 2020).
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1.1.2.4. Otras enfermedades causadas por coronavirus

Estos tipos de virus son microorganismos patdgenos que se alojan comunmente en
animales vertebrados. Existen algunas especies de coronavirus que atacan a aves y
mamiferos, entre ellos, a los humanos, causando enfermedades respiratorias,
neuroldgicas y a nivel hepatico, siendo los alfacoronavirus HCoV-229E y HCoV-
NL63 y los betacoronavirus HCoV-HKU1l y HCoV-OC43, que, en personas
inmunocompetentes, provocan sintomas semejantes a un resfriado comdn,
representando aproximadamente al 30% de infecciones respiratorias que afectan a la
poblacién. Por otro lado, se encuentran el MERS-CoV y el SARS-CoV-1 que junto
con el SARS-CoV-2 son patdgenos con mayor letalidad y méas contagiosos (Shamsi
et al., 2020). Estos tres ultimos virus se encuentran muy relacionados entre si,

presentando aproximadamente un 80% de similitud en sus secuencias.

Segun Larez & Rojas (2020), el CoV de la bronquitis infecciosa aviar (IBV), fue uno
de los primeros virus aislado en 1930, este patégeno ocasionaba dafios renales y a nivel
del tracto reproductivo en pollos. Asi mismo, se han secuenciado otros
gammacoronavirus que afectan a otros animales como los patos, causandoles enteritis
transmisible; las ballenas, a las cuales les produce insuficiencia pulmonar y hepatica,
llegando a ser una enfermedad terminal; y por Gltimo los delfines nariz de botella,
quienes presentan una infeccién asintomatica ya que no generan sintomas clinicos. En
cuanto a los deltacoronavirus, se ha documentado una cepa que infecta a porcinos,
especialmente a lechones neonatales, induciéndoles vomitos agudos, deshidratacion y
mortalidad, se ha confirmado que este CoV también puede transmitirse a aves, sin

embargo, no se han reportado casos en humanos de estos virus gamma y delta.

Otros alfacoronavirus que se asocian a animales son el coronavirus entérico felino
(FECV), que causa afecciones asintomaticas pero persistentes en felinos salvajes y
domesticos, el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV), que por el contrario
puede llegar a ser letal, lesionando la mayoria de los 6rganos, los coronavirus caninos
gue unicamente producen una enteritis leve y el virus de la diarrea epidémica porcina
que se relaciona con lechones lactantes. Por otra parte, estan los betacoronavirus, como
el de la hepatitis de raton (MHV), que afecta al higado y llega al cerebro generando

encefalitis desmielizante, ademas se ha documentado que ciertas cepas pueden infectar



a humanos induciéndoles al SARS, mientras que los coronavirus caninos, bovinos y
equinos, hasta ahora solo han infectado a animales, ocasionandoles desde infecciones

asintomaticas hasta sintomas severos e incluso la letalidad (Larez & Rojas, 2020).

1.1.3. Proteasa Principal MP"

La proteasa principal del SARS-CoV-2, MP, es encargada de llevar a cabo procesos
de replicacion y transcripcion del virus, escindiendo proteoliticamente los polipéptidos
ppla y pplab generados durante la transcripcion, para formar un complejo entre la
replicasa y la transcriptasa, como se ha mencionado anteriormente. Por lo que se ha
identificado a esta enzima como un objetivo al que se puede direccionar un farmaco,
ya que su inhibicién podria evitar la replicacion viral dado que los humanos no

contienen una enzima similar que pueda realizar esta funcién. (Das et al., 2020).

Menciona Joshi et al. (2020), que el esqueleto y los sitios activos de la MP®, estan
altamente conservados en todas las especies de coronavirus, Unicamente presentando
variaciones en algunos residuos, lo que se puede aprovechar para reutilizar inhibidores
creados para otros virus, que se acoplen a la proteina del SARS-CoV-2 y que ademas
funcionen en la mayoria de coronavirus provenientes de animales, que podrian ser un

problema de salud a futuro.

1.1.3.1. Estructuray funcion

Segln Swiderek & Moliner (2020), esta enzima, también conocida como 3CLP® y
que esta conformada por 306 residuos de aminoacidos, es una cisteina proteasa que
presenta en su sitio activo aminoacidos histidina y cisteina, formando una diada
catalitica. El grupo imidazol presente en el residuo His4l es clave en la catalisis
enzimatica, ya que polariza al grupo tiol de la Cys145 para generar iones CysS e HisH*
nucleofilicos que facilitan la escisién del enlace peptidico del sustrato.

La estructura tridimensional de la enzima ha sido determinada por Das et al (2020),
quien indica que la proteasa MP® estd conformada por un homodimero, cuyos
protomeros se encuentran ortogonalmente alineados. Cada subunidad esta formada por
tres dominios denominados I, 11 y 11l. Los dominios | (residuos 8-101) y Il (residuos
102-184) presentan una estructura en forma de laminas 3, mientras que el dominio III

(residuos 201-306) adopta la forma de hélices a. El dominio III se une al dominio Il



por medio de una region bucle formada por los aminoéacidos 185-200. Los protomeros
se unen por los residuos 1-7 entre los dominios | y Il formando un dedo N-terminal,

que conforman el sitio activo (Ullrich & Nitsche, 2020).

1.1.3.2. Diseio de inhibidores

Es necesario investigar los diferentes inhibidores que existen actualmente, que
permitan inactivar al virus y reducir su propagacion, ya que los genomas, o ciertas
proteinas involucradas en el proceso infeccioso del virus y en su replicacion son
semejantes en algunas especies de coronavirus que infectan a animales, con lo que se
podria ayudar en la elaboracion de una terapia para combatir la actual enfermedad y
tener una estructura que podria servir en otros tipos de virus, que con el tiempo y con

ayuda de un organismo intermediario puedan infectar a la poblacion.

Tomando en cuenta el rol central que cumplen las proteasas virales en el ciclo de
replicacion viral, se ha dirigido grandes esfuerzos en el disefio y desarrollo de farmacos
que inhiban su actividad. En el contexto del virus SARS-CoV-2, la proteasa MP™ es el
principal target tras el brote de COVID-19.

Se han analizado varios inhibidores dirigidos a la proteasa MP™, los aminoacidos de
los sustratos que se unen a dicha enzima comunmente son enumerados desde el
extremo N al C terminal, con las letras P, es decir, P4-P3-P2-P1 | P1’-P2’-P3’, siendo
el sitio de escision aquel representado por la flecha hacia abajo (Dai et al., 2020). Entre
los compuestos que presentan inhibicion de la MP™ se encuentran; antivirales, como
ritonavir, penciclovir, lopinavir, azidotimidina, indinavir, tripanavir, squinavir;
antifungicos, entre los que estan el fuconazol e itraconazol; la dietilcarbamazina,
primaquina, mepacrina y niclosamida que son antineméatodos; antiprotozoarios como
la emetina y productos naturales como la curcumina, demetoxicurcumina, hesperidina,

mericitrina, acido ursdlico, etc. (Das et al., 2020).

Por otra parte, existen farmacos aprobados por la FDA empleados para otras
patologias, que pueden ser reutilizados para tratar la COVID-19, tales como maraviroc
(MVC), que inhibe la entrada del VIH, teniendo una buena disponibilidad, ademas de
tener una funcién protectora en otras enfermedades. Asi mismo, otro antiviral es el

glecaprevir, inhibidor del virus de la hepatitis C. En un estudio aplicando acoplamiento
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molecular (docking), que consiste en utilizar simulacion computacional para
determinar la union entre un sustrato y una enzima, se investigd las interacciones que
ocurren entre estos compuestos y la proteasa MP, observando que los aminoacidos
que intervienen son: Thr25, Thr26, Leu27, His4l, Thr4d5, Serd6, Met49, Phel40,
Leuldl, Asnl42, Glyl43, Serl44, Cys145, His163, His164, Met165, Glul66, Leul67,
Prol68 y GIn189 interactuando ampliamente con los dos inhibidores (Shamsi et al.,
2020).

De la misma manera se han estudiado otras estructuras, como el Carmofur, que ha sido
usado para tratar el cancer colorrectal, ademéas de mostrar eficiencia en otros tipos de
cancer como el de mama, el gastrico y el de vejiga, demostrando mediante un
experimento que puede inhibir a la proteasa MP®© in vitro, siendo His4l, Met49,
Gly143, Ser144, Cys145, His164, Met165, Asp187 los residuos gque interacttan con el
inhibidor (Jin, Zhao, et al., 2020).

-

Figura 3. Carmofur unido a MP® de SARS-CoV-2. Inhibidor Carmofur
interactuando con los residuos His4l, Met49, Gly143, Serl44, Cys145, Hisl64,
Met165, Aspl87 de la enzima MP™, Las lineas segmentadas finas de color amarillo
representan enlaces no polares, las lineas segmentadas finas de color morado son
puentes de hidrogeno y con la linea segmentada gruesa amarilla se puede visualizar el

enlace covalente que el inhibidor establece con la Cys145.

También existen inhibidores que se pueden disefiar mediante la sustitucion de ciertas
partes del sustrato que se une directamente al sitio activo de la MP™, imitando asi al

sustrato natural. Este tipo de moléculas se adhieren primeramente de manera no
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covalente a la enzima, para luego darse el ataque nucleofilico de la cisteina, con lo que
se forma el enlace covalente (Gentile et al., 2020). Uno de estos compuestos es el N3,
que es un potente inhibidor irreversible que se une de manera covalente a la Cys145,
e interacciona con la mayoria de los residuos que intervienen en los otros inhibidores

mencionados (Jin, Du, et al., 2020).

La estructura y el sitio activo de la mayoria de las proteasas MP™ de los coronavirus
esta altamente conservado y ademas los sustratos comparten ciertas caracteristicas, ya
que esta enzima generalmente reconoce sustratos cuyos aminoacidos van de P4 hasta
P1’, mostrando similitud en los sitios de escision. Mediante estudios de homologia se
ha determinado que las secuencias de la MP™ de BatCoV RaTG13 con la de SARS-
CoV-2 son aproximadamente 99% idénticas (figura 4), presentando los mismos
aminoéacidos en el centro activo (Ullrich & Nitsche, 2020). Esto es relevante puesto
que permite desarrollar farmacos con inhibidores que se hayan empleado en brotes
virales anteriores. Desde otra perspectiva, se pueden crear compuestos que tengan
actividad inhibitoria no solo contra el actual coronavirus sino también contra especies
virales homologas hospedadas en animales y que puedan infectar a la poblacion en un
futuro. Por esto el presente estudio pretende identificar todos aquellos inhibidores con
potencial de inhibir la proteasa MP™, creando una libreria de estos compuestos y
realizando analisis de acoplamiento molecular con enzimas MP™ de SARS-CoV-2.

* *
SARS-CoV-2 EVATAN S GERKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDYVYCPRHVICTEEDMLNPNYEDLLIR

BatCov EPEWEN S GFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDEFVYCPRHVICTA

IEDMLNPNYEDLL T

SARS-CoV-2 EEPXAN < SNHINFLVOAGNVQLRVIGHSMQONC ! LKVDTIINPKTPKYKEVRIQPGQTFSVLACYNG
BatCov CICIOWAN < SNHSJFL.VOAGNVQLRVIGHSMQNC] ! LKVDTEINPKTPKYKEVRIQPGOQTFSVLACYNG

* K K * K

VYQCAMRPNETIKGSFLNGSCGSVGEFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDLEGM
VYQCAMRPNMT IKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSEFCYMHHMELPTGVHAGTDLEG]S

SARS-CoV-2 3384 B
BatCov 3367 B

SARS-CoV-2 3444
BatCov 3427

FYGPEFVDROQTAQAAGTDTTITMNVLAWLYAAVINGDRWEFLNRETTTLNDENLVAMKYNYE]
FYGPEVDROQTAQAAGTDTTITENVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKYNYE]

SARS-CoV-2 3504
BatCov 3487

PLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCANLKELLONGMNGRTILGSEWLEDEFTPFDVVRQC]
PLTODHVDILGPLSAQTGIAVLDMCARLKELLONGMNGRTILGSEMRLEDEFTPEDVVRQC]

SARS-CoV-2 3564 B
BatCov 3547

Figura 4. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de la enzima MP™
procedente de los virus SARS-CoV-2 y BatCoV. Las secuencias de aminoacidos de
la enzima MP™ de los virus SARS-CoV-2 y BatCoV son 99% idénticas. Aquellos
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residuos resaltados con color negro son los que se encuentran altamente conservados
en las dos especies, en gris se representan los medianamente conservados y en blanco
los no conservados. Los residuos indicados con un asterisco (His41, Met49, Gly143,
Serl44, Cys145, Hisl64, Metl65, Aspl87) intervienen en la union del inhibidor
carmofur con la enzima, que como se puede apreciar, son altamente conservados en

ambas enzimas.

1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general

Realizar un cribado virtual de inhibidores de la enzima MP™ del virus SARS-CoV-2
empleando librerias de compuestos y homologia estructural con proteasas de virus
patdgenos de animales.

1.2.2. Objetivos especificos

e Analizar la homologia estructural entre la enzima MP™ del virus SARS-CoV-2 y
proteasas de virus animales.

e Determinar sitios de posible unién de inhibidores a la enzima MP" del virus SARS-
CoV-2.

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

e Determinar los mejores inhibidores de la proteasa MP™ mediante el analisis de las

propiedades de su union con la enzima.
1.3.HipOtesis
1.3.1. Hipotesis nula

Los analisis de acoplamiento molecular, empleando librerias de compuestos y
homologia estructural con proteasas de virus patdgenos de animales, no permiten

determinar nuevos inhibidores de la enzima MP™ de SARS-CoV-2.

1.3.2. Hipotesis alternativa

Los analisis de acoplamiento molecular, empleando librerias de compuestos y
homologia estructural con proteasas de virus patdégenos de animales, permiten

determinar nuevos inhibidores de la enzima MP™ de SARS-CoV-2.
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1.4.Seflalamiento de las variables de la hipdtesis
1.4.1. Variables dependientes

e Valor ChemPLP
e Valor S(PLP)

1.4.2. Variables independientes

e Modelos tridimensionales de la enzima MP™

e Libreria de ligandos.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1.Materiales
2.1.1. Paginas web
e Protein Data Bank (PDB)
e PDBeFold
e Universal Protein (UniProt)
e T-Coffee
e Boxshade
e PubChem
e The PRODRG
2.1.2. Softwares Bioinformaticos
e WinCoot
e PyMOL
e GOLD - Protein Ligand Docking Software
o QMG
e Mercury
e Microsoft Office
2.1.3. Librerias de compuestos
e Ligandos identificados mediante la herramienta PDBeFold y revision de la
literatura.
e Libreria COVID Box
2.1.4. Codigos PDB de los compuestos usados
e 6YB7
e 7/BUY
e 7BQY
e 6Y2F
e 6LZE
e 6MOK
e 6W63
e 6WNP
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o O6WTT

e 2YNB

e 4YOG

e 4YOI

e 4YO0J

e 6JIJ

e 6L70

e 5GWZ

e 1P9U

o 2AMP

o A4F49

e 4ZRO

e 5EUS

e 20Q6F
2.1.5. Equipos

e Computadora Personal

e Computadora por acceso remoto

2.2.Métodos

2.2.1. Secuenciay estructura tridimensional de la proteina MP™

La estructura tridimensional de la enzima MP" de SARS-CoV-2 se obtuvo de la base
de datos Protein Data Bank (PDB), la cual contiene estructuras en tercera dimensién
de proteinas y acidos nucleicos, obtenidas por cristalografia de rayos X, resonancia
magnética nuclear (NMR) o microscopia electrénica (Cryo-EM), por profesionales a

nivel mundial, y que estan disponibles para dominio pablico.

Para identificar la estructura correspondiente a la enzima MP™ de SARS-CoV-2 se

realizd primeramente una busqueda en la base de datos del PDB

(https://www.rcsb.org/). De los resultados obtenidos se identifico aquellas estructuras
de interés para el presente estudio, de las cuales se extrajo informacion con respecto al
organismo del que proviene, sistema de expresion, datos experimentales, autores

involucrados, estructura tridimensional (archivo con extension .pdb) y la secuencia en
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formato FASTA. En una bdsqueda preliminar se identificd que la estructura con
cédigo PDB 6YB?7, que corresponde a la estructura de la enzima MP™ en ausencia de
inhibidor, se podia emplear para el presente estudio (Owen et al., 2020). Para descargar
los documentos electronicos correspondientes a la estructura tridimensional o la
secuencia de la enzima se siguid los siguientes pasos: Se dio clic en “Download Files”
y se seleccion6 en “PDB Format” o en “FASTA Sequence”, respectivamente. Este

procedimiento aplico para todos los procesos que involucraron a la base de datos PDB.

2.2.2. Analisis de homologia de MP™ de SARS-CoV-2 en PDBeFold

PDBeFold es una herramienta web que permite comparar estructuras 3D de proteinas
mediante homologia de su estructura secundaria (SSM, por sus siglas en inglés). Del
analisis se desprenden una serie de parametros de puntuacion que permiten determinar
cuén parecida puede ser una estructura determinada con respecto a una estructura base.
La gran ventaja de esta herramienta es que permite realizar la comparacion de una
estructura objetivo con toda la base de datos del PDB, la cual a la fecha de construccidn
del presente manuscrito contenia aproximadamente 170000 estructuras depositadas.
Asi, mediante PDBeFold se pretendié realizar un examen de la estructura de la
proteasa MP™ de SARS-CoV-2 buscando similitudes con todas las estructuras de la
base de datos del PDB. De este analisis se pudo extraer informacion valiosa con
respecto a la estructura de la enzima, y principalmente la estructura quimica de
ligandos como sustratos e inhibidores, los cuales fueron empleados para el presente
proyecto.

Para realizar la comparacion estructural, primero se ingresé a la pagina PDBeFold

(http://pdbe.org/fold/), en donde se encontrd informacidon sobre sus funciones. Para

iniciar el experimento bioinforméatico se dio clic en “Launch PDBeFold”. A
continuacidn. se despleg6 una solicitud de envio que contenia pardmetros que pueden
modificarse segun los resultados que se necesiten obtener. Para introducir la estructura
base para la comparacion se escribio el codigo PDB 6YB7 en la seccion de “PDB
code” de la herramienta PDBeFold. Asi mismo, en el parametro “lowest acceptable
match”, que le permite al programa determinar el limite de coincidencia minima
aceptable para el emparejamiento, se ingresé 70 %. Es decir, la herramienta mostrd

aquellos resultados de la comparacién que mantenian una homologia de estructura
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secundaria entre 70 y 100%. Se analizaron todos los elementos presentes en la
estructura (cadenas de polipéptido A y B), por lo que en la seccion “chains” no se
realizd ninguna modificacion. Por ultimo, se selecciond “submit your query” para
iniciar la comparacion. Una vez finalizado el proceso de SSM la herramienta mostré
la pagina de resultados, que se ordenaron segun el Q-score, cuyo valor mide la calidad
de alineamiento con base a la posicion de los carbonos a de cada residuo incluido en

la comparacion.

Finalmente, se analizaron los valores RMSD (raiz de error cuadratico medio de la
superposicion de los carbonos a de la proteina), el %SSE (identidad de la estructura
secundaria, es decir, indica que fraccion de la estructura secundaria de consulta se
identificd en la proteina de destino), y el P-Score (calidad del emparejamiento en
dependencia del RMSD, la cantidad de aminoacidos alineados, niUmero de brecha y
cantidad de elementos que coinciden de estructura secundaria) de aquellos resultados
que comprendian estructuras de la proteasa MP™ de virus patdgenos presentes en

animales.

2.2.3. Analisis de homologia de MP™ de SARS-CoV-2 en UniProt

Por otra parte, ya que la base de datos del PDB es algo limitada y proporciona
unicamente informacion de aquellas macromoléculas de las cuales se ha determinado
su estructura tridimensional, se realizé un analisis de homologia de la secuencia de
amino&cidos de la enzima MP™ mediante la base de datos Universal Protein (UniProt).
UniProt es una base de datos gratuita que registra una gran cantidad de informacion
sobre proteinas, incluyendo su secuencia de aminoacidos. Esta informacion proviene
de secuenciaciones gendmicas publicadas en revistas cientificas y depositadas en bases
de datos como el GenBank. Para realizar el analisis de identidad de secuencia, UniProt
utiliza el algoritmo BLAST, herramienta de busqueda de alineacion local bésica, que
permite localizar regiones similares entre la secuencia objetivo con todos los archivos
depositados en UniProt. De esta forma, tanto el programa como el usuario pueden
inferir relaciones evolutivas y funcionales de la proteina en estudio, mediante ciertos

parametros cuantificables.

El analisis BLAST se realizé tomando como referencia la secuencia de aminoacidos

de la estructura de la proteina MP™ (6YB7) disponible en el PDB. De esta forma, con
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un primer andlisis se obtuvo la secuencia nativa y cddigo de acceso UniProt de la

enzima.

En cuanto al procedimiento, el alineamiento se realizo ingresando a la pagina UniProt

(https://www.uniprot.org/), en donde se selecciond “BLAST”. Con esto se abrio otra

pestafia en la cual se visualizé el formulario de la herramienta. En el espacio en blanco
del formulario se insertd la secuencia que se deseaba buscar o el cédigo, es decir, la
secuencia de aminoacidos en formato FASTA de 6YB7 descargada del PDB. Los
parametros de busqueda se mantuvieron en los valores preestablecidos por defecto.
Por Gltimo, se selecciond el boton “Run BLAST” para iniciar el algoritmo de
alineamiento y posteriormente se analizaron los datos desplegados de acuerdo con el

Score (puntuacién de alineamiento) y el porcentaje de identidad de secuencia.

En los resultados, se tomaron aquellos correspondientes a virus de origen animal y de
cada uno se analizé el valor E, que indica la homologia entre secuencias, cuyo valor
menor o igual a 0.02 indica que las secuencias son probablemente homdlogas, mientras
que, si este se encuentra entre 0.2 y 1 significa homologia no descartable. Si el valor
de E sobrepasa a 1 quiere decir que la homologia de las secuencias no es significativa.
Asi mismo se analiz6 el porcentaje de identidad de secuencia con valores superiores
al 45%, valores que sugieren que la secuencia, la estructura y la funcién de las

secuencias analizadas son similares a la de la secuencia objetivo.

2.2.4. Alineamiento multiple de secuencias

Se realizo un alineamiento entre todas las secuencias de las estructuras seleccionadas
a partir del BLAST de UniProt y las secuencias de estructuras determinadas mediante
el PDBeFold, para lo cual se descargaron las secuencias en su formato FASTA. En un
editor de texto como Word, se colocaron todas las secuencias junto a la de la proteina
MP de SARS-CoV-2 en el orden que se deseaba que se realice el alineamiento. Luego,
se realizd el alineamiento mdltiple mediante la herramienta T-Coffee

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:reqular), donde se colocaron las secuencias

FASTA en el espacio disponible. Finalmente se seleccion6 “Submit”, y una vez

terminado el alineamiento se descargaron los resultados en formato “fasta_aln”.
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Para la generacion de ilustraciones coloreadas que faciliten el andlisis del alineamiento
mdaltiple se empleo la herramienta Boxshade

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Aqui se ingresaron los datos

descargados de T-Coffee en la ventana en blanco, y se descargaron los resultados en
formato “RTF _new”. El alineamiento se visualizd y analiz6 en Word. Con este
procedimiento se pudo identificar que aminoacidos de las proteinas alineadas de los
diferentes organismos, se encontraban conservados, especialmente aquellos

relacionados con el sitio de unién a inhibidores.

2.2.5. Determinacion de posibles inhibidores de la enzima MP™ y construccion
de librerias de compuestos

Del analisis desprendido de la herramienta PDBeFold se identifico aquellas estructuras
de proteinas homdélogas a Mpro en complejo con sustratos o inhibidores. Para ello, se
ingreso el codigo de dicha secuencia en el buscador de PDB, con lo que se mostro la
pagina de la enzima y se pudo ver la informacién de la proteina, asi como de la
presencia de ligandos de interés. Se recopild el nombre quimico, estructura quimica,
nomenclatura SMILES y c6digo en PDB de los ligandos seleccionados para el presente
estudio. Por otra parte, se analizaron articulos cientificos en los cuales se han estudiado

inhibidores que interaccionan con la proteasa MP™ y enzimas homélogas.
Las librerias de compuestos estuvieron conformadas, pero no limitadas, por:

e Ligandos identificados mediante la herramienta PDBeFold y revision de la
literatura.

e Libreria COVID Box

Después de determinar todos los inhibidores que formarian parte de la libreria de
compuestos del presente estudio, se procedié a preparar dichos ligandos, previo a los
experimentos de acoplamiento molecular (docking), de acuerdo con los
requerimientos del programa de docking GOLD - Protein Ligand Docking Software.
Para esto se requerian los codigos SMILES de todas las estructuras, extrayendo estos
de la pagina PDB o de PubChem, en la cual se pueden dibujar los compuestos de
interés, desplegandose con ello toda la informacion procedente de dicho elemento

buscado. Luego se ingres6 a la pagina The PRODRG, en donde se insertd la
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nomenclatura SMILES obtenida, con lo que se pudo descargar el archivo de cada
molécula en formato MOL2. Estos archivos posteriormente pasaron a Mercury,
programa gratuito para visualizacion de estructuras cristalinas, creado por Cambridge
Crystallographic Data Centre, CCDC, en donde se optimizaron los ligandos, siendo

estos los que finalmente se emplearon para el acoplamiento molecular.

2.2.6. Determinacion de sitios drogables en la enzima MPr

Para la determinacion de sitios drogables en la enzima MP™ se utilizé los programas
WinCoot y PyMOL, que permiten la construccion, validacion y visualizacion de
modelos tridimensionales de macromoléculas. Ambas herramientas permiten ademas
emplear bibliotecas como Python para realizar analisis mas completos y complejos de

estructuras moleculares.

En estas aplicaciones se analizaron los resultados desprendidos de la herramienta
PDBeFold para determinar los residuos que se unen a inhibidores, ajustando la
distancia de estos enlaces, a un rango entre 1.8 y 4 A. Se identificaron asi interacciones
no polares, puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas que se forman entre
ligandos y residuos de aminodcidos y, por consiguiente, se determind los sitios
drogables en las enzimas analizadas. Posterior a ello, se buscaron dichos residuos en
el alineamiento mdltiple de secuencias con lo que se establecieron relaciones de

homologia.

Ademaés, mediante una superposicién de todas las estructuras de MP™® de SARS-CoV-
2 en complejo con inhibidores, en PyMOL, se identificaron cuales aminoéacidos se
deforman o cambian de posicion en presencia de los ligandos, para asi poder

flexibilizarlos en los experimentos de acoplamiento molecular.

2.2.7. Acoplamiento molecular

Los ensayos de acoplamiento molecular se realizaron empleando el programa de
docking GOLD - Protein Ligand Docking Software, que se basa en algoritmo genético
para caracterizar y puntuar las posibles poses que puede adoptar una molécula
(ligando) en un sitio determinado de una proteina y las potenciales interacciones no

covalentes que podrian formar. Para ello se empled la estructura de la proteasa MP™ en
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ausencia de ligandos (codigo PDB: 6YB7) y las librerias de compuestos construidas

en el presente proyecto.

Para ejecutar el programa primeramente se cargoé las coordenadas tridimensionales de
6YB7 en formato .pdb. Posterior a eso, se preparé a la proteina, para lo cual se le
afiadio hidrdgenos, se elimind las moléculas de agua de la estructura y se extrajo los
ligandos o cofactores presentes, dejandola lista para el acoplamiento. Después, se
definio el sitio drogable de la enzima, ya sea seleccionando un a&tomo, un ligando de
referencia o una lista de residuos, con esto se identifico el area en la que se realizaria
el docking, determinandose un radio entre 6 y 10 A. Luego, se afiadio la libreria de
compuestos a emplear y se determingé la funcion de evaluacion de los acoplamientos,
eligiendo la opcion CHEMPLP, ya que es la herramienta comparativa que ofrece mejor
rendimiento en cuanto a prediccion de pose y deteccidn visual. Antes de correr el
programa se selecciond el algoritmo genético lento, que es el mas preciso y se eligid
la carpeta en donde se guardaran los resultados, también se flexibilizaron los
aminoéacidos encontrados en el punto anterior. Finalmente, se inici6 el algoritmo de
acoplamiento molecular y al terminar se analizaron los datos tomando en cuenta los

valores de energia libre calculados de la union del ligando con la proteina.

Las posiciones adoptadas por los ligandos en la proteina MP™ se analizaron mediante
los programas WinCoot y PyMOL. llustraciones de los mejores resultados se

construyeron en QtMG y PyMOL.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Anélisis y discusion de los resultados

3.1.1. Anadlisis de homologia estructural entre la enzima MP™ del virus SARS-

CoV-2 y proteasas de virus animales.

La proteasa principal MP juega un papel fundamental en los coronavirus ya que es la
encargada de escindir proteoliticamente los polipéptidos formados a partir del ARNm,
generando proteinas no estructurales, que son indispensables para que los virus se
repliquen (Bzowka et al., 2020). Debido a esto, esta enzima es clave en la
supervivencia de los coronavirus, siendo uno de los principales objetivos en la
busqueda de inhibidores contra el SARS-CoV-2 para frenar asi el nimero de contagios

y muertes a causa de la enfermedad que este provoca.

Segun Tahir et al. (2020), MP™ de SARS-CoV-2, tiene un peso molecular de 33.797
kDa. aproximadamente, presentando 306 amino&cidos en su estructura, ademas
menciona que estos residuos se encuentran altamente conservados en la mayoria de

betacoronavirus, como los que infectan a bovinos y murciélagos.

Con estos antecedentes, en el presente estudio se realizd un analisis de homologia entre
la proteasa de SARS-CoV-2 y otras proteasas de virus que infectan a animales,
tomando aquellos resultados en los que hubo un mayor porcentaje de identidad, datos
que se pueden visualizar en el Anexo A. Para esto se emple6 la estructura
cristalogréfica obtenida de la base de datos de PDB con cédigo 6YB7, que corresponde
a la proteasa principal de SARS-CoV-2 con sitio activo sin ligando, depositada en la
base de datos el 16 de marzo del presente afio, clasificada como una proteina viral,
cuyo sistema de expresion fue Escherichia coli.

Este homodimero estad compuesto por tres dominios, los dominios | y Il presentan
formas de laminas beta, conformados por 93 y 82 residuos cada uno, estos se unen al
dominio I11, con forma de hélice alfa, que contiene 105 aminoéacidos, por medio de
una region bucle, como se muestra en la figura 5. Ademas, la estructura contiene un

dedo N-terminal que posee 7 residuos, al comienzo de la secuencia.
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Figura 5. Estructura de la proteasa MP™ de SARS-CoV-2. La enzima se encuentra
representada como cartoon. El dominio I, que comprende los residuos desde el 8 al
101, presenta un color naranja, el dominio Il, conformado por los aminoécidos 102 al
184, se muestra de color amarillo y el dominio 111, desde el residuo 201 al 306, presenta
un tono celeste. En coloracion magenta se sefialan los aminoacidos (185 al 200) en
forma de bucle que unen al dominio 11 y al 111, finalmente en tono verde se indica el

dedo N-terminal con los primeros residuos de la cadena.

Con las herramientas PDBeFold y BLAST de UniProt, se determinaron valores de
homologia entre MP® de SARS-CoV-2 y ciertos betacoronavirus como: los
coronavirus de murciélago, siendo uno de estos cuyo hospedero es el murciélago de
herradura de orejas grandes, que corresponde a la especie Rhinolophus macraotis, o la
cepa de virus HKU4 que ataca a Tylonycteris pachypus, murciélago de bamb( menor.
Otro ejemplo, es aquel que infecta a erizos de orejas cortas, denominado
betacoronavirus erinaceus. La cepa A59 de coronavirus murino, que ocasiona hepatitis
a los ratones de la especie Mus musculus, también llamados ratones comunes o
domeésticos. El virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina. La cepa Quebec
del coronavirus bovino que se hospeda en Bos taurus. La cepa HKU14 que infecta a
conejos y el coronavirus que se aloja en antilopes acuéaticos. Lo que corrobora los
hallazgos encontrados por Tahir et al. (2020).
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No obstante, se lograron identificar otros tipos de géneros, como los alfacoronavirus,
siendo un ejemplo, la cepa WD1133 que infecta a visones. O el virus de la diarrea
epidémica porcina, cepa CV777, cuyo huésped es Sus scrofa domestica, cerdo usado
para alimentacion humana, a quien también ataca la cepa Purdue, que causa la
gastroenteritis transmisible porcina. Asi mismo, se puede nombrar al coronavirus
canino, al virus que causa la peritonitis infecciosa felina atacando a toda la familia de

félidos y al coronavirus de musarafia Wencheng Sm.

De la misma manera, se analizaron otras cepas como el coronavirus de delfin nariz de
botella, HKU22, que es un gammacoronavirus, al igual que el que infecta a las ballenas
beluga. La cepa Beaudette CK, del virus de la bronquitis infecciosa aviar, que se
hospeda en pollos, gallos y gallinas, el coronavirus de pavo europeo y aquel que ataca

a los patos.

Por Gltimo, también se encontraron casos de deltacoronavirus, siendo estos, la cepa
HKU12, que se aloja en tordos de las especies Turdus hortulorum y Turdus merula.
La cepa HKU20 del coronavirus de wigeon, HKU17 que ataca a gorriones, el
coronavirus de la gallineta coman, HKU21 y la cepa HKU19 del coronavirus de la

garza nocturna. Datos que se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Comparacion estructural entre la proteina MP™ del virus SARS-CoV-2 y

proteasas virales de animales.

Organismo

Uniprot PDBe fold

Abreviatura Valor | ldentidad - P- rms | %s
Identificador
score d se

E (%)

Caddigo
PDB

Coronavirus de
murciélago
279/2005
(BtCoV)

BtCoV

0.0

96.1%

POC6V9

ND

ND

ND

ND

Betacoronaviru
s Erinaceus
(erizos de
orejas cortas)
/VMC/DEU/2
012

EriCoV

2.1e-94

51.1%

US5KNA9

ND

ND

ND

ND

Coronavirus
Murino-virus
de la hepatitis

MHV

2.3e-90

50.7%

POC6X9

29.8

1.35

86

6J1J
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de ratén, cepa
A59 (MHV)

Coronavirus de
murciélago
HKU4

HKU4CoV

1.2e-90

49,7%

POC6W3

36.8

1.23

91

2YNB

Virus de
encefalomieliti
s
hemaglutinante
porcina

PHEV

4.1e-90

48.7%

Q2QKNS6

ND

ND

ND

ND

Coronavirus
bovino (cepa
Quebec)
(BCoV)

BCoV

1.4e-89

48.4%

POC6X0

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
conejo HKU14

RbCoV

4.8e-91

48.0%

HO9AAGO

ND

ND

ND

ND

Coronavirus
Waterbuck US
/ OH-WD358-

GnC /1994

(antilope
acuatico)

WbCoV

2.6e-89

48.0%

B7U2L8

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
vison WD1133

MCoV

2.6e-78

47.7%

D9J202

ND

ND

ND

ND

Virus de la
diarrea
epidémica
porcina
(PEDV)

PEDV

2e-76

45.1%

POC6Y4

37.41

1.14

91

4ZUH

Coronavirus
canino

CCoV

5.9e-73

44.8%

HI9TEXO

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
gastroenteritis
transmisible
porcina (cepa
Purdue)
(TGEV)

TGEV

2.8e-72

44.4%

POC6YS

26.3

1.70

86

2AMP

Coronavirus de
la peritonitis
infecciosa
felina

FIPV

3.2e-73

44.1%

Q98VG9

26.6

1.57

82

4ZR0O

Coronavirus de
delfin nariz de
botella HKU22

BDCoV

9.6e-70

42.1%

V5TFR4

ND

ND

ND

ND
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Coronavirus de
ballena beluga
SWi1

BWCoV

3.3e-69

41.4%

B2BW31

ND

ND

ND

ND

Virus de la
bronquitis
infecciosa
aviar (cepa
Beaudette CK)
(IBV)

IBV

le-63

40.5%

POC6Y2

27.4

1.51

86

2Q6D

Coronavirus de
pavo europeo
080385d

ETCoV

7.4e-64

40.2%

AOA0S2ZX33

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
la musarafa
Wencheng Sm

WSCoV

5.6e-62

40.1%

AOA240FW17

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
pato

DCoV

1.7e-60

39.6%

AOAOF6WGL
5

ND

ND

ND

ND

Coronavirus
del tordo
HKU12-600

ThCoV

2.4e-44

35.9%

B6VDX7

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
Wigeon
HKU20

WCoV

7e-45

35.6%

HI9BR24

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
gorrién
HKU17

SCoV

2.4e-44

35.6%

H9BQZ9

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
la gallineta
comun HKU21

CMCoV

3.2e-42

33.7%

HI9BR34

ND

ND

ND

ND

Coronavirus de
garza nocturna
HKU19

NHCoV

8.1e-48

33.2%

HI9BR16

ND

ND

ND

ND

En los resultados obtenidos en la tabla 1 se pueden observar los nombres de los

organismos que formaron parte del alineamiento en las plataformas usadas y su

abreviatura, ademas, se muestran datos recopilados de UniProt como el Valor E, que

determina la homologia en la secuencia de aminoacidos de las moléculas. El porcentaje

de identidad, que permite identificar si existe homologia en las estructuras

tridimensionales y la funcion de las proteinas y el cddigo que permite identificar estas

proteinas en la pagina.
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Tabla 2. Valores de puntuacion de homologia de UniProt

Valor E
<0.02 Secuencias probablemente homdlogas
0.02-10 Homologia no descartable
>1 Homologia no significativa

Porcentaje de Identidad

> 45% Estructura similar y posible funcion similar
>25% Similitud en el plegamiento 3D general
< 20%: No existe similitud

Mientras que, al comparar estos resultados con los obtenidos en PDBeFold, se
analizaron valores como rmsd (raiz del error cuadratico medio de la superposicion de
los Ca del polipéptido), P-score (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
que toma en cuenta el RMSD, el nimero de aminoéacidos alineados, el numero de
brechas, la cantidad de elementos de estructura secundaria coincidentes y la
puntuacién de coincidencia de elementos de estructura secundaria), el porcentaje de la
estructura secundaria SSE (indica que fraccion de la estructura secundaria de consulta
se identifico en la proteina objetivo) y el codigo con el que se puede buscar

informacion de la proteina en PDB.

Los datos se presentaron en orden descendente en funcion del porcentaje de identidad,
con lo que se sabe que la proteasa principal MP™ del coronavirus de murciélago 279
de Rhinolophus macrotis, secuenciado en el 2005, muestra una estructura similar a la
proteasa del SARS-CoV-2 al tener 96.1% de identidad, ademéas de ser secuencias
completamente homdlogas, gracias a su valor E de 0.0, esto sucede debido a que dichas
secuencias presentan conservados la mayoria de los aminoacidos de su estructura. A
este organismo le sigue el betacoronavirus erinaceus, cuyo valor de identidad se reduce
significativamente, sin embargo, este no se encuentra por debajo de 45% presentando
aun una estructura similar. Las demas estructuras se encuentran en un rango entre 30

y 50% indicando una similitud en la estructura o en el plegamiento 3D.
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Con esto se puede verificar los datos bibliogréficos en los cuales se menciona que
SARS-CoV-2 tiene un origen zoonotico siendo el murciélago su principal hospedero.
Segun Zhou et al. (2020), el genoma completo de SARS-CoV-2 tiene 96.1% de
identidad con RaTG13, aislado de Rhinolophus affinis, ademas, al analizar muestras
de otras especies de murciélagos como Rhinolophus malayanus y Rhinolophus stheno,
obtuvieron valores similares, especialmente con el primero, con un porcentaje de
93.3%, en todo el genomay 97.2% en la poliproteina 1ab, con lo que se puede deducir,
que MP™ de SARS-CoV-2 es altamente similar con estas especies de coronavirus que

infectan a los murciélagos Rhinolophus.

Por otro lado, se encuentra el coronavirus HKU4 de Tylonycteris pachypus, quien
ocupa el cuarto lugar en el analisis de homologia con 49.7% de identidad, siendo un
valor mucho mas bajo al obtenido con las otras especies de murciélagos, esto debido
a que, se sabe que los betacoronavirus estan divididos en tres linajes, estos son: A, B
y C. SARS-CoV-2 junto a SARS-CoV-1 pertenecen al linaje B, mientras que HKU4
se encuentra ubicado en el linaje C, en este ultimo también se posiciona al MERS
(Johnetal., 2015). Por esta razon, Anson et al. (2020), menciona que es probable que
el MERS se haya originado de estas especies de coronavirus ya que comparten 75%
de identidad a nivel general y 100% en cuanto a la proteasa principal.

Los valores de identidad son similares en los betacoronavirus analizados, sin embargo,
estos empiezan a variar cuando las especies corresponden a alfa, gamma y
deltacoronavirus, con los cuales solo comparten similitud en plegamiento 3D general

y en ciertos aminoacidos de la cadena, debido al cambio de género.

Solo se ingresaron datos de PDB de ciertos organismos, puesto que no todos presentan
estructura tridimensional obtenida mediante cristalografia de rayos X, en su lugar solo

han sido secuenciados, por lo que Unicamente existen datos de UniProt.

3.1.2. Determinacion de sitios de posible union de inhibidores a la enzima MP™
del virus SARS-CoV-2.

Los virus son los microorganismos que existen en mayor cantidad en el mundo,
considerados como infecciosos ya que no pueden reproducirse, ni generar energia si

no estan dentro de un huésped. Sin embargo, son denominados seres vivos, al contener
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material genético, responder a estimulos ambientales, causando enfermedades en su
organismo hospedero, que pueden ser células animales o vegetales, bacterias, hongos
e incluso otros virus, convirtiéndose en parasitos extracelulares estrictos (Pifa et al.,
2020). Debido a su alta tasa de replicacion y a la gran cantidad de poblacion de virus
existentes, estos son indispensables en los procesos de evolucion de vida en el planeta,
lo que significa que presentan un elevado indice de mutacion, sobre todo aquellos,
cuyo genoma esta compuesto por ARN. Esto ocasiona que surjan nuevas especies
constantemente, por lo que es importante buscar vacunas y farmacos que eviten que

estos afecten a los seres vivos (Cérdoba & Montafia, 2020).

Los animales son portadores de una amplia variedad de virus, siendo los responsables
de que estos sean transmitidos a humanos, mediante procesos zoonoticos. Esto lo
hacen, debido a la cercania que presentan con sus hospederos, lo que quiere decir, que
solo pueden infectar a ciertos organismos, mediante un reconocimiento especifico
entre las proteinas receptoras de la membrana celular y las proteinas de la capside viral,
para luego dirigirse a érganos y tejidos en particular, lo que recibe el nombre de
tropismo. Es asi, como los CoV, afectan comunmente al sistema respiratorio del

organismo huésped (Pifa et al., 2020).

Los coronavirus, contienen genomas similares, con una cadena de ARN positivo, cuyo
primer ORF, codifica para proteinas no estructurales, nsp, que presentan cierto nivel
de conservacion en su secuencia. Lo que hace posible, que el sitio activo de estas
enzimas sea el mismo y solo difiera en ciertos aminoacidos, permitiendo el empleo de
compuestos que puedan inhibir su actividad, funcionando en la mayoria de las especies
de CoVs (Abarca et al., 2020).

En este contexto, se realizd un alineamiento multiple de secuencias empleando a la
proteasa principal MP™, también llamada nsp5, de SARS-CoV-2 y de coronavirus que
infectan animales, lo que permitié determinar que gran parte de su secuencia se
encuentra altamente conservada, en especial aquellos restos de aminoacidos que

forman parte del sitio activo (Figura 6).

El sitio activo de la enzima MP™ de SARS-CoV-2, esta conformado por la Cys145 que
interactta con la His41, formando una diada catalitica (Ullrich & Nitsche, 2020).

Como se puede observar en la figura 6, tanto los residuos cataliticos Cys145 y His41,
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como otros 13 aminoacidos que conforman el sitio activo de MP', tienen algin grado
de conservacion en todas las proteasas de las especies analizadas, lo que sugiere que
la arquitectura del sitio activo es el mismo en todas estas enzimas. Esto correlaciona
con los resultados obtenidos por Tahir et al. (2020) que muestran que las enzimas
MP® de SARS-CoV-2, Bovine-CoV y de Bat-CoV son similares.

Para conocer los sitios drogables de la proteina a los cuales se puedan unir los
inhibidores, se analizaron los compuestos encontrados mediante homologia en
PDBeFold, los cuales estaban formando un complejo con proteasas de los virus de
animales presentados en la tabla 1, asi mismo, se buscé en la literatura compuestos que
ya hayan sido estudiados en MP® de SARS-CoV-2, experimentalmente o mediante

aplicaciones bioinformaticas.

Posteriormente, se identificaron las interacciones que estos compuestos forman con
los residuos del sitio activo de MP™ mediante un analisis estructural desarrollado con
la ayuda del software Wincoot, y estos resultados se pueden observar en el Anexo B.
Este analisis permitio establecer que los residuos que participan en la mayoria de las
interacciones son: His41, Met49, Phel40, Leul4l, Asnl42, Gly143, Serl44, Cys145,
His163, Hisl64, Metl65, Glul66, Aspl87, Argl88 y GInl189, tomando como
referencia la numeracion de la secuencia de MP del SARS-CoV-2. Al comparar estos
analisis con el alineamiento maltiple de secuencias se pudo establecer que estos
aminoacidos participan en la mayoria de las interacciones que se producen con
diferentes ligandos presentes en las enzimas identificas mediante homologia
estructural. Estos resultados sugieren que los inhibidores de MP™ de coronavirus que
infectan animales virtualmente podrian inhibir MP™ del SARS-CoV-2 por la elevada

similitud que existe entre sus sitios activos.
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Figura 6. Alineamiento multiple de secuencias entre MP™ de SARS-CoV-2 y
proteasas de CoVs mostrados en la tabla 1. Se muestra la secuencia de aminoacidos
de la proteasa principal de todos los coronavirus analizados, con la abreviatura
respectiva de cada organismo y su posicion de inicio y fin. Los residuos resaltados con
negro estan altamente conservados, aquellos con gris son medianamente conservados,
y los que se encuentran sin resaltar no presentan conservacion. Con asterisco se sefialan

los aminoéacidos que forman parte de la mayoria de las interacciones con inhibidores,
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siendo estos la His41l, Met49, Phel40, Leuldl, Asnl42, Gly143, Serl44, Cysl45,
His163, His164, Met165, Glu166, Asp187, Argl88 y GIn189 en SARS-CoV-2.

Algunos de estos residuos se encuentran conservados en todas las proteinas analizadas,
como es el caso de la Cysl145 e His4l, anteriormente ya mencionadas, ademas de
Phel40, Gly143, His163, Glul66 y el Asp187. Los demas amino&cidos, aunque no se
encuentran conservados en todas las enzimas estudiadas, participan en la mayoria de
las interacciones con los inhibidores, a excepcidn de la Met49, la cual solo forma parte
de las interacciones con los ligandos en MP de SARS-CoV-2 y con HKU4-CoV, en
donde el residuo cambia a Leu49. En el caso de la Leul41, esta es reemplazada por
isoleucina 0 metionina en algunos organismos, sin embargo, sigue habiendo
interaccidon ya que estos aminodcidos presentan cadenas laterales con grupos no
polares, lo que les permite establecer enlaces hidrofobicos con los compuestos, lo

mismo sucede con la Met165.

Al analizar los aminoacidos presentes en lugar de Asn142, Serl44 y la GIn189,
tomando como referencia la secuencia del SARS-CoV-2, estos cambian por residuos
polares sin carga como la cisteina y treonina, que hacen posible la formacion de
puentes de hidrégeno. También existen casos en los cuales estos residuos son
reemplazados por un aminoacido no polar, como la alanina o prolina, con los cuales
las interacciones varian de acuerdo con la estructura del ligando y su carga neta. Algo
similar ocurre en el caso de la His164 y la Arg188, cuyas ubicaciones son ocupadas
por lisina, que es un aminoacido hidrofilico cargado positivamente, al igual que los
presentes en SARS-CoV-2, también existen casos en los que son reemplazados por
glutamina, que al igual que la histidina y arginina pueden forman enlaces polares.

Con estos resultados se puede estimar que los aminoacidos presentes en el sitio activo
de la proteasa principal de los CoVs son muy conservados a través de las diferentes
especies, y, por lo tanto, los inhibidores que funcionan en SARS-CoV-2 también
podrian unirse a las otras especies de coronavirus y viceversa. Esta hipotesis se
demostré6 mediante el analisis del mecanismo de unién del inhibidor N3, que es un
compuesto peptidomimético que fue disefiado para asemejarse a una proteina, creado
con anterioridad para inhibir la actividad de SARS-CoV. Segun Ullrich & Nitsche
(2020), N3 muestra actividad antiviral contra el SARS-CoV-2 en células Vero. Este
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ligando funciona como un inhibidor irreversible de MP™ de diferentes CoVs. N3 se une
covalentemente a la enzima mediante el grupo aceptor de Michael, que permite formar
enlaces S-C, uniendo un carbono al doble enlace del compuesto insaturado,
modificando irreversiblemente a la Cys145. Wang et al. (2016), menciona que N3 es
un potente inhibidor contra MP de FIPV, virus de la peritonitis infecciosa felina 'y en

TGEV, Coronavirus de la gastroenteritis transmisible porcina.

Como se menciono anteriormente, N3, al ser un compuesto parecido al sustrato de la
enzima, ocupa toda la cavidad del sitio activo de MP™, e interacta con los residuos
Thr26, Leu27, His4l, Met49, Phel40, Leuldl, Asnl42, Gly143, Serl44, Cysl45,
His163, His164, Met165, Glul66, Pro168, His172, Asp187, Argl188, GIn189, Thr190
y GInl192. Estas interacciones se pueden visualizar en la figura 7. El analisis de
homologia de secuencias (Figura 6) indica que solo los residuos Leu27, His4l,
Phel40, Gly143, Cys145, His163, Glul66, His172, Asp187y la GIn192 se encuentran

conservados en todas las especies de coronavirus analizadas.

Figura 7. Representacion de MP™ de SARS-CoV-2 en complejo con el inhibidor

N3. A. La proteasa MP™ se encuentra representada como superficie en un tono verde
azulado claro, mientras que N3 se muestra con esferas y barras en color amarillo. En
naranja se sefialan los aminoacidos que interactan con el inhibidor y estan
conservados en todos los CoVs (Leu27, His4l, Phel40, Gly143, Cys145, His163,
Glul66, Hisl72, Aspl87, GIn192) y en verde a aquellos residuos no conservados
(Thr26, Met49, Leuldl, Asnl42, Serl44, Hisl64, Metl65, Prol68, Arg188, GIn189,

Thr190) B. Aminoéacidos que forman interacciones no covalentes con N3. Los residuos
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del sitio activo de MP™ se muestran con modelo de barras. Los colores empleados son

los mismos que en el panel A.

3.1.3. Generacion de una libreria de compuestos para analisis de acoplamiento

molecular.

La actual pandemia ha hecho que aumenten los esfuerzos en la busqueda de una opcién
terapéutica que permita interrumpir la multiplicacion del virus SARS-CoV-2 y frenar
los contagios. Es asi como, se han dirigido los estudios hacia la proteasa principal MP™,
la cual empezo a recibir atencion tras el primer brote de SARS, ya que se sabe que no
existen proteinas similares en la célula huésped que puedan realizar sus funciones y

que los inhibidores de MP™ tienen un efecto antiviral (Shamsi et al., 2020).

El andlisis de homologia estructural de MP™ permitié determinar que esta enzima se
encuentra conservada en la mayoria de CoVs. Esto sugiere que ciertos farmacos
empleados para el tratamiento de otras enfermedades causadas por CoVs,
especialmente aquellos que inhiben sus proteasas, pueden tener actividad inhibitoria
sobre MP™ del SARS-CoV-2. De este analisis, se logré identificar la existencia de 24
proteasas de virus que infectan a animales, homdélogas a MP™. En 6 de estas enzimas
se encontraron inhibidores presentes, los que se muestran en la tabla 3. Asi también,
se determinaron compuestos que ya han sido probados en la proteina, y otras
estructuras que presuntamente tienen actividad inhibitoria de MP™, de las cuales se

desconoce su modo de unién a la enzima.

Es por esto por lo que, esta libreria de ligandos (tabla 3) estructurada a partir de la
seleccion de aquellos compuestos mas efectivos en otros virus, puede ser Gtil para
identificar moléculas que inhiban la actividad proteolitica de MP™, lo que evitaria la
replicacion del SARS-CoV-2, siendo compuestos farmacologicos prometedores, para

el desarrollo de una vacuna.

En la tabla 3 se detalla informacion referente a los potenciales inhibidores de MP™
identificados mediante el presente estudio, como el nombre de la especie de
coronavirus, el codigo del ligando y el cddigo PDB obtenido de la pagina en donde se
estan depositadas las enzimas de los organismos estudiados, en complejo con los

inhibidores, lo que sirve para poder encontrar informacion sobre los compuestos de
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interés. Asi mismo, se buscé la imagen en 2D de la estructura y su nomenclatura

SMILES, proveniente del inglés; Simplified Molecular Input Line Entry Specification,

que sirve para representar la estructura quimica de un compuesto empleando términos

alfanuméricos del Codigo Estandar Estadounidense para el

Intercambio de

Informacion, ASCII, lo que sirvio para poder realizar el acoplamiento molecular

posterior.

Tabla 3. Ligandos con actividad inhibitoria de la enzima MP™ del virus SARS-CoV-2

y otras proteasas virales de animales determinados mediante analisis de homologia

estructural y revision bibliogréfica.
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PDB . SMILES
ligando
Carmofur
7BUY _ JRY CCCCCCNC(0)= i
hexylcarbamic 0] P
acid ran
N3
n-[(5-
methylisoxazol-3-
CC(C)CI[C@H](N
yl)carbonyl]alany C (:(O))[ C[ @% H]]((N
”(\(/i’jlu:yzlz;]:ll~ prp_00 | CEOIC@HION | 7y o L
7BQY ’ - C(=0)clcc(C)onl) - —
(benzyloxy)-4- 2214 C(C)C)C(=0)N[C )
oy 0@H|ClcoeH] Yy
CoV-2 Py 2CCNC2=0)\C=C/
yllmethyl}but-2- C(=0)0OCc3cceec3
enyl)-I-
leucinamide
13b
~{tert}-butyl _
~{N}-[1- CC(C)(C)OC(=0) £l
[(2~{S}-3- NC1=CC=CN([C L.
cyclopropyl-1- @@H](CC2CC2) b
6V 2F oxidanylidene-1- 06K | C(=O)N[C@@H]( Ay
[[(2~{S}3~{R})- C[C@@H]3CCNC ~r*
3-oxidanyl-4- 3=0)[C@@H](O) i T
oxidanylidene-1- C(=O)NCc4cccecd
[(3-{S})-2- )C1=0 |
oxidanylidenepyrr
olidin-3-yl]-4-

38



https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_002214
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_002214
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https://www.rcsb.org/ligand/K36
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https://www.rcsb.org/ligand/G85
https://www.rcsb.org/ligand/4F5
https://www.rcsb.org/ligand/4F4
https://www.rcsb.org/ligand/RFM
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_002214
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_002214
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https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/search/index?organism_scientific_name:%22Porcine+epidemic+diarrhea+virus%22
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/search/index?organism_scientific_name:%22Porcine+epidemic+diarrhea+virus%22
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/search/index?organism_scientific_name:%22Porcine+epidemic+diarrhea+virus%22
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/search/index?organism_scientific_name:%22Porcine+epidemic+diarrhea+virus%22
https://www.rcsb.org/ligand/K36
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_002214
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_002214
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_000457
https://www.rcsb.org/ligand/PRD_000457
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De los compuestos enlistados en la Tabla 3 Carmofur, un analogo de la pirimidina,
también nombrado HCFU, por su nomenclatura, 1-hexilcarbamoil-5-fluorouracilo, es
uno de los ligandos probados en SARS-CoV-2, esta molécula es usada como
antineoplésico para tratar varios tipos de cancer, inhibiendo la ceramidasa &cida, que
es la enzima encargada de la supervivencia de células cancerigenas (Ma et al., 2020).
En SARS-CoV-2, carmofur se une covalentemente a la Cys145 de la proteasa principal
MP® modificandola completamente. Segun Jin, Zhao, et al. (2020), este compuesto
puede inhibir a MP™ in vitro, a una concentracion inhibitoria media, 1Cso de 1.82uM,
la interaccion covalente se da mediante la union del grupo sulfhidrilo de la Cys145 con
el grupo carbonilo de carmofur. Ademas, existen otras interacciones entre el
compuesto y los residuos (Anexo B.1.), ya que, el oxigeno de este grupo carbonilo
forma puentes de hidrégeno con las amidas de la Cys145 y Gly143, mientras que los
residuos His41l, Met49 y Metl65 se enlazan hidrofébicamente con la cola de acido

graso del ligando.

El mecanismo de union de carmofur es distinto al de N3, el cual como se menciond
anteriormente, se enlaza mediante la adicion de Michael del grupo vinilo a la cisteina
catalitica. También, varian en la posicion en la que se introducen estos dos compuestos,
ya que el primero solo ocupa el subsitio S2 de la proteina, mientras que el segundo los
subsitios S1, S2, S4 y S1” (Jin, Zhao, et al., 2020).

De la misma manera se analizaron farmacos como Boceprevir, antiviral empleado para
inhibir la enzima del virus de la hepatitis C, al ser miembro de los medicamentos anti-
proteasa, se une covalentemente a la Ser139 de la proteasa NS3/4A de HCV, por lo
que resulta ser un buen candidato en la inhibicion de MP™. Esto fue estudiado por Fu
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et al. (2020), demostrando que boceprevir en complejo con la proteasa principal de
SARS-CoV-2, logra modificar a la enzima al unirse covalentemente con la cisteina
catalitica y forma enlaces polares con His41, Gly143 e His164 por un lado de su grupo
amida y con Glul66 por el otro lado, sin embargo, una parte del inhibidor no logra
tener interacciones al ser empujado por la Glul66, lo que provoca que exista una
actividad moderada de inhibicion.

d-Viniferin, Myricitrin y Lactucopicrin 15-oxalate, son mas moléculas analizadas. Las
dos primeras son farmacos antitusivos, antioxidantes, antivirales y antiinflamatorios,
mientras que la Ultima es usada para la malaria. Se trata de compuestos naturales
provenientes de plantas como Vitis vinifera, Myristica fragrans y Lactuca virosa,
respectivamente. Mediante un estudio se determind que presentaban una fuerte union
con la proteasa de SARS-CoV-2, compartiendo la mayoria de las interacciones. Los
grupos hidroxilo de &-Viniferin, forman enlaces polares con los residuos de la enzima
como Thr24 e His163 y su grupo aromatico central interactia con la His4l. Sin
embargo, este ligando no se enlaza con la Cys145, no obstante, existe una fuerte unién
enzima-ligando. Myricitrin por el contrario, genera un enlace Pi-alquilo con la His41
y Pi-azufre con la Cys145. Y, por ultimo, Lactucopicrin 15-oxalate, forma un enlace
de hidrogeno con esta cisteina del centro activo (Joshi et al., 2020).

La Doxiciclina es un antirretroviral, se ha usado para tratar la enfermedad del dengue
y Chikunguya, la demeclociclina actia sobre el virus del Nilo Occidental, la
Minociclina se usa contra el VIH, virus de inmunodeficiencia humana, virus de la
encefalitis japonesa, la rabia, etc., estas tetraciclinas podrian ser usadas para impedir
la replicacion del SARS-CoV-2 (Bharadwaj et al., 2020). Por otra parte, esta el
Maraviroc, aprobado por la FDA, para evitar la entrada del VIH en las células
humanas, ademas se ha usado para tratar el cancer, teniendo resultados prometedores.
Igualmente, se puede mencionar al Glecaprevir que actta igual al Boceprevir, contra
la hepatitis C, lo mismo sucede con el Telaprevir (Shamsi et al., 2020). Todos estos
farmacos acttan inhibiendo significativamente la actividad de la enzima MP™,
generando un gran numero de interacciones no covalentes con la mayoria de los

residuos antes mencionados.
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En el caso de 13b, este es un compuesto generado a partir de otro que fue usado para
tratar el MERS y SARS, reemplazando grupos como un ciclopropil en lugar de un
ciclohexil. 13b ataca nucleofilicamente a MP™, al igual que los otros en la Cys145,
reaccionando con los demas residuos de la misma manera que lo hace carmofur y N3,
ya que al tratarse de una a-cetoamida, interactia mediante enlaces de hidrégeno con
el centro catalitico de la enzima (L. Zhang et al., 2020). X77, también es un ligando
estudiado con anterioridad para inhibir a SARS-CoV MP™, observandose resultados
prometedores en cuanto a la actividad inhibitoria de la enzima, aunque no la modifique

covalentemente.

Otros compuestos encontrados son 1la y 11b, cuyos grupos aldehidos pueden
enlazarse covalentemente con la Cys145. Dai et al. (2020), crearon estos compuestos
a partir de N-Boc-L- glutamic acid dimethyl ester, para tratar la Covid-19, al analizar
el sitio activo de la proteasa principal y los posibles residuos a los que se podian unir
los ligandos. Determinando mediante FRET, Transferencia de Energia de Resonancia
Fluorescente, que sus ICso, fueron 0,05 uM para 11a y 0,04 uM para 11b, ademas,
demostraron que el anillo (S)-y-lactamico de 11a forma un puente de hidrégeno con la
His163, His164 Phel40 y Glul66. Por otra parte, el grupo ciclohexil del inhibidor
forma interacciones hidrofobicas con la Met49, Met165, Pro168, Asp187, Argl88 y
GIn189. Lo mismo ocurre con 11b, diferenciandose en el grupo 3-fluorofenilo que
presenta 11b, en la posicion del ciclohexil del 11a, que se une por enlace de hidrégeno
ala GIn189.

En la tabla 3, también se muestran ligandos obtenidos a partir de los analisis de
homologia realizados previamente (tabla 1), en los cuales se encontraron compuestos
en complejo con proteasas MP™ de coronavirus de animales, algunos de ellos ya se han
probado en SARS-CoV-2, como es el caso de N3y de GC376, este ultimo, es una sal
de aducto de dipeptidil bisulfito, un inhibidor que ataca covalentemente a las proteasas
de coronavirus, actuando también sobre norovirus y picornavirus, por lo que ha sido
usado para tratar la peritonitis infecciosa felina, FIP, presentando resultados positivos
(Fu et al., 2020). Asi mismo, se ha probado en el MERS y en el PED, diarrea
epidémica porcina, mostrando un elevado efecto inhibidor, reportado por Ye et al.
(2020), quien afirmo que actud a una concentracion inhibitoria de 1.11 M, en estudios
in vitro, ademas de interactuar con la Cys144, His162, GIn163 y Glul65 generando
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puentes de hidrégeno, lo que se demostré mediante el uso de PyMOL y WinCoot. De
igual manera, ocurrié al observar su efecto en SARS-CoV-2 MP™, con la que se aprecio
especificidad en su union por la presencia de un sustituto de glutamina, una leucina y
un anillo benceno, en el sustrato, con una ICsp de 0.4 uM, interactuando con la Cys145
de manera covalente y con los demas residuos drogables de la enzima (Vuong et al.,
2020).

Existen otros compuestos que aun no han sido estudiados en MP© de SARS-CoV-2,
pero que han sido disefiados o probados en otras proteasas, un ejemplo de esto es 3B,
ligando peptidomimético, empleado en HKU4-CoV, en donde se une al bolsillo del
sitio activo de la proteina, conformado por residuos polares, interactuando con la
Cys148 (John et al., 2015). Al igual que 3B, N1 ha sido explorado en variedad de
CoVs, mostrando eficiencia en la inhibicién de las proteasas de los virus TGEV, FIPV,
MHV y IBV. Ademas, ha sido analizado en SARS-CoV, obteniendo resultados
similares a los encontrados con TGEV, interactuando mediante la reaccion de Michael
(Yang et al., 2005).

A su vez, se analizaron varios ligandos presentes en la libreria COVID Box, creada
por los investigadores de MMV, Medicines for Malaria Venture, para impulsar la
investigacion de nuevos farmacos que sirvan para tratar el COVID-19. Este archivo
contiene 160 moléculas, algunas de ellas son medicamentos ya comercializados,
mientras que otros se encuentran en desarrollo y que presuntamente presentan
actividad contra SARS-CoV-2. Esta libreria esta disponible para dominio publico, con
la finalidad de compartir los hallazgos obtenidos en cuanto a la factibilidad y
mecanismo de accion de los compuestos alli enlistados. Para el presente estudio se
selecciond una parte de la libreria, usando los compuestos del 1 al 80, a excepcion de

la molécula posicionada en el lugar 69, denominada ferroquina.

3.1.4. Determinacion de los mejores inhibidores de la proteasa MP™ mediante el

analisis de sus propiedades de union con la enzima.

Para identificar potenciales inhibidores de MP™® de SARS-CoV-2, se realizd
experimentos virtuales de acoplamiento molecular (docking) con los ligandos

detallados en tabla 3. En este analisis se omitio aquellos ligandos que se unen por
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enlace covalente a la enzima (Anexo C). Ademas, en el experimento de docking se
agregaron los 79 compuestos tomados de la libreria COVID Box.

Previo al experimento de docking, se realizd la superposicion de las estructuras de
SARS-CoV-2 MP con cédigos PDB: 7BUY, 7BQY, 6Y2F, 6LZE, 6MOK, 6W63,
6WNP, 6WTT, con lo que se determind que los aminoéacidos Thr24, Ser46, Met49,
Asnl42, Metl65, Argl88. GIn189, Thrl90 y GIn192 tienden a cambiar la
conformacién de sus cadenas laterales dependiendo del inhibidor que esté presente.
De esta forma se otorgo flexibilidad a sus cadenas laterales durante el docking (figura
8). Las proteinas son moléculas dindmicas, y esta propiedad se debe, en gran medida,
a la flexibilidad de sus cadenas laterales y a las interacciones que estas tienen con el
solvente. Por lo tanto, durante simulaciones de las interacciones entre un ligando y una
proteina es imprescindible tomar en cuenta que las cadenas laterales de los residuos
que conforman el sitio de union del inhibidor necesitan ser flexibles para permitir que
la molécula de inhibidor interactuar con la enzima. Esta flexibilidad se hace aun méas
necesaria cuando las librerias de compuestos a analizar contienen moléculas grandes,
lo que requiere que los aminoacidos tengan que cambiar su posicién para evitar
choques estéricos con el compuesto. En el caso de MP™, el sitio de unién de los
inhibidores corresponde al sitio activo, el cual se encuentra cerca de la superficie de la
enzima y esta protegido por las cadenas laterales de Asnl142, GIn189, Met49, que

inherentemente requieren flexibilidad durante el docking.
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MPr - carmofur
MPr - N3

MPre- 13b

Mpre - 6MOK
Mmpre- 11b

Mpre - X77

MP™ - boceprevir
Mprre - GC376

Figura 8. Superposicion de estructuras de MP™ de SARS-CoV-2 en complejo con
distintos inhibidores. Se indican los aminoacidos de SARS-CoV-2 MP™ que se
flexibilizan en dependencia del inhibidor que esté presente, estos residuos son Thr24,
Ser46, Met49, Asnl42, Met165, Arg188. GIn189, Thr190 y GIn192. La estructura con
cdédigo 7BUY:: color crema, esta en complejo con carmofur. 7BQY': en naranja, unida
aN3. 6Y2F: en celeste, enlazada a 13b. 6LZE: en rojo, con 11a. 6MOK: en verde, con
11b. 6W63: en azul, la proteasa unida a X77. 6WNP: en tono amarillo, la enzima

enlazada a boceprevir. 6WTT: en rosado, MP"™ con GC376.

Luego de realizar el docking, empleando 94 compuestos, 79 de los cuales eran
procedentes de la libreria COVID Box, y 15 obtenidos del alineamiento en PDBeFold
y revision bibliogréafica, se ordenaron los resultados en funcion del Score que brinda
el programa GOLD - Protein Ligand Docking Software (Anexo D.1) y se escogi6 los
10 mejores resultados, tomando como referencia su afinidad a la enzima (Score
ChemPLP). Estos resultados se observan en latabla 4. La puntuacion ChemPLP estima
la transformacion total de energia libre que se produce con la union del compuesto a
la enzima. Esta funcion brinda una puntuacion interna a cada molécula, cuya
determinacion incluye varios parametros como el potencial de chogue de atomos

pesados (clash) y el potencial de torsion (tors). Ademas, el docking fue evaluado
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mediante el potencial lineal por partes (PLP), usado para determinar la
complementariedad estérica entre la proteina y el ligando, considerandose los enlaces
de hidrogeno dependientes de distanciay angulo (Korb et al., 2009). Todos estos datos

se pueden apreciar en el Anexo D.1

Tabla 4. Resultados de acoplamiento molecular de los 10 mejores inhibidores de la
enzima MP™ de SARS-CoV-2.

N° Ligando Score S(PLP)
1 MMV637861 95.64 -98.71
2 MMV688774 95.17 -89.23
3 MMV000025 91.86 -91.15
4 MMV1804180 91.64 -82.85
5 MMV003162 91.21 -90.33
6 MMV637528 91.02 -89.46
7 VNF 90.33 -83.98
8 MMV690727 90.07 -80.64
9 1A 89.39 -86.68
10 2A 89.23 -87.74

Los compuestos que resultaron unirse de mejor manera a la proteasa principal MP™ de
SARS-CoV-2, pertenecen en su mayoria a la libreria COVID Box. EI mejor resultado
corresponde al Ritonavir, con cédigo MMV637861, que es un farmaco empleado para
inhibir a la proteasa CYP3A del VIH y aprobado por la FDA. Este ligando presenta un
puntaje de unién de 95.64, la mayor observada en este estudio, y ocupa toda la cavidad
del sitio activo de MP™. Se conoce que el Ritonavir tiene un alto grado de absorcidn
oral, ademas de presentar resultados favorables disminuyendo la carga viral en plasma
de pacientes con VIH tratados (Hsu et al., 1998). Segun Cao et al. (2020), Ritonavir
ha sido probado en conjunto con otros compuestos como lopinavir, interferon beta y
ribavirin en pacientes hospitalizados a causa del COVID-19, como terapia antiviral
para reducir los sintomas y disminuir el tiempo de hospitalizacion, obteniendo

resultados prometedores. Estos datos fueron corroborados por Hung et al. (2020),
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quien afirma que en conjunto estos compuestos actdan mejor para inhibir al SARS-
CoV-2.

El segundo mejor inhibidor fue el Posaconazol, con codigo MMV688774, el cual es
un compuesto antifangico triazol de amplio espectro empleado contra gran variedad
de hongos y mohos. El Posaconazol muestra una alta especificidad por varias especies
de hongos de los géneros Candida, Cryptococcus y Aspergillus. Por esta razén ha sido
aprobado por la FDA para tratar la candidiasis orofaringea. Ademas se sabe que tiene
actividad inhibitoria de la enzima CYP, una citocromo oxidasa, y presenta una union
del 98% a diferentes proteinas (Nagappan & Deresinski, 2007). También se han
realizado estudios in vitro empleando este compuesto contra zigomicetos, para tratar
la cigomicosis que es una infeccién con altos indices de mortalidad, afectando a la
mayoria de pacientes inmunodeprimidos (Greenberg et al., 2006). Por otra parte,
segun Ellinger et al. (2020), el Posaconazole muestra actividad antiviral contra los
parechovirus A3 pertenecientes a la familia Picornaviridae, exhibiendo un I1Cso de
2UM. En adicion, Mohamed et al. (2020), menciona que este ligando es afin a la

proteina Spike de los coronavirus.

El tercer ligando, con un Score de 91.86 y cddigo MMV000025, es un farmaco
derivado de la benzonaftiridina, denominado Pironaridina, empleado para tratar la
malaria, teniendo un elevado potencial contra Plasmodium falciparum, incluso en
cepas resistentes (Croft et al., 2012). Se ha hecho estudios analizando que el target de
este compuesto es la hematina, uniéndose a ella para inhibir la produccion de -
hematina (Auparakkitanon et al., 2006). En un experimento realizado por Ray et al.
(2020), en el cual identifica potenciales inhibidores de la proteasa principal de SARS-
CoV-2, aprobados por la FDA, demuestra que la Pironaridina presenta una afinidad de

union a la enzima de -7.6 kcal/mol.

Los demas compuestos obtenidos de COVID Box, MMV1804180, MMV003162,
MMV637528 y MMV690727, denominados Tygeciclina, Astemizole, Itraconazole y
MK-2206, respectivamente, mostraron una especificidad similar por la proteasa. El
primero es un antibacterial, mediante estudios se ha logrado determinar que este
compuesto tiene como target la enzima PLP™ de SARS-CoV-2, razon por la que pudo

haber tenido afinidad con MP™, al ser enzimas que tienen la misma funcion (Mohamed
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et al., 2020). El segundo compuesto, es un antihistaminico con propiedades
antimaléricas, mencionado por Riva et al. (2020), como posible antiviral contra
SARS-CoV-2. El Itraconazole, es un antifungico, probado con anterioridad en SARS-
CoV-2 MP mostrando un AG de -9.05 Kcal/mol, que interactia con la Ser46 y
Gly143, estableciendo puentes de hidrégeno, un enlace pi-sulfuro con la Cys145 y pi-
alquil con la Prol168 (Das et al., 2020). Y, por ultimo, MK-2206, que es un agente
antitumoral, estudiado para tratar el cancer de mama, ha presentado actividad antiviral
disminuyendo hasta en un 50% la replicacion del SARS-CoV-2 en células in vitro
(Gassen et al., 2013).

d-Viniferin, por su parte fue nombrado en la seccion 3.1.3., antitusivo, antioxidante y
antiviral, que, segun Joshi et al. (2020), presenta una energia de union de -8.4
Kcal/mol a MP™ de SARS-CoV-2, enlazandose a los residuos Thr24, His163, His41ly
Met165 (Anexo B.1). Y 1A Y 1B, inhibidores que actian en MP de HKU4-CoV, a
un ICso de 0,04 uM (John et al., 2015). Estos compuestos generan interacciones con
los residuos cataliticos en la proteasa de HKU4, datos que se encuentran en el Anexo
B.2.

En cuanto al andlisis de las interacciones que surgen en el complejo enzima-ligando,
se muestran en lafigura 9, el lugar y la posicion que ocupa cada inhibidor en la proteasa
principal de SARS-CoV-2. Ademas, mediante las herramientas PyMOL y WinCoot se
pudo determinar que los aminoacidos que interactlan en la mayoria de los complejos
son: His4l, Met49, Leuldl, Asnl42, Glyl43, Cys145, Hisl64, Metl65, Glul66,
Prol168, Argl188, GIn189. Datos iguales a los obtenidos bibliograficamente de la
libreria de compuestos generada previamente, lo que corrobora y justifica los
resultados recuperados después del docking, ademas, con esto se comprueba que estos
residuos son parte del sitio activo de la enzima. Y que gracias a sus grupos funcionales
como el grupo imidazol de la histidina, las amidas de la asparagina y glutamina, el
grupo imino de la prolina 'y el guanidino de la arginina, les permite establecer puentes

de hidrégeno y enlaces hidrofébicos con el sustrato (Rodriguez, 2011).
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Flgura 9. Representacmn de MPr® de SARS-CoV- 2 en complejo con los mejores

inhibidores. Se muestra a la enzima en superficie unida a los inhibidores
representados mediante barras y esferas. Se sefialan los aminoacidos que participan de
las interacciones en la mayoria de los complejos (His41l, Met49, Asnl142, Cys145,
Met165, Glul66, Pro168, GIn189). A. MMV637861 en color celeste. B. MMV 688774
en amarillo. C. MMV000025 en tono rosa. D. MMV1804180 en verde oscuro. E.
MMV003162 en fucsia. F. MMV637528 coloreado de azul. G. VNF en verde claro.
H. MMV690727 en color crema. I. 1A en lilay J. 2A en un tono naranja.

Adicionalmente, se analiz0 la naturaleza de las interacciones no covalentes entre MP™
y los tres mejores resultados mediante la herramienta Arpeggio (Jubb et al., 2017).
En el caso de MMV 637861, este compuesto interactia con los oxigenos del Glu166,
de la GIn189, Thr26, Asn142, Phel40, Leul67, Pro168 e His164 el azufre de la Met49
y la Cys145, los grupos hidroxilo de la Tyr54 y la Ser46, y los nitrogenos de la His41,
Gly143 y Cys145, formando puentes de hidrégeno. No obstante, la mayoria de estos
residuos también participan en interacciones hidrofdbicas junto con otros residuos,
como la Met165, His163, Thr25y Leu27. Ademas, cabe recalcar que la His41 genera
interacciones pi-pi con dos grupos aromaticos del inhibidor y un enlace pi-carbono,
mientras que la Asn142 participa en una interaccion pi-catién con otro grupo aromatico
del ligando, asi mismo, los azufres de la Met49 y la Met165 generan una union pi-
sulfuro, esto se aprecia en la figura 10. Resultados similares a los encontrados por
Muralidharan et al. (2020), quien demostré que Ritonavir se une a los residuos

mencionados mediante interacciones polares e hidrofobicas.
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Figura 10. Interacciones entre los residuos de MP™ de SARS-CoV-2 y el inhibidor

MMV637861. Se representa mediante cartoon a la proteasa principal en tono rosa y
a los residuos que participan en las interacciones en un color verde claro en barras y
esferas, el inhibidor MMV637861 en celeste. Los puentes de hidrogeno se sefialan con
lineas verdes oscuras, uniendo al ligando con los residuos Thr26, Pro168, His164,
Cys145 y Asn142. Las interacciones hidrofébicas en naranja con la Thr24, GIn189 y
Glul166. En azul, las interacciones pi-pi y en rosado las pi-alquil con la His41. En rojo,

las pi-cation con la Asn142 y en amarillo las pi-sulfuro con la Met49 y Met165.

Lo mismo ocurre con el compuesto MMV 688774, el cual interactia con MP™ mediante
la mayoria de las interacciones observadas MMV 637861, sumados algunos residuos
que forman interacciones polares, como la Thr190, Asn119 y Thr24 con los cuales
también existen ciertas interacciones hidrofébicas. Como se observa en la Figura 11,
se presentan puentes de hidrégeno entre los anillos del inhibidor y la Cys145, Glu166,
Met165, His164, Thr25 y Thr26, His41 y GIn189. De igual manera, se muestran los
enlaces no polares con los mismos residuos y la Met49 y Pro168. En este complejo,
existen también uniones pi-pi con la His4l, con la cual también comparte una
interaccion pi-alquil, ademas de la Pro168 y la Met165, la que a su vez propicia un

enlace pi-sulfuro con el mismo grupo aromatico del inhibidor.
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| Figura 11. Interacciones entre Ios residuos de MP™ de SARS-CoV-2y el inhibidor
MMV688774. Se representa mediante cartoon a la proteasa principal en tono rosa y
a los residuos que participan en las interacciones en un color verde claro en barras y
esferas, el inhibidor MMV688774 en amarillo. Los puentes de hidrégeno se sefialan
con lineas verdes oscuras, uniendo al compuesto con los aminoécidos Cys145, Glu166,
Met165, His164, Thr25, Thr26, His41l y GIn189. Las interacciones hidrofobicas en
naranja con la Thr25, Thr26, Met49, Asn142, Met165, Pro168, GIn189 y Glul66. En
azul, las interacciones pi-pi con la His41 y en rosado las pi-alquil con la mismay la
Met165 y Pro168. Y en amarillo las pi-sulfuro con la Met165.

Mientras que MMV000025, no interactta con la Thr25, Thr26, Leu27 y otros mas.
Pero en su lugar se une mediante un enlace polar y otro no polar a la Ser144, lo mismo
ocurre con el Asp187 y la Alal91, ademas de formar un enlace pi-cation con la His41
(Figura 12). Las interacciones hidrofobicas surgen entre el ligando y el azufre de la
Met49, los residuos GIn189, Alal91, Pro168, Met165, Glu166 y Phe140. Y los puentes
de hidrégeno con los aminoacidos His164, Met165, Thr190 e His172.
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Figura 12. Interacciones entre los residuos de MP™ de SARS-CoV-2 y el inhibidor

MMV000025. Se representa mediante cartoon a la proteasa principal en tono rosa y
a los residuos que participan en las interacciones en un color verde claro en barras y
esferas, el inhibidor MMV000025 en rosado. Los puentes de hidrogeno se sefialan con
lineas verdes oscuras, uniendo al compuesto con los aminoacidos His164, Met165,
Thr190 e His172. Las interacciones hidrofébicas en naranja con los residuos Met49,
GIn189, Alal91, Prol168, Met165, Glul66 y Phe140. Y en rojo, el enlace pi-cation con
la His41.

De igual manera sucede con los otros siete compuestos analizados, generando enlaces
polares, no polares e interacciones pi gracias a la presencia de sus grupos aromaticos.
En el Anexo D.2. se muestran todas las interacciones existentes entre los 10 mejores
inhibidores encontrados mediante el docking y la proteasa principal MP™ de SARS-
CoV-2.

3.2.Verificacién de hipotesis

Los estudios realizados utilizando compuestos obtenidos de librerias como COVID
Box, PDBeFold y revision de la literatura, junto con las herramientas bioinformaticas
T-Coffee, Boxshade, WinCoot, PyMOL, GOLD - Protein Ligand Docking Software,
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Mercury y QtMG, resultaron exitosos, gracias a lo cual se pudo encontrar varios
ligandos con afinidad por la proteasa principal del virus causante de COVID-19, por
lo que se acepta la hipotesis alternativa: “Los analisis de acoplamiento molecular
empleando librerias de compuestos y homologia estructural con proteasas de virus
patdgenos de animales, permiten determinar nuevos inhibidores de la enzima MP™ de

SARS-CoV-2"y se rechaza la hipotesis nula.

59



CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Se analizo la homologia estructural entre la enzima MP™ del virus SARS-CoV-2 y
proteasas de virus animales, mediante las herramientas PDBeFold y UniProt,
tomando los resultados que presentaron mayor porcentaje de identidad,
determinando que la proteasa principal de BtCoV-279 que infecta Rhinolophus
macrotis, es 96.1% similar en cuanto a su estructura tridimensional y funcion,
ademas de presentar secuencias altamente homdlogas. Asi también, se identificd
que existen varios alfa, beta, gamma y deltacoronavirus que comparten similitud
en cuanto a los aminoacidos de la cadena de la enzima y su plegamiento 3D, con

lo que se puede concluir que MP™ se encuentra conservada en la mayoria de CoVs.

Se determinaron los sitios de posible union de inhibidores de la enzima MP™ del
virus SARS-CoV-2, usando los programas WinCoot y PyMOL, en los que se
pudieron apreciar las interacciones existentes entre los ligandos y las proteasas de
este y otros coronavirus que infectan a animales. Con esto se logré identificar
aquellos residuos que participan en la mayoria de los enlaces y que por lo tanto
corresponden al sitio drogable de SARS-CoV-2 MP™, estos aminoacidos son:
His41l, Met49, Pheld0, Leuldl, Asnl42, Gly143, Serl44, Cysl45, Hisl63,
His164, Met165, Glul166, Aspl187, Arg188, GIn189.

Se generd una libreria de compuestos para experimentos de acoplamiento
molecular, tomando ligandos del anélisis de homologia en PDBeFold y de revision
bibliogréfica, en donde, se mostraban inhibidores que han sido estudiados en
enfermedades causadas por CoVs, tanto en humanos, como en animales, algunos
de los cuales ya habian sido probados en MP™ de SARS-CoV-2, mostrando un alto
nivel de eficiencia. Tal es el caso de N3, carmofur, 11la, 11b y GC376, que
presentan una alta actividad inhibitoria en las enzimas de algunos coronavirus.
Ademas, se recolectaron moléculas de la libreria COVID Box, que se encuentran
en experimentacion o ya han sido aprobadas para su empleo farmacoldgico, cuya

estructura es apropiada para actuar en MP™,
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Se determinaron los mejores inhibidores de la proteasa MP"™ mediante el analisis
de las propiedades de su union con la enzima, identificando que, en su mayoria,
los compuestos de COVID Box son lo que se unen mas adecuadamente a la
enzima, algunos de los cuales ya han sido probados en SARS-CoV-2. De los diez
ligandos con mejores puntuaciones de union, siete fueron de COVID Box,
presentando Scores entre 90 y 95, los restantes fueron aquellos empleados como
antivirales, como 1Ay 2A, usados en HKU4-CoV. Los tres mejores compuestos,
MMV637861, MMV688774 y MMV000025, mostraban interacciones con la
mayoria de los residuos del sitio activo de la proteasa, generando enlaces

hidrofobicos, polares y uniones pi.

4.2 .Recomendaciones

Se debe realizar andlisis in vitro de los mejores inhibidores identificados en el
presente estudio, puesto que, presentan alta afinidad de union a la enzima MP de
SARS-CoV-2. De esta forma se puede determinar si efectivamente son inhibidores

de la enzima y se puede calcular las constantes de inhibicion de la enzima (Ki).

Es necesario anticipar estudios relacionados con la inhibicién enzimatica de MP™
de otros coronavirus, empleando la libreria de compuestos generada en el presente
proyecto, dado que pueden surgir nuevas enfermedades que pongan en riesgo a la

poblacion.
En caso de realizar estudios con los inhibidores encontrados, tomar en cuenta que

algunos presentan modificaciones que cambian su estructura original, lo que hace

gue se unan de mejor manera a la proteasa.
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ANEXOS

Anexo A. Anélisis de homologia de la proteasa principal MP™ de SARS-CoV-2 mediante la herramienta PDBeFold

Anexo A.1. Resultados obtenidos en el analisis de homologia de MP™ de SARS-CoV-2 y proteasas de virus animales en PDBeFold

SIMILITUDES EN VIRUS ANIMALES

fiid Q-Score P-score E-score  RMSD Nalgn Nsse Ngaps Seqg-% Nmd Nres-Q Nsse-Q Nres-T Nsse-T Query Target Titulo
75 0.9868 62.61 23.93 0.348 306 21 0 1 0 306 22 306 21 PDB 6yb7:A PDB 6wtm:B DROGA DE CORONAVIRUS FELINO INHIBE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL SARS-COV-2 Y
BLOQUEA LA REPLICACION DEL VIRUS
83 0.9832 62.72 23.84 0.392 306 22 0 1 0 306 22 306 22 PDB 6yb7:A PDB 6wtm:A DROGA DE CORONAVIRUS FELINO INHIBE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL SARS-COV-2 Y
BLOQUEA LA REPLICACION DEL VIRUS
112 0.9705 53.28 21.98 0.462 305 21 0 1 0 306 22 306 22 PDB 6yb7:A PDB 6wtk:A DROGAS DE CORONAVIRUS FELINO INHIBE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL SARS-COV-2 Y
BLOQUEA LA REPLICACION DEL VIRUS
135 0.9639 52.86 21.98 0.581 306 21 0 1 0 306 22 306 22 PDB 6yb7:A PDB 6wtj:A DROGA DE CORONAVIRUS FELINO INHIBE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL SARS-COV-2 Y
BLOQUEA LA REPLICACION DEL VIRUS
298 0.8378 37.41 18.47 1.149 296 20 4 0.4527 0 306 22 298 20 PDB 6yb7:A PDB 4zuh:A ESTRUCTURA COMPLEJA DEL MUTANTE PEDV 3CLPRO (C144A) CON UN SUSTRATO PEPTIDICO
(VIRUS DE LA DIARREA PORCINA)
299 0.8371 34.66 17.98 1.153 296 19 3 0.4527 0 306 22 298 19 PDB 6yb7:A PDB 4xfq:A BASE DE ESTRUCTURA DE CRISTAL PARA PEDV 3C COMO PROTEASA
(VIRUS DE LA DIARREA PORCINA)
300 0.8296 36.4 18.22 1.179 296 20 4 0.4561 0 306 22 299 20 PDB 6yb7:A PDB 6170:A ESTRUCTURA COMPLEJA DE PEDV 3CLPRO CON GC376
301 0.8293 36.96 18.36 1.134 291 20 4 0.457 0 306 22 292 20 PDB 6yb7:A PDB 5zgg:A ESTRUCTURA COMPLEJA DEL MUTANTE PEDV 3CLPRO (C144A) CON SUSTRATO DE PEPTITA
NEMO-231
314 0.8118 36.4 18.22 1.257 293 20 4 0.4573 0 306 22 294 20 PDB 6yb7:A PDB 4xfq:B BASE DE ESTRUCTURA DE CRISTAL PARA PROTEASA PEDV 3C
316 0.8091 36.29 18.19 1.271 293 20 4 0.4539 0 306 22 294 20 PDB 6yb7:A PDB 4zuh:B ESTRUCTURA COMPLEJA DEL PEDV 3CLPRO MUTANT (Cl44A) CON UN SUSTRATO DE PEPTIDO.
318 0.8068 27.69 16.08 1.325 296 18 3 0.5068 0 306 22 297 18 PDB 6yb7:A PDB 6jij:A ESTRUCTURA DE CRISTAL DE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL VIRUS DE HEPATITIS DE
RATON A59 EN COMPLEJO CON UN INHIBIDOR
320 0.8055 35.75 18.06 1.289 293 20 4 0.4539 0 306 22 294 20 PDB 6yb7:A PDB 5zqgg:B ESTRUCTURA COMPLEJA DEL MUTANTE PEDV 3CLPRO (C144A) CON SUSTRATO DE PEPTITA
NEMO-231
327 0.8012 34.57 17.76 1.325 296 20 5 0.4561 0 306 22 299 20 PDB 6yb7:A PDB 6170:B ESTRUCTURA COMPLEJA DE PEDV 3CLPRO CON GC376
338 0.7912 29.78 16.56 1.348 294 19 5 0.5102 0 306 22 297 20 PDB 6yb7:A PDB 6jij:B LA ESTRUCTURA DE CRISTAL DE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL VIRUS DE HEPATITIS DE
RATON A59 EN COMPLEJO CON UN INHIBIDOR
339 0.7894 33.85 17.57 1.385 297 20 3 0.4512 0 306 22 301 20 PDB 6yb7:A PDB 5hyo:A ESTRUCTURA DE RAYOS X DE VIRUS EPIDEMICO PORCINO SIN LIMITE 3CLPRO
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346 0.7828 24.16 15.1 .351 293 17 5 0.5051 306 22 298 18 PDB 6yb7: PDB 6jij:C LA ESTRUCTURA DE CRISTAL DE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL VIRUS DE HEPATITIS DE
RATON A59 EN COMPLEJO CON UN INHIBIDOR
349 0.7818 32.88 17.52 .370 295 19 5 0.4576 306 22 301 19 PDB 6yb7: PDB 5hyo:B ESTRUCTURA DE RAYOS X DE VIRUS EPIDEMICO PORCINO SIN LIMITE 3CLPRO
367 0.7419 26.63 15.78 .569 294 18 6 0.4558 306 22 299 18 PDB 6yb7: PDB 4zro:A ESTRUCTURA DE RAYOS X DE FIPV-3CLPRO FELINO UNIDA AL INHIBIDOR COVALENTE
371 0.7339 23.59 15.39 .533 291 18 6 0.4433 306 22 299 20 PDB 6yb7: PDB 2amp:B ESTRUCTURA DE CRISTAL DE VIRUS MPRO GASTROENTERITIS PORCINO TRANSMISIBLE EN
COMPLEJO CON UN INHIBIDOR N1
380 0.7044 26.3 15.51 . 705 292 19 6 0.4486 306 22 299 20 PDB 6yb7: PDB 2amp:A ESTRUCTURA CRISTALINA DEL VIRUS DE LA GASTROENTERITIS TRANSMISIBLE PORCINA
MPRO EN COMPLEJO CON UN INHIBIDOR N1
381 0.7031 28.03 16.01 .735 293 20 6 0.4573 306 22 299 20 PDB 6yb7: PDB 5gwz:B ESTRUCTURA DE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL VIRUS EPIDEMICO PORCINO DE LA DIARREA
EN COMPLEJO CON UN INHIBIDOR
382 0.6919 21.57 14.47 .779 293 17 6 0.4437 306 22 300 17 PDB 6yb7: PDB 1lvo:B ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINO REVELA LA
COMBINACION DE UN PLEGAMIENTO DE QUIMOTRPSINA CON UN DOMINIO ALFA- HELICO
383 0.6914 20.3 14.08 758 292 17 8 0.4452 306 22 300 17 PDB 6yb7: PDB 1p%u:C ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS (3CLPRO)PORCINO:
BASE PARA EL DISENO DE DROGAS ANTI-SARS
384 0.6886 27.58 15.89 .688 288 20 7 0.4479 306 22 299 20 PDB 6yb7: PDB 5gwz:A ESTRUCTURA DE LA PROTEASA PRINCIPAL DEL VIRUS EPIDEMICO PORCINO DE LA DIARREA
EN COMPLEJO CON UN INHIBIDOR
385 0.6864 24.74 15.15 .794 291 19 7 0.4433 306 22 297 20 PDB 6yb7: PDB 4f49:B ESTRUCTURA DE LA RESOLUCION DE LA PROTEASA DE VIRUS DE GASTROENTERITIS
TRANSMISIBLE QUE CONTIENE UN INHIBIDOR DE DIPEPTIDILO COVALENTEMENTE LIMITADO
386 0.676 27.38 16.03 .507 282 19 6 0.4291 306 22 307 19 PDB 6yb7: PDB 2g6d:B ESTRUCTURA DE CRISTAL DE LA PROTEASA PRINCIPAL DE VIRUS DE BRONQUITIS
INFECCIOSA AVIAR (IBV)
387 0.6759 22.48 14.65 L7717 287 18 9 0.439 306 22 300 19 PDB 6yb7: PDB 1lvo:C ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINO REVELA LA
COMBINACION DE UN PLEGAMIENTO DE QUIMOTRPSINA CON UN DOMINIO ALFA- HELICO
388 0.6749 20.4 14.08 .840 292 17 7 0.4315 306 22 300 17 PDB 6yb7: PDB 1p%u:B ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINA (3CLPRO)
DISENO DE DROGAS ANTI-SARS
389 0.6735 19.98 13.92 .835 291 18 8 0.4399 306 22 299 19 PDB 6yb7: PDB 4f49:D ESTRUCTURA DE LA RESOLUCION DE LA PROTEASA DE VIRUS DE GASTROENTERITIS
TRANSMISIBLE QUE CONTIENE UN INHIBIDOR DE DIPEPTIDILO COVALENTEMENTE LIMITADO
393 0.6678 24.07 15.17 .633 280 19 7 0.4179 306 22 296 20 PDB 6yb7: PDB 2g6d:A ESTRUCTURA DE CRISTAL DE LA PROTEASA PRINCIPAL DE VIRUS DE BRONQUITIS
INFECCIOSA AVIAR (IBV)
395 0.6635 21.34 14.4 .885 291 17 10 0.4467 306 22 299 17 PDB 6yb7: PDB 4zro:D ESTRUCTURA DE RAYOS X DE FIPV-3CLPRO VINCULADA AL INHIBIDOR COVALENTE
396 0.6597 21.3 14.03 .881 290 19 8 0.4345 306 22 299 19 PDB 6yb7: PDB 4zro:C ESTRUCTURA DE RAYOS X DE FIPV-3CLPRO VINCULADA AL INHIBIDOR COVALENTE
397 0.6565 18.29 13.44 .887 290 16 7 0.431 306 22 300 17 PDB 6yb7: PDB 5eu8:A ESTRUCTURA DE LA PROTEASA PRINCIPAL FIPV EN COMPLEJO CON INHIBIDORES DOBLES
398 0.6541 21.15 14.15 .922 291 18 6 0.4467 306 22 300 18 PDB 6yb7: PDB 4f49:A ESTRUCTURA DE LA RESOLUCION DE LA PROTEASA DE VIRUS DE GASTROENTERITIS
TRANSMISIBLE QUE CONTIENE UN INHIBIDOR DE DIPEPTIDILO COVALENTEMENTE LIMITADO
399 0.6537 19.14 13.71 .946 292 17 7 0.4384 306 22 300 17 PDB 6yb7: PDB 4f49:C ESTRUCTURA DE LA RESOLUCION DE LA PROTEASA DE VIRUS DE GASTROENTERITIS
TRANSMISIBLE QUE CONTIENE UN INHIBIDOR DE DIPEPTIDILO COVALENTEMENTE LIMITADO
400 0.6536 23.48 14.68 .912 290 19 10 0.4483 306 22 299 19 PDB 6yb7: PDB 4zro:B UNA ESTRUCTURA DE RAYOS X DE FIPV-3CLPRO VINCULADA AL INHIBIDOR COVALENTE
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401 .6506 21.53 14.37 .811 285 18 11 .4281 306 22 299 19 PDB 6yb7: PDB 1lvo:F ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINO REVELA LA
COMBINACION DE UN PLEGAMIENTO DE QUIMOTRPSINA CON UN DOMINIO ALFA- HELICO
402 .6506 20.84 14.15 .847 287 18 10 L4286 306 22 300 19 PDB 6yb7: PDB 1lp9u:F ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINA (3CLPRO) :
DISENO DE DROGAS ANTI-SARS
403 .6453 20.9 14.18 .910 289 18 8 L4325 306 22 301 19 PDB 6yb7: PDB 1lvo:D ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINO REVELA LA
COMBINACION DE UN PLEGAMIENTO DE QUIMOTRPSINA CON UN DOMINIO ALFA- HELICO
404 .6414 21.53 14.27 .907 288 18 9 .4306 306 22 301 18 PDB 6yb7: PDB 1p%u:D ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINA (3CLPRO) :
DISENO DE DROGAS ANTI-SARS
405 .6276 19.65 13.77 .955 286 18 9 .4266 306 22 299 19 PDB 6yb7: PDB 1lvo:A ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINO REVELA LA
COMBINACION DE UN PLEGAMIENTO DE QUIMOTRPSINA CON UN DOMINIO ALFA- HELICO
406 .6199 18.2 13.3 .040 288 18 9 L4271 306 22 299 19 PDB 6yb7: PDB 1p9u:A ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINA (3CLPRO) :
DISENO DE DROGAS ANTI-SARS
407 .6069 19.4 13.61 .086 287 18 11 L4251 306 22 299 18 PDB 6yb7: PDB 1lpYu:E ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINA (3CLPRO) :
DISENO DE DROGAS ANTI-SARS
408 .6051 19.41 13.61 .051 285 18 11 L4211 306 22 299 18 PDB 6yb7: PDB 1lvo:E ESTRUCTURA DE LA PROTEINASA PRINCIPAL DE CORONAVIRUS PORCINO REVELA LA

COMBINACION DE UN PLEGAMIENTO DE QUIMOTRPSINA CON UN DOMINIO ALFA- HELICO
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Anexo B. Identificacion de los sitios drogables de la proteasa principal MP" de SARS-CoV-2

Anexo B.1. Interacciones de inhibidores con los residuos de MP™ de SARS-CoV-2

Aminoacidos de MP™ de SARS-CoV-2 que interacttian con inhibidores

Inhibidores
Thr Thr Thr Leu His4 Thr Ser4 Met Pro Tyr Phe Leu Asn Gly Serl Cys Hisl Hisl Met Glu Leu Pro Hisl Val Asp Arg GIn Thr Ala GIn
24 25 26 27 1 45 6 49 52 54 140 | 141 | 142 | 143 44 145 63 64 165 | 166 | 167 | 168 72 186 | 187 | 188 189 | 190 | 191 | 192
N3 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Carmofur X X X X X X X X
13b X X X X X X X X X X X X X X X X X X
11a X X X X X X X X X X X X X X X X X
11b X X X X X X X X X X X X X X X X X
X77 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Boceprevir X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
GC376 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
*§-Viniferin X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
*Myricitrin X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
* -
. Lactucopicr X X X X X X X X X X X X X X X X X
in 15-oxalate
- .
DOXyCyCIm X X X X X X X X X X X X X X X X
€
> .
Teuacydm X X X X X X X X X X X X X X X X X X
€
*
Dem,eCIOCy X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
cline
*Min lin
ocyc X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
€
*Glecaprevir X X X X X X X X X X X X X X
*Maraviroc X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Los compuestos sefialados con asterisco (*) no presentan estructura tridimensional obtenida mediante cristalografia de rayos X
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Anexo B.2. Interacciones de inhibidores con los residuos de MP® de HKU4-CoV

o Aminoéacidos de MP™ de HKU4-CoV que interacttian con inhibidores
Inhibidores Serl Ser2 Met Thr Leu His4 Cys Pro Ala Leu Tyr Phe Leu Cys Gly Serl Cys Hisl Gin Met Glu Leu Hisl Fhe Asp Lys GIn Thr Hisl GIn19
4 25 26 27 1 44 45 46 49 143 | 144 | 145 | 146 | 47 | 148 | 66 | 167 | 168 | 169 | 170 | 75 | 188 | 190 | 191 | 192 | 193 | 94 5
SGS85 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
3B X X X X X X X X X X X X X X X X
1A X X X X X X X X X X X X X X X X X
2A X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Anexo B.3. Interacciones de inhibidores con los residuos de MP" de MHV
Aminoacidos de MP™ de MHV que interactian con inhibidores
Inhibidores
Met25 His41 Phe138 Leu139 Cysl40 Gly141 Serl42 Cysl43 His161 Gln162 Leul63 Glul64 Leul65 His170 Asp185 Gln187 Val188 Val189
N3 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Anexo B.4. Interacciones de inhibidores con los residuos de MP™ de PEDV
o Aminoacidos de MP™ de PEDV que interacttian con inhibidores
Inhibidores Met25 Ala26 Leu27 Hisal Thra7 lle51 Tyrs3 Ph§l3 1le140 /-\s;114 GI¥14 /-\Igl4 Cy:14 Hi;le GIglG LezlG GI;lG GI;/lG Hiil7 Asgls GI;lS Prgls Thé’lS Leglg Glglg
GC376 X X X X X X X X X X X X X X X X
N3 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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Anexo B.5. Interacciones de inhibidores con los residuos de MP™ de TGEV

Aminoacidos de MP° de TGEV que interactian con inhibidores

Inhibidores His4l | Thra7 1le51 Tyr53 | Phel39 | 1140 | Alal4l | Gly142 Thsr 11 cystaa | Histe2 | Hisies Lezle Glu165 Legle Gly167 | Hisi71 Asgls GIn187 | Prol8s | Ser189 M%tlg GlIn191
QL?SHNZ;/-Z X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
N1 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
GC376 X X X X X X X X X X X X X X X X
Anexo B.6. Interacciones de inhibidores con los residuos de MP™ de FIPV
Aminoacidos de MP™ de FIPV que interactian con inhibidores
Inhibidores psnzs | vaize | Lewzr | wiser | Thea? | west | Tyrss Ph;13 le140 Ali\14 GI%/14 Cyjl4 Hi;lG Hi;lﬁ Lezle GI;lG Leglﬁ GI;/lG Hii17 Asgls GI;lB Prgls Segls Meot19 GIT19
PRD—‘?OZ]'? X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
N3 X X X X X X X X X X X X X X X X
Anexo B.7. Interacciones de inhibidores con los residuos de MP™ de IBV
Aminoacidos de MP™ de IBV que interactian con inhibidores
Inhibidores
Asn25 Asn26 Leu27 His4l Lys45 Phel38 Leul39 Gly141 Alal42 Cys143 His161 His162 Leul63 Glul64 Leul65 Pro166 His170 Aspl185 Glu186 Glu187 Val188 Alal89 Glglg
N3 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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Anexo C. Libreria de ligandos generados para realizar el acoplamiento molecular

Anexo C.1. Ligandos obtenidos de la pagina PDB y de revision de literatura.

Nombre del
Ligando

Cddigo de
3 letras

Enlace
covalente

Nomenclatura SMILES

Estructura quimica

Carmofur

CMF

Sl

CCCCCCNC(0)=0

N3

N3

Sl

CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](

NC(=0)[C@H](C)NC(=0)clcc(C)

onl)C(C)C)C(=O)N[C@@H](C[C

@@H]2CCNC2=0)\C=C/C(=0)0
Cc3cccecec3

13b

13B

Sl

CC(C)(C)OC(=0O)NC1=CC=CN([C

@@H](CC2CC2)C(=O)N[C@@H

J(C[C@@H]3CCNC3=0)[C@@H
](O)C(=0)NCc4cccec4)C1=0

1la

11A

Sl

O=C[C@H](C[C@@H]1CCNC1=
O)NC(=O)[C@H](CC2CCCCC2)N
C(=0)c3[nH]c4cccecdc3

11b

11B

Sl

Fclccec(C[C@H](NC(=0)c2[nH]c
3ccecc3c2)C(=0O)N[C@@H](C[C
@@H]4CCNC4=0)C=0)c1
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https://www.rcsb.org/search?q=pdbx_reference_molecule.name:=N-%5b(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL%5dALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z)-4-(BENZYLOXY)-4-OXO-1-%7b%5b(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL%5dMETHYL%7dBUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE

X177

X717

NO

CC(C)(C)clccc(ccl)N([C@@H](C
(=0)NC2CCCCC2)c3ccenc3)C(=0
)cAc[nH]cn4

Boceprevir

BPV

Sl

CC(C)(C)NC(=0)N[C@H](C(=0)
N1C[C@H]2[C@@H]([C@H]1C(
—0)N[C@@H](CC3CCC3)[C@@
H](0)C(N)=0)C2(C)C)C(C)(C)C

GC376

GC3

Sl

CC(C)C[C@H](NC(=0)OCclcccc

c1)C(=O)N[C@@H](C[C@@H]2

CCNC2=0)[C@@H](O)[S](O)(=0
)=0

5-Viniferin

VNF

NO

C1=CC(=CC=C1C2C(C3=C(02)C
=CC(=C3)C=CC4=CC(=CC(=C4)
0)0)C5=CC(=CC(=C5)0)0)0

Myricitrin

MCT

NO

CC1C(C(C(C(01)0C2=C(0C3=C
C(=CC(=C3C2=0)0)0)C4=CC(=
C(C(=C4)0)0)0)0)0)0

Lactucopicrin
15-oxalate

LCO

NO

CC1=C2C(C3C(C(C1)OC(=0)CC4
=CC=C(C=C4)0)C(=C)C(=0)03)
C(=CC2=0)COC(=0)C(=0)0
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CC1C2C(C3C(C(=0)C(=C(C3(C(=

"
oHoHO
o

H/\/\/ \/\/\

Doxycycline | DXC NO | 0)C2=C(C4=C1C=CC=C40)0)O0) L/L“/LVJ'
0)C(=0)N)N(C)C)O
CC1(C2CC3C(C(=0)C(=C(C3(C(= | . ,O\ el 5
Tetracycline | TTC NO 0)C2=C(C4=C1C=CC=C40)0)0) I\/l\ )P
0)C(=0)N)N(C)C)O \
Semecloovali cN(c)cicacesc(ca=c(c=cc(= | . L el 1T
i y DCC NO | C4C(=C3C(=0)C2(C(=C(C1=0)C( | " . . [ [ |
=0)N)0)0)0)0)C)O T
CN(c)c1c2cc3ces=c(c=cc(=C | [ "'« 0 I I
Minocycline | MNC NO | 4c(=C3c(=0)c2(C(=c(C1=0)C(=| ' | [ [ |
0)N)0)0)0)0)N(C)C TR
!
CC1(CC1)S(=0)(=0)NC(=0)C2(C B9
C2C(F)F)NC(=0)C3CCACN3C(= T L
Glecaprevir | GPV NO | O)c(NC(=0)0cscccesocc=ce | i . 7
(C6=NC7=CC=CC=C7N=C604)(F Jo} s LYY
)F)C(C)(C)C :
T\;,Jn\
CC1=NN=C(N1C2CC3CCC(C2)N s
Maraviroc MVC NO | 3CCC(C4=CC=CC=C4)NC(=0)C5 oA
CCC(CC5)(F)F)C(C)C /ﬁf . ‘\I/
. PN /)\;;:/N
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*Telaprevir

TPV

NO

CCCC(C(=0)C(=0)NCLCC1)NC(

=0)C2C3CCCC3CN2C(=0)C(C(C

)(C)C)NC(=0)C(C4CCCCCA)NC(
=0)C5=NC=CN=C5

SG85

G85

Sl

CCOC(=O)CC[C@H](C[Co@@H]1

CCNC1=0)NC(=O)[C@H](Cc2ccc

cc2)NC(=0O)[C@H](COC(C)(C)C)
NC(=0)OCc3ccccc3

3B

3B

NO

CC(=0O)Nclccc(ccl))N([C@@H](C
(=O)NC(C)(C)C)c2cscc2)C(=0)Cn
3nnc4ccccc34d

1A

1A

NO

O=C(Cnlnnc2cccccl2)N(Cc3cscc3
)cdccc(NC(=0)c5scech)ccd

2A

2A

NO

O=C(Cnlnnc2cccccl2)N(Cc3csce3
)cdcec(NC(=0)cbeccech)ccs

*(R)-16

R16

NO

CC(C)(CINC(=0)[C@H](N(C(=0)
clocccl)c2ceec(cc2)C(C)(C)C)e3ce
cne3
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CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](
NC(=0)[C@H](CO)NC(=0)[C@H

INHIBITOR
1(CC(N)=O)NC(=0)[C@@H](NC(
QL%'I\ZI;/_Z CQz Sl | Zo)occiceeee)c(C)0)[C@@H]( )
C)O)C(=O)N[C@@H](CCC(N)=0 3
)C(=O)CCI
CCOC(=0O)/C=C/[C@H](C[C@@ F
N1 N1 S| H]1CCNC1=0)NC(=O)[C@H](CC P
(C)CINC(=0)[C@@H](NC(=0)[C "=\
@H](C)NC(=0)c2cc(C)on2)C(C)C PN
N-(tert-
butoxycarbon
yD)-L-seryl-
L-valyl-N-
{(2S)-5- CCOC(=O)CC[C@H](C[C@@H]1 e
ethoxy-5- BOL S| CCNC1=0)NC(=O)[C@H](CC(C) e
0x0-1-[(3S)- C)NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@ *\
2- H](CO)NC(=0)OC(C)(C)C)C(C)C N
oxopyrrolidin
-3-yl]pentan-
2-ylI}-L-
leucinamide

80



https://www.rcsb.org/ligand/I12

Anexo D. Andlisis de acoplamiento molecular entre la enzima MP™ y los ligandos
obtenidos de las librerias

Anexo D.1. Resultados del docking entre los inhibidores determinados y la proteasa

principal MP™ de SARS-CoV-2.

N° Ligando Score | S(PLP) | S(hbond) | S(cho) | DE(clash) | DE(tors) | S(protein) | intcor
1 | MMV637861 | 95.64 | -98.71 0.00 0.75 0.00 4.20 1.52 3.80
2 | MMV688774 | 95.17 | -89.23 1.86 1.00 0.00 2.39 0.00 1.36
3 | MMV000025 | 91.86 | -91.15 1.69 0.00 0.00 1.95 151 1.06
4 | MMV1804180 | 91.64 | -82.85 3.93 0.00 0.00 2.55 0.00 2.07
5 | MMV003162 | 91.21 | -90.33 1.21 0.00 0.00 0.66 1.55 0.10
6 | MMV637528 | 91.02 | -89.46 1.00 0.90 0.04 1.94 151 131
7 VNF 90.33 | -83.98 3.00 0.00 0.00 1.04 1.29 0.71
8 | MMV690727 | 90.07 | -80.64 4.22 0.00 0.00 2.15 2.46 3.53
9 1A 89.39 | -86.68 1.00 1.00 0.00 1.72 1.43 1.58
10 2A 89.23 | -87.74 0.67 0.84 0.16 1.83 1.43 2.23
11 | MMV001829 | 88.33 | -87.30 1.00 0.00 0.07 0.48 1.14 0.20
12 | MMV659028 | 88.31 | -93.58 0.00 0.00 0.00 3.49 2.50 3.76
13 | MMV1804244 | 87.57 | -88.99 0.94 0.00 0.00 1.97 1.50 0.97
14 | MMV637677 | 87.39 | -81.99 2.82 0.00 0.00 3.18 0.00 1.56
15| MMV000012 | 87.08 | -87.93 1.00 0.00 0.00 2.37 0.00 0.89
16 | MMV1804187 | 86.84 | -89.71 0.00 0.00 0.00 0.76 1.48 0.14
17 MVC 86.44 | -89.41 0.00 0.00 0.00 1.65 1.36 1.17
18 | MMV1804186 | 85.98 | -88.74 0.00 0.00 1.00 2.62 1.14 4.42
19 X177 85.33 | -83.28 0.00 1.98 0.00 2.52 2.67 1

20 | MMV1803859 | 85.02 | -84.05 2.00 0.00 0.00 2.25 2.81 3

21 3B 84.89 | -83.02 1.00 2.00 0.00 3.15 3.36 2.53
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22 TTC 82.08 | -72.60 4.40 0.00 0.00 1.33 131 0.26
23 | MMV001860 | 82.05 | -90.47 0.00 0.00 0.00 3.76 3.14 2.25
24 | MMV637572_ | 81.09 | -79.38 0.98 0.00 0.00 3.41 0.00 2.73
25| MMV009948 | 81.09 | -76.09 0.00 2.95 0.00 2.48 0.00 0.98
26 | MMV1804189 | 80.86 | -78.47 1.00 0.99 0.00 2.14 0.00 0.69
27 GPV 80.78 | -84.89 0.00 0.00 0.00 3.27 2.36 4.75
28 16R 80.74 | -76.41 1.00 1.99 0.00 2.92 1.52 2.73
29 | MMV1804227 | 80.51 | -81.62 0.00 1.00 0.00 2.19 2.62 2.89
30 | MMV1804226 | 80.45 | -82.83 1.00 0.00 26.70 3.70 1.44 26.05
31| MMVO001992 | 80.38 | -77.41 1.98 0.00 1.16 1.80 1.12 2.62
32 | MMV688731 | 79.32 | -84.08 0.00 0.00 0.00 1.67 2.55 1.12
33 | MMVO003140 | 79.22 | -78.05 0.00 1.48 0.00 1.76 1.39 1.63
34 | MMV672931 | 79.00 | -85.27 2.90 0.00 0.00 3.84 7.48 0.19
35 | MMV1804194 | 78.92 | -79.11 1.00 0.00 0.03 2.25 1.12 0.96
36 | MMV1580187 | 78.61 | -77.66 1.00 0.00 0.00 0.60 1.17 0.27
37 LCO 78.61 | -72.18 2.97 0.00 0.00 1.42 0.00 0.33
38 TPV 77.98 | -68.94 2.66 1.00 0.00 242 0.00 2.92
39 | MMV1804175 | 76.88 | -79.20 0.00 0.00 0.00 1.18 1.35 0.92
40 | MMV1804177 | 76.82 | -75.98 0.88 0.00 0.00 1.03 0.00 0.27
41 | MMV1804191 | 76.81 | -63.76 4.67 0.00 0.00 0.71 0.00 0.47
42 | MMV1804243 | 76.61 | -73.54 0.00 2.00 0.01 0.93 1.56 0.46
43 DCC 76.50 | -71.33 2.66 0.00 0.00 1.06 1.39 0.71
44 | MMV002832 | 75.97 | -72.93 2.00 0.00 0.00 1.70 0.00 0.36
45 | MMV637533 | 75.95 | -76.56 0.00 0.94 0.00 0.74 2.46 0.37
46 | MMV1804174 | 75.82 | -74.54 1.00 0.00 0.00 1.71 0.00 1.69
47 | MMVO000001 | 75.76 | -76.18 1.00 0.00 0.00 1.41 1.53 0.93
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48 | MMV1804192 | 75.55 | -77.72 0.00 0.90 0.07 3.05 2.63 3.93
49 | MMV002398 | 75.07 | -76.87 1.00 0.00 2.40 2.32 1.49 3.55
50 | MMV1804249 | 75.05 | -72.88 0.40 0.99 0.00 0.63 1.32 0.58
51 | MMV010288 | 74.98 | -79.02 0.00 0.00 0.00 1.38 3.34 2.07
52 | MMV000013 | 74.98 | -73.93 1.00 1.82 0.00 1.75 4.17 0.26
53 | MMV001635 | 74.46 | -73.03 1.22 0.00 0.00 1.28 0.00 0.20
54 | MMV1804173 | 74.93 | -76.96 0.77 0.00 0.00 0.76 2.96 0.11
55 | MMV1804178 | 74.20 | -69.92 1.36 1.00 0.00 0.85 131 0.12
56 | MMV1804248 | 74.10 | -69.18 1.00 0.96 0.00 2.71 0.00 4.43
57 | MMV000029 | 72.93 | -69.27 2.25 35 0.00 141 4.42 0.04
58 | MMV659065 | 72.69 | -68.67 0.99 1.69 0.00 0.91 2.80 0.59
59 | MMV1634362 | 72.40 | -65.92 1.92 1.34 0.00 1.26 1.49 0.72
60 | MMV1804176 | 72.22 | -69.20 1.57 0.00 0.00 0.31 1.20 0.12
61 | MMV1580492 | 72.02 | -67.86 2.00 0.00 0.00 1.22 0.00 0.61
62 | MMV1804225 | 71.86 | -70.42 0.99 0.00 0.00 0.77 0.00 0.01
63 | MMV690777 | 71.60 | -73.89 0.46 0.00 0.00 2.03 1.34 1.66
64 | MMV658920 | 71.50 | -73.50 0.00 0.00 0.00 0.71 1.42 0.85
65 MCT 71.33 | -60.45 4.72 0.00 0.00 2.46 0.42 7.645
66 | MMV1804190 | 71.30 | -74.56 0.00 0.00 0.00 0.35 2.67 0.12
67 | MMV001977 | 70.98 | -73.65 0.00 0.00 0.00 1.42 0.00 0.16
68 | MMV690621 | 70.76 | -69.83 0.00 0.98 0.00 0.34 1.35 0.038
69 | MMV002295 | 70.66 | -72.26 0.85 0.00 0.00 3.18 2.64 4.57
70 | MMV1804242 | 70.56 | -63.76 4.27 0.00 0.00 1.44 3.42 0.28
71 | MMV002813 | 70.50 | -69.44 1.00 0.00 0.21 1.25 1.39 2.15
72 | MMV1804179 | 70.48 | -68.93 1.00 1.00 0.00 2.03 1.23 0.82
73 | MMV002092 | 70.11 | -70.09 0.75 0.00 0.00 0.46 1.36 0.01
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74 MNC 69.77 | -61.19 3.50 0.00 0.00 0.87 1.12 0.93
75| MMV852425 | 69.26 | -72.31 0.00 0.00 0.91 1.55 1.53 2.44
76 | MMV001871 | 68.46 | -67.14 1.00 0.00 0.00 0.16 1.39 0.02
77| MMV003277 | 67.79 | -71.01 0.00 0.00 0.00 0.52 2.61 0.44
78 | MMV002229 | 67.68 | -67.94 0.00 0.47 0.00 0.45 1.41 0.64
79 | MMV000011 | 67.08 | -57.53 3.22 0.00 0.00 0.32 0.00 0.53
80 | MMV1804185 | 66.31 | -66.38 0.17 0.00 2.98 0.94 0.00 4.28
81 | MMV010306 | 66.02 | -64.16 1.81 0.00 0.00 1.75 1.12 0.88
82 | MMV1804184 | 65.95 | -62.34 1.95 0.00 0.00 0.73 1.20 0.42
83 | MMV1804113 | 65.78 | -67.28 0.00 0.00 0.00 0.59 1.47 1.11
84 | MMV002798 | 64.82 | -65.96 0.00 0.00 0.73 1.04 0.00 1.66
85 | MMV637496 | 63.13 | -61.73 1.00 0.00 0.00 0.06 1.53 0.06
86 DXC 61.18 | -56.02 2.10 0.00 0.00 0.51 1.05 0.90
87 | MMV003461 | 56.20 | -55.82 0.35 0.00 0.00 0.48 0.00 0.30
88 | MMV1804183 | 51.94 | -47.90 1.91 0.00 0.00 0.25 1.20 0.01
89 | MMV688991 | 51.39 | -48.05 1.49 0.00 0.00 0.73 0.00 0.29
90 | MMV001439 | 47.55 | -34.28 4.89 0.00 0.00 0.73 0.00 0.06
91 | MMVO003305 | 47.11 | -44.77 1.00 0.00 0.00 0.34 0.00 0.01
92 | MMV002086 | 44.26 | -41.27 1.00 0.00 0.00 0.17 0.00 0.33
93 | MMV688370 | 38.34 | -23.52 2.98 1.99 0.00 0.09 0.00 0.08
94 | MMV662539 | 32.91 | -29.86 1.38 0.09 0.00 0.00 1.37 0.00
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Anexo D.2. Interacciones entre los mejores inhibidores determinados mediante docking y la proteasa principal MP™ de SARS-CoV-2.

Aminoacidos de MP™ de SARS-CoV-2 que interactian con los mejores inhibidores
Inhibidores
Thr | Thr | Thr | Leu | His4 | Cys | Thr | Ser4 | Met | Pro | Tyr | Asn | Phe | Leu | Asn | Gly | Serl | Cys | HisL | HisL | Met | Glu | Leu | Pro | Asp | Arg | GIn | Thr | Ala | GIn
24 25 26 27 1 44 45 6 49 52 54 | 119 | 140 | 141 | 142 | 143 | 44 | 145 | 63 64 | 165 | 166 | 167 | 168 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 102
MMV637861 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
MMV688774 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
MMV000025 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
MMV1804180 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
MMV003162 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
MMV637528 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
VNF X X X X X X X X X X X X X X X X X
MMV690727 X X X X X X X X X X X X X X X X X
1A X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
2A X X X X X X X X X X X X X X X X
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