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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion fue realizado con la finalidad de encontrar y desarrollar
ligandos con actividad inhibitoria contra la proteasa Mpro del virus SARS CoV-2 mediante un
cribado virtual de inhibidores recientemente desarrollados contra este y aquellos que han sido
probados anteriormente en virus patégenos humanos, para lo cual se recurrid a librerias de
compuestos como Protein Data Bank de donde se escogio 46 moléculas con una alta afinidad
de unién a Mpro a partir de un estudio de homologia estructural con las proteasas de otros virus
que atacan al ser humano y Covid Box, libreria a la que se puede ingresar desde el siguiente

dominio: https://www.mmv.org/mmv-open/covid-box de donde se tomd un total de 79

moléculas, los ligandos seleccionados se presentaban como inhibidores de Mpro, a partir de la
formacion de interacciones hidrofobicas, polares y enlaces pi entre &tomos de carbono —
carbono, azufre — carbono y fldor — carbono. Para seleccionar las mejores moléculas se realizo
un analisis bioinformatico en software como Wincoot, Pymol y GOLD - Protein Ligand
Docking Software, este ultimo para ensayos de docking o acoplamiento molecular, estudiado
a nivel conformacional por la disposicion y sobrelapamiento de &tomos, nivel de incidencia de
interacciones intermoleculares y posibilidad de choques estéricos de sus grupos funcionales,
obteniendo como resultado que la moléculas MMV1580167 de Covid Box presenta la mejor
actividad inhibitoria dentro del cribado virtual, mientras que el ligando AS7 disefiado, presenta

la mas alta actividad inhibitoria en el entorno virtual donde se realizo la investigacion.

Palabras Clave: Cribado virtual, SARS CoV-2, virus patdgenos humanos, bioinformatica,

inhibidores enzimaticos, disefio racional, actividad antiviral
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https://www.mmv.org/mmv-open/covid-box

ABSTRACT

The present research project was carried out in order to find and develop ligands with inhibitory
activity against the Mpro protease of the SARS CoV-2 virus through a virtual screening of
recently developed inhibitors against this and those that have been previously tested in human
pathogenic viruses. For which, compound libraries such as Protein Data Bank were used, from
which 46 molecules with a high binding affinity to Mpro were chosen from a study of structural
homology with the proteases of other viruses that attack humans and Covid Box. library that
can be accessed from the following domain: https://www.mmv.org/mmv-open/covid-box from
where a total of 79 molecules were taken, the selected ligands were presented as inhibitors of
Mpro, at starting from the formation of hydrophobic, polar interactions and pi bonds between
carbon - carbon, sulfur - carbon and fluorine - carbon atoms. To select the best molecules, a
bioinformatic analysis was carried out in software such as Wincoot, Pymol and GOLD - Protein
Ligand Docking Software, the latter for docking or molecular docking tests, studied at a
conformational level by the arrangement and overlapping of atoms, level of incidence of
intermolecular interactions and the possibility of steric shocks of their functional groups,
obtaining as a result that the MMV1580167 molecule from Covid Box presents the best
inhibitory activity within the virtual screening, while the designed AS7 ligand presents the

highest inhibitory activity in the virtual environment where the investigation was carried out.

Key Words: Virtual screening, SARS CoV-2, human pathogenic viruses, bioinformatics,

enzyme inhibitors, rational design, antiviral act
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En los altimos dias del afio 2019, en la ciudad China de Wuhan se detectd casos de un
nuevo tipo de infeccidn, que con el pasar de los dias derivaba en una neumonia de causas
desconocidas. Investigaciones posteriores arrojaron resultados que establecian que la
enfermedad era causada por un nuevo tipo de coronavirus que por primera vez infectaba
a los seres humanos. Este fue bautizado como SARS-CoV-2, agente causal de la
enfermedad conocida hoy en dia como COVID-19 y cuyos sintomas mas representativos

son la tos, fiebre y dificultad respiratoria (Accinelli et al., 2020).

La capacidad del virus para infectar de manera relativamente facil a las células humanas,
y Su supervivencia en varias estructuras como el vidrio, metal, plastico y otros
componentes de uso comun en el dia a dia de las personas, ha causado su expansion a
todos los rincones del planeta. Nuestro pais, Ecuador, no fue la excepcion, causando asi
una crisis sanitaria generalizada. Segun los datos recopilados por la Universidad Johns
Hopkins, el COVID-19 alcanza, al 2 de octubre de 2020, un total de 34°289.709 casos
confirmados a nivel mundial de los cuales 7°781.877 siguen ain en estado activo. El
numero de fallecidos asciende a 1°022.878 personas que representan el 2,98% del total
de infectados (Dong, Du & Gardner, 2020). En el Ecuador, segun datos oficiales, la cifra
de contagios a la misma fecha alcanzé ya los 138.584, con un total de 7.621 fallecimientos
confirmados y 3.812 fallecimientos probables. Esto indica que la tasa de mortalidad en
nuestro pais es del 5,73%, para fatalidades confirmadas por COVID-19, y 8,97% si se
toma en cuenta el nimero total de probables fallecimientos por esta enfermedad (11.433
fallecidos) (COE Nacional, 2020). Estos valores denotan que el Ecuador presenta una
elevada tasa de mortalidad con respecto a la media mundial y hacen eco de la extrema
necesidad de contar con un tratamiento efectivo que pueda contribuir a la recuperacion
de los pacientes que padecen la enfermedad, especialmente aquellos que desarrollan

cuadros agudos y estan en riesgo de muerte.
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Por otra parte, al tratarse de un virus que ha infectado a los seres humanos recientemente,
no existe un tratamiento efectivo contra la enfermedad que produce, lo que ha derivado
en las muertes antes mencionadas. Si bien desde el descubrimiento del virus varias
naciones han aumentado sus esfuerzos en la sintesis de una vacuna, no es sencillo
disponer de la misma en un corto tiempo, ademas de que esta no representa en si una cura
para la enfermedad, mas bien un tratamiento preventivo. Cientificos enuncian que el
coronavirus SARS-CoV-2 permanecera en el planeta indefinidamente como un virus
endémico que infectard a personas a lo largo de la historia de manera similar a como lo
hace la gripe. Ademas, teniendo en cuenta que al tratarse de un virus tiende a mutar
facilmente, las probabilidades de erradicarlo con una vacuna son reducidas (Cohen &
Kupferschmidt, 2020).

1.2 1.2 EL VIRUS SARS CoV-2
1.2.1 Origen
A través de los afios, un denominador comun en la aparicion de nuevos virus capaces de
infectar a los seres humanos ha sido la zoonosis, una condicion donde virus patégenos de
animales adquieren la capacidad de infectar personas. Esto ocurre debido a procesos
naturales de mutacion y seleccion en los cuales los patdgenos obtienen la habilidad de

infectar células humanas (Paules, Marston, & Fauci, 2020).

Investigaciones sugieren que el virus SARS-CoV-2 tuvo su origen en los murciélagos,
animales conocidos por ser portadores de varias especies de coronavirus, y que en
ocasiones anteriores han propiciado epidemias menores como es el caso del coronavirus
SARS-CoV que en el afio 2003 causo la infeccidn de 8421 personas, con el fallecimiento
de 784 de ellos (Zambrano & Loaiza, 2003). Ademas, otra especie de coronavirus que
infecta naturalmente al murciélago ocasiono la diarrea aguda porcina y la muerte de mas
de 24 mil lechones en China (Sun et al., 2015). Se cree que el virus causante de la
pandemia actual no es la excepcion, ya que mediante la secuenciaciéon del genoma del
SARS-CoV-2 se determino una similitud de 96,2% respecto al coronavirus RaTG13 que
infecta murciélagos de la especie Rhinolophus affinis y un 79,5% respecto al virus
humano SARS-CoV (Zhou et al., 2018).

Un factor importante para el desarrollo de la capacidad infecciosa de estos virus en
humanos, son los animales intermediarios. En este punto, se tiene como antecedente la

infeccion por el MERS-CoV que en el afio 2012 infect6 a 2492 personas, causando la



muerte de 858 de ellas. Para este caso los intermediarios fueron los camellos, los cuales
a su vez resultaron contagiados por mordeduras de murciélagos (Bratanich, 2015). No se
conoce a ciencia cierta si existio o no un animal intermediario que facilitara la zoonosis
del virus SARS-CoV-2, pero se maneja la hipotesis de que el pangolin o las civetas sean
los animales en cuestion (Figura 1). Esta idea ha sido fundamentada con estudios
genéticos de coronavirus aislados de estos animales, de los cuales se encontr6 una
similitud altamente significativa con el SARS-CoV-2 (Zhou et al., 2020).

A Diagrama esquematico de
un coronavirus:

Material genético (ARN)

Proteina espicula ——»

b

Glicoproteina de membrana

5 T

ﬂ Murciélagos
—

V..
Civet: <
vetas <
= 4 Pangolines
Serpientes Camellos y dromedarios

Figura 1. Transmision zoonotica de coronavirus

Fuente: (Cortés, 2020)

El principal detonante para el traspaso del virus de animales al ser humano fue la venta
ilegal de animales silvestres, entre los que se encuentran los anteriormente mencionados.
Ademas estos animales se comercializan vivos y en condiciones insalubres en un mercado

de la ciudad China de Wuhan, lugar donde se origin6 el contagio (Guo et al., 2020).

En contraste a lo expuesto anteriormente, estudios un tanto polémicos sugieren que el
virus fue creado artificialmente en un laboratorio y diseminado entre la poblacién por un
escape accidental durante investigaciones (Andersen et al., 2020). En relacién a esta
hipétesis, anteriormente se ha documentado en varias ocasiones la fuga del virus SARS-
CoV de laboratorios de bioseguridad nivel 2 (Christian, Poutanen, Loutfy, Muller, &

Low, 2004) lo cual hace creible la teoria de que el SARS-CoV-2 también escapd de uno
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de estos laboratorios. De todas maneras, el origen del SARS-CoV-2 aln debe ser
decifrado.

El virus SARS-CoV-2 se suma al total de 7 coronavirus capaces de causar una infeccion
al ser humano. De estos, los virus HKU1, NL63, OC43y 229E causan una sintomatologia

leve similar al resfriado al ingresar al organismo (Corman et al., 2018).

1.2.2 Caracteristicas y Estructura del virus SARS-CoV-2
El SARS-CoV-2 es un virus catalogado como coronavirus del género Betacoronaviridae
(Tabla 1), por su caracteristica corona semejante a la del sol que lo rodea, observada en

un microscopio electronico.

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica del virus SARS-CoV-2

Dominio Riboviria
Reino Orthornavirae
Filo Pisuviricota
Clase Pisoniviricetes
Orden Nidovirales
Suborden Cornidovirineae
Familia Coronaviridae
Género Betacoronaviridae
Especie Coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave
Subespecie | Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave

Fuente: Taxonomy browser (2020)

Su material genético consta de ARN de cadena sencilla dispuesto en sentido positivo y
no segmentado, del cual sus marcos de lectura abiertos (ORFs) la y 1b (ORFla y
ORF1ab) se encargan de codificar proteinas esenciales para el proceso infeccioso dentro
del huésped. Una de estas proteinas es glicoproteina espiga “S” que es la que se encarga
del acoplamiento a las membranas celulares de las células humanas y proteinas que se
encargan de la entrega del material viral y elementos complementarios que facilitaran la
formacion de la capside de los nuevos virus (De Wit, Van Doremalen, Falzarano, &

Munster, 2016). Estas proteinas esenciales se resumen en la tabla 2.



Tabla 2. Proteinas principales del virus SARS-CoV-2

Proteina Funcién
S Acoplamiento a células humanas
M Entrega del material viral
N Formacion de la nucleocépside
E Formacion de la envoltura viral

Fuente: (De Wit et al., 2016).

Por otra parte, un tercio del material genético total del virus, se encarga de la formacién
de 16 proteinas no estructurales (NSPs) complementarias, dentro de las cuales se

encuentra la proteasa principal MP™ y otras con funciones descritas (Tabla 3).

Tabla 3. Proteinas no estructurales del virus SARS-CoV-2

Proteina Funcion
Nspl Degrada el ARNm dentro de las células
Nsp2 No definida
Nsp3 Interferencia con la respuesta inmune del hospedero
Nsp4 Formacion de vesiculas de doble membrana
Nsp5 | Proteasa principal MP™ que escinde las poliproteinas
Nsp6 Restringe la expansion del auto fagosoma
Nsp7 Cofactor con nsp8 y nspl12
Nsp8 Cofactor con nsp7 y nspl12
Nsp9 Union al ARN viral y dimerizacién
Nspl0 Activa enzimas replicativas
Nspll No definida
Nspl2 ARN polimerasa
Nspl3 ARN helicasa
Nspl4 Exorribonucleasa
Nspl15 Endorribonucleasa
Nspl6 Inhibe respuesta inmunitaria innata

Fuente: (Herrera, 2020)



1.3 PATOGENICIDAD DEL VIRUS SARS-CoV-2

1.3.1 Proteasa Principal Del Virus SARS-CoV-2 (M pro)

MP™ es proteasa del tipo cisteina, llamada también tiol proteasa, que se encarga de la
escision de las poliproteinas virales ppla y pplab. Para activarse, MP™ requiere auto
escindirse entre las proteinas complementarias nsp4 y nsp6. Estructuralmente MP™ esta
conformada por un homodimero, con cada mondmero organizado en tres dominios: I, 11
y 1. El dominio | que comprende los residuos 8-101, el 11 abarca los residuos 102-184 y
el 111 estd compuesto de residuos entre las posiciones 201-306. Entre el dominio I y 11 se
sitla una diada catalitica Cys-His no canonica (Anand, Ziebuhr, Wadhwani, Mesters, &
Hilgenfeld, 2003). El sitio activo se encuentra formado por una hendidura entre los
dominios | y Il mediante una unién previa de los protomeros que forman la proteasa
mediante un dedo N-terminal (Yang et al., 2003).

La proteasa MP™ presenta una alta especificidad de sustrato, de tal manera que solo
escinde en un sitio precedido por el aminoacido glutamina (GlIn). La especificidad de la
proteasa se encuentra dirigida hacia los residuos de sustrato en el rango de P4 a P1 seguin
la nomenclatura de Schechter y Berger, determinandose que el sitio de escision se
encuentra entre P1 y P1°, siendo P1 el residuo que requiere de la unién de la glutamina

(Figura 2) (Muramatsu et al., 2016).

Figura 2. Esquema de Schechter y Berger
Fuente: (Rzychon et al,2004)



1.3.2 Mecanismo de Infeccion del Virus SARS-CoV-2

1.3.2.1 Infeccidn de células huésped

El mecanismo general de infeccion por parte de un virus consiste en depositar al interior
de la célula su material genético de tal manera que se obligue a esta areplicarlo. EI SARS-
CoV-2 lleva a cabo este proceso mediante su proteina “S” que con su forma caracteristica
de espiga se une al receptor ACE2 de las células humanas. Este ultimo es el encargado de
recibir la enzima convertidora de angiotensina 2 que participa en la regulacion de la
presion arterial; por lo tanto, el virus se unira a tejidos y érganos que dispongan de este
receptor en sus células componentes. EI mas importante de estos érganos es el pulmon,
el cual alberga el receptor ACE2 en sus células alveolares. Sin embargo, el receptor
también se encuentra en células del rifion, corazon, higado, intestino, vejiga, esofago y en

las células de revestimiento de la cavidad oral (Hao et al., 2020).

La infeccion de las células por el virus SARS-CoV-2 se da por una endocitosis final, para
lo cual participan las 2 subunidades de la proteina S, S1y S2, donde S1 es la encargada
de unirse al receptor ACE2, mientras que S2 se encarga de acoplar la membrana viral a
la celular. Seguidamente, la proteasa TMPRRS?2 realiza en corte en 2 posiciones de S2
para separarse de S1, lo cual ocasiona la fusién de membranas que acaba llevando la carga

viral hacia el interior de la célula (Ali et al., 2020).

1.3.2.2 Transcripcion y traduccion de las proteinas virales

Una vez que el virus a ingresado al interior de la célula, la nucleocéapside libera su
genoma, el cual es confundido con el ARNm y transcrito directamente por los ribosomas.
Los genes ORF1ay ORFlab, precursores de las poliproteinas homoénimas pplay pplab,
respectivamente, son expresados primeramente en las fases tempranas de la infeccion.
Finalmente, estas poliproteinas son escindidas por un coctel de proteasas entre las que se
destacan la quimiotripsina viral, proteasas similares a la papaina y la proteasa principal
MP™. Luego de un exhaustivo procesamiento proteolitico se obtienen 16 NSPs virales que
en conjunto conformaran el complejo replicasa transcriptasa (RTC) ensamblado en
vesiculas de doble membrana. EI RTC tiene la funcion de sintetizar ARN subgenémico
(ARNsg) que dara origen a las proteinas estructurales S, M, E, y N, las cuales se
empaquetaran el Aparato de Golgi de la célula dando lugar a nuevas particulas virales.
Estas particulas se liberaran posteriormente en el citoplasma, de donde emergen mediante

lisis celular cuando la carga viral es alta (Figura 3) (Mousavizadeh & Ghasemi, 2020).
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Figura 3. Proceso de infeccion del virus SARS-CoV-2 a la celula

Fuente: (Zhu et al., 2013)

1.4 DISENO DE INHIBIDORES COMO TRATAMIENTO A LA
INFECCION POR SARS-CoV-2

La alta similitud en los sitios de reconocimiento y escision de poliproteinas por parte de
los virus del SARS, MERS y SARS-CoV-2, sugiere que la proteasa MP™ es un candidato
altamente atractivo para el desarrollo de farmacos. Esta hipdtesis se fundamenta en el
hecho de que MP™ cuenta con bajos de niveles de mutagenicidad y que en el cuerpo

humano no existe ninguna molécula homdloga a dicha proteina (Hilgenfeld, 2014).

1.4.1 Inhibidores

Inicialmente, la comunidad cientifica ha evaluado la efectividad de inhibidores que han
sido destinados a contrarrestar los virus del SARS y MERS, mediante la anulacion del
residuo de cisteina catalitica, presente en este tipo de proteasas, mediante la formacién de
un enlace covalente entre este residuo y el inhibidor (Dai et al., 2020). Sin embargo, estos
no han arrojado aun resultados totalmente convincentes. En MP™ también se ha
considerado que el principal objetivo para el desarrollo de inhibidores es la Cisteina
catalitica, Cys145. En este sentido, se han evaluado diversos tipos de moléculas entre las

que destacan peptidomiméticos, que compiten con los verdaderos sustratos de la enzima,

8



capaces de formar un hemitioacetal con Cys145 gracias a que esta reacciona con el grupo
funcional alfa-acetamida presente en el inhibidor (Zhang et al., 2020).

Compuestos con anillos de piridona son capaces de colocarse entre P2 'y P3 y cuentan con
la caracteristica de poseer una alta vida media en el citoplasma y tener efectividad horas
después de haber ingresado al cuerpo (Yang et al., 2005). Por otra parte, compuestos
peptidomiméticos con un grupo indol en el extremo N-terminal unido a P3 se muestran
como los inhibidores mas efectivos conocidos hasta la fecha, gracias al aldehido unido al
extremo C-terminal el cual se une covalentemente a Cys145. (Ullrich & Nitsche, 2020).

Estudios recientes a su vez han identificado 6 moléculas con una alta capacidad de
inhibicidon de la proteasa MP™, estas son: carmofur, ebselen, PX12, disulfiram, tideglusib
shikonin (Figura 4), de las cuales las 3 primeras se unen covalentemente a Cys145 (Jin et
al, 2020).
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Figura 4. Principales inhibidores de la proteasa Mpro

Fuente: (Ullrich & Nitsche, 2020).



1.5 OBJETIVOS

151

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 humanos.

1.5.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la homologia estructural entre la enzima MP™ del virus SARS-CoV-2 y
proteasas de otros virus que atacan al ser humano.

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

Generar una libreria de compuestos para analisis de acoplamiento molecular.
Determinar los mejores inhibidores de la proteasa MP™ mediante el analisis de las

propiedades su unién con la enzima.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

1.6 MATERIALES

2.1.1 Material Virtual
e Atrticulos Cientificos
e Base de Datos de Uniprot
e Base de Datos de PDBE Fold

e Herramientas de BLAST y Alineamientos

2.1.2 Software Bioinformatico

e Wincoot version 0.8.7

e Pymol
e GOLD - Protein Ligand Docking Software
e Autodock

2.1.3 Equipos

¢+ Ordenador
2.1.4 Organismo estudiado

% SARS-CoV-2: Coronavirus 2 causante del Sindrome Respiratorio Agudo Grave

1.7 PROCEDIMIENTOS CUALITATIVOS

2.2.1 Obtencién de la secuencia y estructura de la proteasa MP™

Para la obtencion de la secuencia de aminoacidos que componen la proteasa MP™, se

recurrié a la plataforma de base de datos de proteinas conocida como Protein Data Bank

(PDB por sus siglas en inglés, https://www.rcsb.org/). De la base de datos del PDB se
obtuvo la secuencia de aminoacidos de la enzima en su formato FASTA. Mediante una
busqueda preliminar se determiné que los datos depositados con el codigo PDB 6YB7 y

que corresponden a la proteasa MP™ son aptos para esta investigacién. De 6YB7 se
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descarg6 su secuencia mediante el ment “Download files”, asi como también el archivo

con extension .pdb que contiene los datos de su estructura tridimensional.
2.2.2 Anélisis de homologia de MP™ de SARS-CoV-2 en PDBeFold

PDBeFold (https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/) es un recurso web que compara la

estructura de una proteina objetivo con la extensa base de datos del PDB (170000
estructuras), la cual incluye diversas estructuras peptidicas y sus ligandos e inhibidores.
Para esta comparacion la herramienta tom6 como referencia la estructura secundaria de
las moléculas (SSM) y arrojé valores de similitud acorde a la disposicién tridimensional

de sus a&tomos componentes.

Mediante el uso de esta herramienta, se determind estructuras homologas a la proteasa

MP™ en virus patdgenos a humanos y se recopilo datos de ligandos e inhibidores de intereés.
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 realizo un analisis de homologia de la secuencia de aminoacidos 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 informacién sobre proteinas,
incluyendo su secuencia de aminoacidos. Esta informacion proveniene de
secuenciaciones gendémicas publicadas en revistas cientificas y depositada en bases de
datos como el GenBank. Para realizar el analisis de identidad de secuencia UniProt utilizo
el algoritmo BLAST, herramienta de blsqueda de alineacion local basica, 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.

Este sitio web de UniProt (https://www.uniprot.org/), provee de herramientas que seran

utiles en los andlisis posteriores, tales como el “BLAST” que permitira la obtencion de
secuencias proteica de aminoacidos homologas y “Align” o alineamiento por su
traduccion, que permitird comparar secuencias de proteasas de diversos organismos con
la del SARS-CoV-2.
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2.2.4 Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular se llevo a cabo mediante el uso de programas bioinforméticos
como GOLD - Protein Ligand Docking Software o AutoDock que evaluaron las diversas
conformaciones adquiridas por una molécula en un sitio especifico de la proteina objetivo,
mediante un algoritmo genético, permitiendo la identificacion del mejor inhibidor en el

mejor sitio drogable de la proteina.

Programas bioinformaticos como Wincoot y Pymol en primera instancia y gracias a su
capacidad de visualizacion tridimensional de estructuras proteicas, otorgaron un punto de
partida en la identificacion de los sitios drogables de la proteina objetivo, donde se
determind los aminoacidos afines a inhibidores y posteriormente se analizo los sitios de

union y conformacion de los inhibidores de prueba.

1.8 METODOS

1.8.1 ANALISIS DE HOMOLOGIA DE PROTEINAS
Mediante el uno del navegador de un ordenador, se ingre6 hacia las bases de
datos de proteinas (UNIPROT, PDBE FOLD) donde se encuentran todas

aquellas que han sido estudiadas hasta la fecha.

En Uniprot: Acceder al siguiente enlace: https://www.uniprot.org/

1. Se colocé el codigo de la proteina deseada (6yb7) en la barra de bldsqueda de

Uniprot, este despleg6 entradas conforme a la molécula solicitada.
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:I sdvancedw ‘R Search

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL Help Contact

UniProtKB results

x

UniProtKB consists of two sections

N — The UniProt Knowledgebase (UniProtKB) is the central hub for the collection of functional
% information on proteins, with accurate, consistent and rich annotation. In addition to capturing
Records with information extracted from literature and curator-evaluated computational the core data mandatory for each UniProtkB entry (mainly, the amino acid saquence, protein
analysis. name or description, taxonomic data and citation information), as much annotation
information as possible is added.
u iewed (TrEMBL) - Computationally analyzed
Records that await full manual annotation

@ Help D UNProtkB help video B Other tutorials and videos <& Downloads

Filter by 4. Download # columns 2= Ltolof1 Show([25 v]
8 revened (1) (mloey Jowyreme | ook omes  Jomersmes Jogwen e |
Swiiss-Prot PODTD1  R1AB_SARS2 ~ Replicase polyprotein rep 1a-1b Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (2019-nCoV’ 7,096

L, P! polypi P pl ry syl

. 1ab (SARS-Cov-2)
Popular organisms

Figura 5. Entorno de Uniprot

2. Se selecciond la entrada correspondiente para desplegar el mend donde se
encuentra toda la informacién de la proteina y descargar la secuencia fasta de la

barra de herramientas, segun el boton sefialado (Figura 6).

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL Help Contact

UniProtKB - PODTD1 (R1AB_SAR$2)
Display N BLAST =Align b1Format @ Add to baskey/ @ History D Help video 7 Add a publication " Feedback
. View format ®
Entry Protein | Repli

Text
Publications Gene Fep | FASTA (canonift)

FASTA (canonical & isoform)
Feature viewer Organism Sevel XML R019-nCoV) (SARS-CoV-2)

n RDF/XML

Feature table Status ?I Re cep imental evidence at protein level*

None i i
2% Function
Multifunctional protein involved in the transcription and replication of viral RNAs. Contains the proteinases rasponsible for the cleavages of the polyprotein.

# By similarity ~

Host translation inhibitor nspi:
Inhibits host translation by interacting with the 40S ribosomal subunit. The nsp1-408 ribosome complex further induces an endonucleslytic cleavage near the 5'UTR of

host mRNAs, targeting them for degradation. Viral mRNAS are not susceptible to nsp1-mediated endonucleolytic RNA cleavage thanks to the presence of a 5'-end
leader sequence and are therefore protected from degradation. By suppressing host gene expression, nspi facilitates efficient viral gene expression in infected cells
and evasion from host immune response. By similarity ~

May play a role in the medulation of host cell survival signaling pathway by interacting with host PHE and PHE2. Indeed, these two proteins play a role in maintaining

Figura 6. Men0 desplegable para la descarga de secuencias en formato FASTA

3. Se identificd en la secuencia FASTA los aminoacidos que permiten a la proteina
tener su actividad, en este caso infecciosa, y se realiz6 un alineamiento (BLAST)
frente a toda la base de datos, usando la propia herramienta de Uniprot, con la
finalidad de encontrar estructuras homologas, la secuencia se coloca en el espacio
sefialado (Figura 7).
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BLAST
How to use this tool i q 0 r e x

1. Enter either a protein or nucleotide sequence or a UniProt identifier (e.g.P00750 or
A4_HUMAN or UPI0000000001) into the form field

2. Optionally, change the program parameters with the dropdown menus under the form.

3. Click the Run BLAST button

The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) finds regions of local similarity betwe:
sequences, which can be used to infer functional and evolutionary relationships beg#fen
sequences as well as help identify members of gene families.

@ Help DI BLAST help video 8 Other tutorials and videos ¥ Downloads

[>SERS-CoV-2
|SGFREMAFPSGRVEGCMVQVT CGTTTLNGLWLDDVVY C PREVICT SEDMLN PNYEDLLTRESNENFLVQAGNVOLRV IGHSMONCV LK LKVDTAN PRT PRYRFVR IQPGQT FSVLACYNGS PSGVY QCAMRENFT IRGSFLNGSCE NIDYD
cVSFCYMHEMEL PTGVHAGTDLEGNFYGPFVDROTAQARGTDTTI TVNVLAWLY AAVINGDRWF LNR FTTTLNDFNLVAMEYNYE PLTQDEVDI LEFLSAQT GIAVLOMCAS LKE LLONGMNGRTI LGSALLEDE FTPFDVVRQCS GV"‘FQ

e

Target database * ( E-Threshold® Matrix* Filtering* Gapped* Hits*
[UniProtks reference proteomes plus SwissPrat_ | [10 v|  [Aute ~| [None ~|

ERun BLAST in a separate window.

Clear ™ Run BLAST

Figura 7. Herramienta Blast de Uniprot

Nota: Es importante realizar una modificacion en el nombre de la proteina a continuacion
del simbolo “>” con la finalidad de tener una mejor identificacién de la misma dentro del
alineamiento.
4. Del total de organismos homologos encontrados, se hizo énfasis en los virus, que
fueron separarados acorde al enfoque del trabajo de investigacién (virus
humanos), para desplegar el alineamiento se seleccion6 “View alignment”

(Figura 8)

—
| ANl (142) ~Alignments
Map to F—— 7 Columns 4110250142 p Show

UniProtks
Entry Alignment overview Info
UniRef

Query: SARS-CoV-2 B202009245C475328CEF75220C360D524E9D456CE0E49259

UniParc

. D PODTC1 R1A_SARSZ - Replicase polyprotein 1a - Severe acute res... - View alignment N
View by E-value: 0.0 =

Score: 1,646

Results table Ident.: 100.0%

Taxonomy O PoDTDL R1AB_SARS? - Replicase polyprotein 1ab - Severe acute res... - View alignment N
E-value: 0.0 i
Text version Score: 1,646

Ident.: 100.0%
XML version

] PoceFs R1A_BC279 - Replicase polyprotein 1a - Bat coronavirus ... - View alignment L
Demo E-value: 0.0 *
———
B Help video Ident.: 96.1%
) Pocevs R1AB_BC279 - Replicase polyprotein 1ab - Bat corenavirus ... - view alignment L
E-value: 0.0 %

Score: 1,604
Ident.: 96.1%

[0 A0AQUIWHGE AOAQUIWHGB_CVHSA - 2'-O-methyltransferase BtRf-BetaCoV/HeB2013 - View alignment
E-value: 0.0

Score: 1,601
Ident.: 95.8%

[ Poceus R1A_CVHSA - Replicase polyprotein 1a - Human SARS coron... - View alignment N

el —

Figura 8. Resultados de homologia arrojados por Uniprot

5. Se observd los alineamientos individuales de la proteasa del coronavirus SARS-
CoV-2 con sus virus homologos, identificando también el sitio de la proteina

donde se ha encontrado la similitud.
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Annotation
[ Active site

[ Beta strand E-value: 0.0
O chain Score: 1600
[ pomain Ident. 96.1%
[ Helix Positives - 98.7%

Query Length: 306
Match Length: 4382

[ Natural variant
O turn

Amino acid properties
[ similarity

POC6US  R1A_CVHSA - Replicase polyprotein 1a Human SARS coronavirus (SARS-CoV)

—

(Severe acute respiratory syndrome coronavirus)

Valores que determinan
homologia

Sitio donde ambas
e B .
— proteinas son homdlogas

(O Hydrophobic
O negative

[ positive

[ aliphatic

O Tiny

[ Aromatic

[ charged

O small

O polar

Ceig

[ serine Threonine

Figura 9. Obtencidn de informacion de alineamientos individuales

6. Se determino aquellas proteinas con mayor similitud y alto valor investigativo a

través de valores como el E-value y el % de Identidad por los siguientes criterios:

Tabla 4. Valores de E-Value

E-value < 0,02

Secuencias Probablemente Homologas

0,02 < E-value <1

Homologia no descartable, corroborar

con otros analisis

E-value > 1 Homologia no significativa
Tabla 5. Valores de Identidad
Estructura similar y posible funcion
ID >45% .
similar
ID >25% Similitud en el plegamiento 3D general

ID =18-25%

Zona gris (similitud dificil de asignar)

ID < 20%

No existe similitud
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En Pdbe Fold: Se ingresoé al siguiente link: https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/

1. Se selecciond la opcion “Launch Pdbe” y en las opciones desplegadas, se coloco
el codigo de la proteina (6yb7) y se definid el porcentaje de similitud deseado,
seguidamente enviar a consulta (Figura 10).

Bringing Structure to Biology
« Share B Feedback

@ Submission Form @pairwise

3D alignment Oomuticle
Query Target
Source: | PDB entry b, Source: _Whu\e PDB archive ~

Select chains v Find chains

Chains: |(all)
Lowest acceplable maich (%) Loveest acceplable maich (%)

match individual chains best matches only
maich connectivity unique matches only

if no matches within limits of acceptability are found, show close ones

Precision [nomal v]  sortby [Gsmae v Viewer [Jmol_w

Submit your query

Figura 10. Entorno de Protein Data Bank

2. Enlalista de organismos e inhibidores desplegada, se realizé una seleccion previa
acorde a los requerimientos de investigacion (microorganismos patogenos al ser

humano), tomando nota de los cddigos correspondientes (Figura 11).

Structure Alignment Results. @

Query: pdb entry 6yb7:A , 306 residues
SARS-COV-2 MAIN PROTEASE WITH UNLIGANDED ACTIVE SITE (2019-NCOV, CORONAVIRUS DISEASE 2019, COVID-19)

Examined 163448 entries, (439847 chains). Displaying Matches 1-20 of 461.
[(Backto query | [next | lastpage |Sori by _[Q-score ~] arange by SCOP family (] match

#  scoing @  RMSD Mug Ny % Query Target (PDB entry)

Q P z Yosse Title

1 L.ee 74.2 26.6 6.61 386 @ 188 108 6yb7:A 18@ 306 [J SARS-COV-2 MAIN PROTEASE WITH UNLIGANDED ACTIVE SITE (2019-NCOV, CORONAVIRUS DISEASE 2019, COVID-19)

2 1.6 6.2 24.5 .14 386 @ 188 148

@ 306 [ CRYSTAL STRUCTURE OF SARS-COV-2 MAIN PROTEASE (3CLPRO/MPRO) IN THE APO FORM AT 1.2 A RESOLUTION

3 0.99 64.7 24.2 .24 386 @ 189 120 G6yng:A 100 306 [J STRUCTURE OF SARS-COV-2 MAIN PROTEASE BOUND TO 2-METHYL-1-TETRALONE

4 ©.99 58.6 23.0 @.25 306 @ 109 28 386 [ STRUCTURE OF SARS-COV-2 MAIN PROTEASE BOUND TO PYRITHIONE ZINC

5 ©8.99 74.2 26.6 8.8 384 @ 100 198 384 [ COVID-19 MAIN PROTEASE WITH UNLIGANDED ACTIVE SITE (2019-NCOV, CORONAVIRUS DISEASE 2019, SARS-COV-2)

6 ©.99 74.2 26.8 .10 384 @ 100 108 304 [J PANDDAANALYSIS GROUP DEPOSITION - CRYSTAL STRUCTURE OF SARS-COV-2 MAIN PROTEASE IN COMPLEX WITH Z126932614
7 ©8.99 74.2 26.6 8.10 384 @ 100 108 3e4 [ PANDDAANALYSIS GROUP DEPOSITION OF GROUND-STATE MODEL OF SARS-COV-2 MAIN PROTEASE SCREENED AGAINST DSI

POISED (ENAMINE), FRAGLITES AND PEPLITES (NEWCASTLE UNIVERSITY), MINI FRAGS (ASTEX), YORK 3D (YORK UNIVERSITY)
ELECTROPHILE CYSTEINE COVALENT (WEIZMAN INSTITUTE) FRAGMENT LIBRARIES

e 306 [J STRUCTURE OF SARS-COV-2 MAIN PROTEASE BOUND TO AZD6482.

2 3ea [ PANDDAANALYSIS GROUP DEPOSITION . CRYSTAL STRUCTURE OF SARS-COV-2 MAIN PROTEASE IN COMPLEX WITH
— — S—— —

Figura 11. Lista de resultados arrojados por Protein Data Bank
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3. Una vez obtenidos los codigos de las estructuras deseadas, se ingreso al dominio:

https://www.rcsb.org/ que va a permitir obtener informacion de las mismas, con la

colocacion del cddigo correspondiente en la barra de busqueda.

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ Visualize ~+ Analyze v Download ~ Leam ~ More ~

169117 Biological ‘ & / .

) Macromolecular Structures
Bt || Enabling Breakthroughs in
PROTEIN DATA BANK Research and Education in PDB ID(s) jrch | Browse Annotations

6YNQ

[ oeios P S T

A Structural View of Biology September Molecule of the Month

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps

~D : students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture
'+ Deposit from protein synthesis to health and disease

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data.
Q Search

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
research and education in molecular biology, structural biology, computational
L4l Visualize biology, and beyond

Analyze

4 Download CORONAVIRUS

W Leam

Figura 12. Entorno de RCSB PDB

4. De los ligandos unidos a la proteina del virus, se selecciono el principal (Figura

13).

RCSB PDB  Deposit -~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~

Small Molecules

Liganes @I
D /hains Name / Formula/ InChl Key 2D Diagram 3D Interactions
PN A (2~{S})-2-methyl-3,4-tihydro-2~{H}-naphthalen-1-
Query on PEN one °

CiiHiz0 R J"/
Dovinload CCO File @ GANIBVZSZGNMNB-QMMMGPOBSA-N “ l
DMS A DIMETHYL SULFOXIDE
Query on DMS C2Hs0S /

IAZDPXIOMUYVGZ-UHFFFAQYSA-N —
Downioad CCD File @

CL A CHLORIDE ION

Query on CL Cl
VEXZGXHMUGYJMC-UHFFFAOYSA-M

Dowinload CCD File &

Figura 13. Identificacion del posible inhibidor de interés
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5. Una vez desplegada la informacion correspondiente del inhibidor, se extrajo su
nombre completo, estructura quimica en 2D y estructura isomérica smiles que
fueron esenciales para la construccion de la libreria y estudios posteriores (Figura
14).

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ \Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More «

o P6N
‘ (2~{S})-2-methyl-3, 4-dihydro-2~{H}-

’ naphthalen-1-one

Find entries where \

PEN is present as a standalone ligand

PE&N as a non-polymer iz covalently linked to polymer or
other heterogen groups

P6MN is present in a polymer sequence

Find related ligands
Similar Ligands (Sterec Specific)

Similar Ligands (incl/ Sterecisomers)
Ratate | Hydrogens | Labels Similar Ligands

\iew summary at Ligand Expo

Chemical Component Summary Chemical Details

Name (2~{5])-2-methyl-3 4-dihydro-2~{H}-naphthalen-1-one Formal Charge 1]
Identifiers (2~{S})-2-methyl-3 4-dihydro-2~{H}-naphthalen-1-cne Atom Count 24
Formula Ci1Hiz 0 Chiral Atom Count 1
Molecular Weight 16021 Bond Count 25
Type MOMN-POLYMER Aromatic Bond Count 6
Isomeric SMILES ClIC@HNCCe2eccec2C1=0 /

InChi INChi=15/C11H120/c1-8-6-7-8-4-2-3-5-10(8)11(8)12/h2-

5,8H.6-TH2 1H3A8-/m0/s1

GANIBVZSZGNMNE-QMMMGPOBSA-N

Figura 14. Informacion desplegada correspondiente al ligando seleccionado

1.8.1.1 Alineamiento total de estructuras

1. Se ingreso al siguiente enlace: http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:reqular

2. Se ingresaron las secuencias previamente obtenidas de Uniprot o PDB en formato

FASTA en la seccion “Entrada de secuencias” (Figura 15).

-
I ( o F F E E Casa  Historia  Tutorial  Referencias  Contactos  Proyectos  Descargar

T-Coffee

Alinea ADN, ARN o proteinas utilizando el T-Coffee predeterminado

Entrada de secuencias

Secuencias para alinear |>SARS-CoV-2
Haga clic aqui para usar el archivo de  |SGFRKMAFPSGKVEGCMVQUTCGTTTLNG ML DDVWYCPRHVICTSEDMLNPNYEDLL IRKSHHNFLVQAGHNVQLRVIGHSMQNCVLKLKVDTANP
muesira [KTPKYKFVRIQPGQTFSWLACYNGSP: QCAMRPNFTIKGSFLNGSCGSVGFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDLEGNFYGPFVDRQTAQ
JAAGTDTTITVNVLAWLYAAVINGDR! RETTTLNDFNLVAMKYNYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCASLKELLQNGMNGRTILGSALLE
[DEFTPFDVVRQCSGVTFQ

>SARS-CoV -
S GFRKMAF PSGKVEGCHVQUTCGTTTLNGLILDDTVYCPRHVIC TAEDHLNPAYEDL L TRKSHHSFLVQAGNVQLRVIGHSMQNC LLRLKVDTSHP

-0 - )—aﬁa clic agui para cargar un archivo

Figura 15. Entorno de la herramienta TCOFFEE para alineamientos de secuencias

19


http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular

3. En la nueva ventana desplegada, en la seccion de “Archivos de resultados” se

selecciond el archivo fasta aln para descargar.(Figura 16).

Hepatitis
Mycobacterium

L
VA AVR S KAPG AT V

contras

Citacion

Cite este resultado consultando los articulos en este

Archivos de resultados

————
L LG WHP RLA QRILFNTVMMENCSDLDVV_F

A LT F Q DPSG G

Entrada (s) Secuencias de entrada
Sistema Linea de comando Archivo de registro
Arbol archivo dnd

Alineacion multiple | archivo score_htm|

archivo clustalw_aln

archivo fasta_aln archivo score_ascii archivo phylip

Figura 16. Formatos de descarga del alineamiento realizado.

4. Se ingreso al dominio: http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html

5. Se configuro el formato de salida a “RTF new”, el formato de secuencia de entrada

a “otro”, se pego las secuencias descargadas en el formato previamente descrito y se
prosiguid a “Ejecutar BOXSHADE”. (Figura 17).

preguntas frecuentes

[RTFnew  v| <@
Formato de salida | RTF_new ~l <
Tamafio de fuente

Hinea de consenso

Fraccion de

secuencias: (que debe estar de acuerdo para sombrear)

Ingrese ol nimerode [ |solo si se requiere ‘consenso para una sola secuencia®

secuencia:

Titulo de la consulta
(opcional)

= Al pegar archivos MSF o ClustalW, asegurese de
que el texto pegado comience con |a linea de encabezado de la alineacién y
no contenga lineas en blanco adicionales en la parte inferior.

Formato de
‘secuencia de
trada

Pegue su archivo de
alineacion mitiple
(consulte los
formatos validos
més arriba)

4—

>SARS-Col-2
SGF-- - Ro-oommmmmmom s KM= - -
AFPSGKVEGCMVQUTCGTTTL
LWL~ - DDVWYCPRHVICTSEDHLNPNYEDLL -
GNVQLRVIGHSMQNCY

NG
~IRKSNHNFLYQA- - -

| Ejecute BOXSHADE ... | Clear Input |

Figura 17. Entorno de la herramienta destinada a dar formato al alineamiento

6. Se descargar el alineamiento en el apartado de “Salida nimero 17
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http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html

<« C @ embnetuital-it.ch/cgi-bin/BOX_form_parser

@ O feccbook @ O A oto B videos @ & DIAPOSTIVASDEC.. wx @ & Animacion @) Biografic ] @
N ExPASY
e | 2R IR RARY BoxShade

Resultado de BOXSHADE

BOXSHADE ahora ha creado el archivo de salida que se puede descargar.

Salida nimero | < —

Nota importante: si recibe un mensaie de error al hacer clic en el enlace anterior, lea esta pagina

Figura 18. Botdn para la descarga del alineamiento.

1.8.2 DETERMINACION DE LOS SITIOS DROGABLES DE LA PROTEINA
1. Se descargd el formato PDB la estructura de la proteina con su inhibidor.

RCSB PDB  Deposit v Search ~ ualize ~+ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~

< Biological Assembly 1 @ > 6YNQ RO

FASTA Sequence

Structure of SARS-CoV-2 Main Protease bound to 2-Methyl-

PDB Formal
DOI: 10.2210/pdb6YNQ/pdb

PDB Format (gz)
Classification: PEPTIDE BINDING PROTEIN
organlsm(s): Se syndrome coronavirus 2 P BHRGIE Eatat
Expression System:

Mutation(s): No €@ PDBx'mmCIF Format (gz)

Deposited: 2020-04-14 Released: 20
Dep: jon Auth: : Guenther, S

PDBML/XML Format (gz)

2 Biological Assembly 1

Figura 19. Menu de descarga de estructuras en formato pdb

2. Se visualizd la estructura previamente descargada en software bioinformatico
conocido como Wincoot (Para el proyecto se utilizé la version 0.8.7) (Figura 20).
para lo cual se uso en la opcion “Open Coordinates” y seguidamente Se selecciono

la estructura deseada en formato PDB

a x
R/RC
Map
=1 Open MTZ, mmClIF, fcf or phs. ©
&1 Open Map. ()
4k Import CIF dictionary... T
T
)
Z Fetch PDB using Accession Code. '
UF Fetch PDB & Map using EDS. b
Fetch PDB & Map using PDB REDO... 2
Save Coordinates... &2
I8 Save Symmetry Coordinates.. o
[E] save State.. &
P Recover Session.. &
Export Map... &y
Export Map Fragment...
-
98 Delete Molecules and Maps... o
+*
ol Bt +
X
+
&
]
Successfully read coerdinates file C:\Users\delliS\Downloads\6yng.pdb. Melecule number 0 created

Figura 20. Entorno de software Pymol version 0.8.7

21



3. Enlabarra de tareas superior se selecciond la opcion “Go to next Ligand” (Figura
21), para que el programa nos lleve a la seccion de la proteina donde el ligando se
ha unido, la estructura de la proteina principal se denota como “A” y la cadena del

ligando como “B”

* WinCoot 0.8.7
File Edit Calculote Draw Messures Validate HID About Ligand Extensions

=
8

[Go To (Next) Ligand

VXEOO

K\

v %2

AR

e

Centred on residue 1 C in molecule 0.

Figura 21. Visualizacion de la estructura del ligando

4. Se usO la opcion “Measures” y seguidamente “Enviroment Distances” (Figura
22) con el fin de visualizar la distancia y el tipo de enlace que presenta el ligando

hacia la proteina.

x
R/RC
Map
T
&4 Clear Atom Labels it
® »
a
Show Residue Environment? Z
Environment Distance Type Selection 'r,\‘
Hydrogen/Other Bonds @
Bumps
Cut-off Distances #\
Min Distance | 1.8 ©
Max Distance | 4.0 A&
[ Label Atom? N
oy
B
+'x
X
L]

Centred on residue 1 C in molecule 0.

Figura 22. Funciones del programa Wincoot usadas en la investigacion
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5. EIl 4tomo del compuesto presente en aquella region fue develado mediante la
accion de doble click en el punto deseado, denotando el aminoécido presente, el
cual puede ser identificado como de la proteina al contar con la leyenda

correspondiente

* WinCoot 08.7
File Edit Calculste Draw Messures Validate HID About Ligand Extensions

B @ Re [ Display Manager =& §.

(mel. ne: 0) CD /1/A/168 PRO occ: 1.00 bf: 33.25 ele: C pos: (-14.45, 4.07,68.95)

Figura 23. Visualizacion de los aminoacidos de la proteina y su interaccion con el
ligando

1. Una vez identificados todos los aminoacidos a los que se encuentra unido el
inhibidor, se habia determinado los sitios drogables de la proteina, los cuales fueron
el objetivo para el desarrollo de un nuevo inhibidor.

2. Se repitio el mismo proceso con todos los inhibidores escogidos de la base de

datos, y se identifico aquellos sitios donde los aminoacidos han sido conservados.

1.8.3 MAPEO, DETERMINACION Y CARACTERIZACION DE LA
ESTRUCTURA DE MOLECULAS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA

Las moléculas obtenidas mediante el cribado virtual de inhibidores de Mpro del virus

SARS CoV-2 y homologos fueron sometidas a andlisis de los sitios de union con los

aminoacidos de la proteasa y se obtuvieron imagenes de cada uno donde se muestra su

interaccion con la misma, finalmente fueron mejoradas en el programa Mercury el cual

tiene la facultad de incluir enlaces faltantes, definir correctamente los existentes e incluir

atomos como el hidrégeno que en la configuracion original no estaban presentes.
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2.3.3.1 Obtencion de imégenes de inhibidores dentro del sitio activo de la proteasa
Mpro

1. Se dispuso del programa de analisis molecular Pymol

2. En el entorno de Pymol ase abri6 el archivo PDB obtenido previamente

Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin  Help

S-COV-2 VIRUS MAIN PROTEASE;

pyMoL> |

all EEHEE
[Zbuy 1 11 [a[sHlL]c

PUMOL>_ T e T o T =T o ST [

Figura 24. Entorno del software de visualizacion molecular Pymol

3. En el menu dispuesto a la derecha, se elimino las aguas remanentes en “Hide” y

se convirtid la estructura a modo superficie en “Show” (Figura 25).

rikbbon

ribbon

cartoon cartoon

chain

chaik

Figura 25. Menu desplegado del software Pymol
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4. Se selecciond en la secuencia, la estructura correspondiente al inhibidor y fue
visualizado a manera de palillos y esferas en el menu “Show” correspondiente al

ligando seleccionado.

Figura 26. Visualizacion de la estructura del ligando y la proteina en 3D

Nota: En algunos casos los &tomos de los ligandos formaron parte de la estructura
en superficie de la proteina y en ese caso se requiri6 modificar el archivo en
formato PDB valiéndose de la herramienta block de notas, donde se elimino el
inhibidor seleccionado en (Figura 27) y la proteina vacia se acoplo al ligando

obtenido de la estructura inicial

| 7buy (1): Bloc de notas - m} *
Archive  Edicion  Formato  Ver Ayuda
ATOM 2365 (D GLN A 3@6 -45,493  -1.189 308.383 1.00 79.85 C ~
ATOM 2366 OE1 GLN A 306 -45.968 ©.8084 30.865 1.00 83.78 Q
ATOM 2367 NE2 GLN A 3@6 -46.086 -2,221 29,992 1.8@ 58.61 N
2368
JRY A 481 <] - £
JRY A 401 ] . c Delete
JRY A 481 ] - L
1 JRY A 401 ] . C /
JRY A 481 ] . C
JRY A 481 ] - L
JRY A 481 -] - L
JRY A 481 a. . N
JRY A 481 11. 17. a. 2. 0
HETATM 2378 DM5 A 482 -12. . .e22 1 . S
HETATM 2379 0  DM5 A 482 -13.779 12.314 63.355 1.8@ 52.52 0
HETATM 2388 C1 DMS A 482 -12.001 13.803 64.499 1.80 42.19 C
HETATM 2381 (2 DMS A 482 -11.271 11.721 63.813 1.8@ 32.15 C
HETATM 2382 S  DM5 A 483 -16.809 33,864 54.309 1.00 82.45 S
HETATM 2383 0 DMS A 483 -17.651 32.808 53.188 1.@8 63.18 0
HETATM 2384 (€1 DMS A 483 -15.342  31.998 54.227 1.0@ 58.63 C
HETATM 2385 (2 DMS A 483 -17.683 32,412 55.765 1.00 44.208 C
HETATM 2386 S  DMS A 484 -26.823  3.784 38.278 1.80185.76 S v

Figura 27. Codificacion correspondiente al ligando, dentro de la estructura total
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5. Finalmente se escribid escribir en la barra de comandos “ray 5000” para obtener

una imagen de alta resolucién en formato PNG

Build Maovie Display Setting 5Scene Mouse Wizard Plugin Help

4 EC: 3.4.22
5 EMGIMNEERED
ctMolecule: Read

PyMOL> ray 5000|

Figura 28. Funcion “ray” de Pymol para obtener una imagen de la estructura

2.3.3.2 Optimizacion de Ligandos

1. Se dispuso del programa de analisis molecular Mercury

2. En el entorno de Mercury se cargo la proteina deseada

@ 00000001 (Unknown) - Mercury -
File Edit Selection Display Calculaste CSD-Community CSD-System CSD-Materials CSD-Discovery CSDPython APl Help

Open. e | v Clear Messurements| [ ][O € | | O3 show Labels for [l atoms vith Atom Labe!

Recent Files v w||: Manage Styles... |Work | - Atom selections: v Select by SMARTS:|[c]

Sketch Molecule... Ctrl+ K a b ¢ a® b* ¥ X+ y- y#+ z- z+ x90 x#80 90 y+80 290 480 ¢« = 4 T om- zoom+

¥ Auto Edit Structure on Load Structure Mavigator
00000001
Save As.. Ctri+S o

Crystal Structures Spacegroup
ZZZWQW01 P212121
IITWQY  Fa132
ZITWRA  Unknown
ZZTICA0T  Unknown
ZIZZCA0Z P21/c
LIZICADZ P-1
TITICAML P-1
TI7ICBOT  Unknown
ZITICBO2 P-1

POV-Ray Image...
Print in 3D...

Exit

Ctrl+Q

ZZ7ZCROZ P-1
ZIZICBo4 P-1
ZIZICBOS P-1
Aug20
Mar20
May20
~ Structures
~ AST.pdb
P

00000001 Unknown
Refcode Lists
ConQuest Hits
Mercury Files

Display Options

Figura 29. Entorno del programa Mercury
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3. En el mena Edit. se selecciond la opcion “Auto-Edit Structure” que despleg6 un
menu por el que el programa afadira tomos faltantes y estandarizara los ligandos

presentes en la molécula. (Figura 30).

File ommunity CSD-System  CSD-Materials  CSD-Discovery CSD Python APl Help

o AutoEdit  Manual Edit
Dickir & [ £ |2} | [ show Labels for with
Style N k Y 1 manage Styles... |Work v | Atom sele v Select by SMARTS: [c] | [A 1deniify polymesic bonds
O Copy Image to Clipboard CtrsC = b= = x- x4 y- y+ z- 24+ x90 +30 %0 ¢ > 4 1 wom om+ [ Guess bond types

Edit Structure.. Struct [OFY

Auto Edit Structure... 0000(
Normalise Hydrogens.. 4 Cryst
Polymer Expansion...

Transform Molecules.

Change Spacegroup Setting... 5 conventions
Invert Structure | ( [A Aromatic bonds

Change Spacegroup to Subgroup... [ Delocalised Bonds

Apply Close

O Only bonds with unknoan types

[ Standardise to Cambridge Structural Datab

Figura 30. Funcion usada en la optimizacion de ligandos /

4. Elarchivo fue guardado en formato “MOL.2”
1.8.4 DOCKING O ACOPLAMIENTO DE LA MOLECULA INHIBIDORA A
LA PROTEINA
1. Se dispuso del software de acoplamiento molecular GOLD

2. Se definid la proteina objetivo para el acoplamiento

—
® °

File Edit Selection Display @ Choose a protein file

[ Depth Cueing | | Wizard step 1: Select one or more proteins e
Either chaose a protein already loaded in the visualiser or load a new file. Disefios funcion... » Docking local
Picking Mode: | Pick Atoms o
Global Options Organizar *  Nueva carpeta
Atom selections: ’
lombre echa de mo
Molecule Expl Wizard steps: .
oRecute Sxplarer Select proteins to use: LoadProtein | | # Accesordpido

1. Select a protein

Display ~ Movable  Desciptors 1 & Thay
) . etup .
| | 3. Define the binding site W Drelietve i 7BQY _protein
£ | | % Configuration template W fit_pts
11 | s select soands [ Este equipo "3 .l
| 6. Choose a fitness function A Nacrarnac e
7. GA search optons

Chains

[] List all loaded fies (not just proteins)

Protein score offset (ensemble docking only’

[ Fix al protein rotatabie bonds /

e K2 Next > | |Cancel Wizard

Figura 31. Entorno de GOLD Protein Docking Ligand
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3. Se configurd la proteina de tal manera que se afiadan los hidrégenos faltantes, se
eliminen las moléculas de agua sobrantes y se extraiga el ligando de referencia,

funciones sefialadas en (Figura 32)

@ GOLD setup

Wizard step 2: Protein setup

At this point you have the chance to edit your protein structure if required e.g. add hydrogens, delete waters...

Giobal Options ~ TBQY

Protonation &L Tautomers
Extract/Delete Waters Protonation Rules:
Delete Ligands/Cofactors

Add Hydrogens

Soft Potentials
Metals Resdus Set: All Protein Resduss

straint FipAsnGln  Hs Tautomers

on Motif HIS41 A Edit selected residue
HISE4 A
HISED A
HIS163 A
HIS164 &
HISIT2 A
HIS246 A

Figura 32. Configuracion de la proteina objetivo

4. Se definid el sitio de union de los inhibidores a la proteina, para lo cual se tomo

como referencia el ligando que originalmente se encontraba unido a la enzima.

@ GOLD Setup — *

Wizard step 3: Define the binding site

The binding site can be defined by several different ways: an atom, a point or a reference ligand. Atoms can be selected in the visualiser,
Global Options 7BQY

Wizard steps:

1. Select a protein
2, Protein setup =
3. Define the binding site

(_) Atom - select an atom in the visualiser or enter an atom index

4, Configuration template () Point - select atoms to define a centroid or edit XYZ
3. Select igands
6. Choose a fitness function e Resst
7. GA search options
8. Finish f. Onie or & igands or cofactors
o, eay

() List of atoms or residues

Select all atoms within |6 A
[ Generate a cavity atoms file from the sshection Refine Selection

[] Detect cavity - restrict atom selection to sohvent-accessible surface

[ Force al H bond donars facceptors to be treated as sohvent accessile

Add Definition as a Selection

Heb A? < Back Next> | |Canesl Wizard

Figura 33. Configuracion del sitio de acoplamiento para ligandos.
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5. Se selecciono el programa de acuerdo al tipo de enzima estudiado, en este caso

una serine proteasa.

@ GOLD Setup - X

Wizard step 4: Optional - load a configuration template
Either choose to load one of the configuration templates in the list using the ‘Load Template' button or press Next >' to continue with the
default settings.

Global Options 78QY

Wizard steps: Available Templates:

1. Select a proten

2. Protein setup chemscore_kinase Load Template
3. Define the binding site chemscore_p450_csd

4. Configuration template gold_folate_enzymes VS Refresh List
5. Select igands gold_kinase_VS

6. Choose a fitness function gold_metallo_protease_gen_VS

7. GA search options gold_nuclear_hormone_rec_VS

8. Finiah gold_phosphediesterase_VS

gold_serine_protease VS
goldscore_p450_csd

Figura 34. Definicion de programa para acoplamiento molecular.

6. Se afadieron los ligandos obtenidos de PDBE Fold, Covid Box y aquellos que
fueron disefiados.

@ GOLD Setup

Wizard step 5: Select ligands
Choose one or more igands to be docked into the protein by diddng the "Add’ button.

Global Options 7BOY

Wizard steps:
1. Select a protein
2, Protein setup AST.mol2
3. Define the binding site i 2
4. Configuration template AS6.mol2
.mol2
5. Select ligands
6. Choose a fitness function AS5.mol2
7. GA search optons

8. Finish ASA.mol2

Ligand File GA Runs First Ligand Last Ligand

A53.mol2

Mol

UHG.1.mol2

U05.1.mol2

Té6).1.mol2

T5Y.1.mol2

TiD.1.mal2

2 [0CS. 1 mol2

K1¥.1.mol2

K1G.1.mol2

Ad2.1.mol2

1541 mal?
[ show full fie paths

Reference lgand:

Next » Canoel Wizard

Figura 35. Adiciéon de los ligandos optimizados para el acoplamiento molecular
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7. Seescogid el programa CHEMPL y se modifico las opciones de terminacion
rapida a un numero entero que seria 1 para lograr mayor afinidad en el

acoplamiento.

Wizard step 6: Choose a fitness function
GOLD offers several different scoring functions - the original GoldScore is the default. Please choose the one you wish to use for this
dodking.

Global Options TBQY

Wizard steps: [ Docking
1. Select a pratein

2. Protein setup Scoring Function: CHEMPLP v
3. Define the binding site

4, Configuration template Parameter file: |DEFALLT

5. Select hgands

6. Choose a fitness function
7. GA search ophons

8. Finih
Less <<

. Early Termination Options X

Terminate the number of GA runs early if the top |3 solutions are within |1 R
Figura 36. Eleccion de programa para el estudio

8. Se selecciono velocidad de anélisis lenta para asegurar la exactitud de los

resultados posteriores

@ GOLD Setup — *

Wizard step 7: Genetic Algorithm search options

The time taken to perform a dodking is a balance between speed and accuracy - the slower the doddng the more acourate it will be.

Global Options 7BQY

Il\tlzsz:;tt:ilmtn (®) Slow (most accurate) More >>
2. Protein setup ) Medium

3. Define the binding site —

4. Configuration template _) Fast (least accurate)

5. Select igands

6. Choose a fitness function
7. GA search options
8. Finish

Figura 37. Definicion de parametros para acoplamiento molecular

9. Antes de finalizar, en la seccion “Advanced” (Figura 38) se modifico aquellos
residuos identificados como flexibles, incluyendo sus Rotameros en el analisis,

seguidamente se mando a correr el programa mediante el boton “Run Gold”
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Conf fie: Load Save
Global Options 7BQY
r < s 3 .
:(f::;d;:,:,f?;ﬁmﬂ Rotamer hibrary: [am Fles\CODC Discovery_20201G0LD\gald @ Edit Rotamer Library HiS41
g::tt;:,sg'::j;;:::dors Residue Status Details HIS41
Soft Potentials ASN28 A Rigid Chi 1
Metals HIS41 A Constrained 8 rotamers
Constraints CYSH A Rigid
Covalent SER46 A Rigid
Interaction Motif MET49 A Constrained 13 rotamers
LEUSO A Rigid
TYRS4 A Rigid a2
ASNTI9 A Rigid
PHET40 A Rigid Fooct
LEU141 A Rigid
ASNT4Z A Constrained 7 rotamers
SER144 A Rigid
CYS145 A Rigid Rotamer Library Operations
HIS183 A Rigid Libeary Rigid
HIS154 A Rigid
MET165 A Constrained 13 rotamers [ improper
GLU16G A Rigid
LEU167 A Rigid \\N‘nc Improper
HIS172 A Rigid =
PHEIB1 A Rigid Rotamer2
VAL18G A Rigid Rotamer3
ASP1B7 A Rigid Rotamerd
ARG18E A Coenstrained 34 rotamers RotamerS
GLN18S A Constrained S rotamers Rotamess
THR190 A Constrained 3 rotamers [ S,
GLN192 A Rigid £
Highlght Al | [Highight None [ Highlight Flexible Cancel

Heb

Choose which residues of the bindi
them.

Run GOLD Run GOLD In The Background

site should be flexible, and set rotational parameters for

Finish

flect by SMARTS:TR] Style:
3
X
Chi2
H | [ 3
Reset
Free Crystal From dials
Deita 10 s
Delta Chil 2
62
62
-177
177
177
-85
=% v
>
Accept

Figura 38. Modificacion de residuos flexibles de la proteina

10. Se esperd hasta que el programa pruebe los ligandos uno a uno

@ RunGoLD

st of igand logs gold_protein.log gold.arr

gold.log
gold 82 ml.log
gold 83 ml.
gold |
gold

log
1.log

gold 87.1
gold
gold 85 mil.
G’-?:I.rJ_'H _ ml.log
gold 51.1 ml.log
gold 22 ml.log
gold 53 ml.log
gold_94 ml.log
gold 55 _ml.log
gold_%€ ml.log
gold_S7_ml.log
gold_% 1.log
gold .log

gold 1 ml.log
gold 1 ml.log
gold 102.1 ml.log
gold 103 ml.log

This list wil be updated every 10 seconds. Clidk on a log to view it

Meszages

ligand log

Cose

Figura 39. Proceso de analisis y prueba de los ligandos por parte del software

31




11. Se ordend las soluciones en funcién de su PLP Score y se extrajo los 3 primeros
resultados de los ligandos de covid box y todos los correspondientes a los

ligandos disefiados.

@ Hermes - X
File Edit Selection Display Calculste Descriptors GOLD Databases CSD Python APl Help

[] Depth Cueing Graphics Objects [] Show hydrogens [] Show unknown atoms | Colors: 3% £ 5% Tiing: il &8 i B P9 selectby sMarTSH[d Style: Wreframe
Picking Mode: | Pick Atoms v e )C X X+ y- y+ 2o 2+ x90 x450 y90 y+90 290 2490 € > U 1 om- zo0m+

Atom selections: | cavity_at v

Molecule Explorer 8 x 7BQY_2
Docking Solutions b —
Customise... Sarti..

Group by: | No grouping

Docking Selutions PLP Fitness PLP.Chemscore

0.0¢

88838338388 RR8R8R3R8RR83R88%

vy

<

[[J show only cavity and ligand

Figura 40. Obtencion de resultados del acoplamiento molecular

1.8.5 DISENO RACIONAL DE INHIBIDORES
1. Se tomo6 como punto de partida los 3 inhibidores con mayor score obtenidos del
cribado virtual y luego de ser analizados mediante el estudio de acoplamiento

molecular.

-
~ ,? MMV 1580167 MM\V002137 MMV003406
S
! C O O
Y
G
N
S L O
F

o .
g o M

Figura 41. Estructura 2D de los ligandos con mayor actividad inhibitoria de Mpro
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2. Se identifico en las imagenes de las mejores soluciones, los sitios donde existe
interaccion de inhibidor — proteina como también aquellos donde se podria

aumentar grupos funcionales para elevar el score de interaccion.

*
o

Ligando MMV1580167

Figura 42. Posibles sitios para la incorporacion de grupos funcionales al ligando
MMV1580167

3. Una vez identificados los sitios sin interaccion dentro del sitio activo de la
proteasa, se procedid al disefio de grupos funcionales que puedan llegar esos
espacios, tomando en cuenta la distancia entre enlaces Carbono — Carbono que es
de 154 A°

+ Disefio del Ligando AS1

Qe O
N/
T

¢ ¢
W ]
C [+

| | 3
\
N H
— N\ /
N F Hq___, L_hh'\
- z @‘E oy

Figura 43. Transicion de la molécula MMV1580167 al ligando ASL1.
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El ligando se modificé afiadiendo un grupo ciclopentano en la posicién 3 y un
grupo fenilo precedido por 3 enlaces carbono-carbono para acoplarse a la posicién
2, en este primer ligando la posicion 1 no fue tomada en cuenta.

+ Disefio del Ligando AS2

¢
Y 7
2 Vant
Ill'f———_//)
Mo
0 — W
N 3 _‘".A-’ ?é" o
— - __-"- II' S 4
HIII =
‘._--‘/ .o-"-lll:-'--l:
“‘“Nﬁ F !

) :

Figura 44. Transicion de la molécula MMV1580167 al ligando AS2

En este ligando se incluyeron una gran cantidad de grupos funcionales, un anillo de ciclo
pentano para cubrir la posicion 1, un anillo de ciclopropano para otorgarle estabilidad,
una combinacién de un ciclo butano y ciclopropano para mejorar la interaccion hacia la
diada catalitica, un grupo quimico similar al mencionado anteriormente para el sitio 2 'y

un anillo de ciclopropano terminado con a&tomos de fluor para el sitio 3.

% Ligando MMV002137

Figura 45. Posibles sitios para la incorporacion de grupos funcionales al ligando
MMV002137
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+ Disefio del Ligando AS6

Figura 46. Transicion de la molécula MMV002137 al ligando AS6

Para el disefio de este ligando, fue necesario cambiar la conformacion espacial de uno de
sus grupos funcionales (azul) para evitar la colocacion de muchos grupos funcionales en
un mismo sitio de la molécula, que generaria en choques estericos entre los atomos que
afectarian a la union y afinidad del inhibidor, y se coloco un grupo formado por 4 enlacen

carbono-carbono y un fenilo.

+ Disefio del Ligando AS7

s
ol

Figura 47. Transicion de la molécula MMV002137 al ligando AS7

Para este ligando se evallo la colocacion de anillos de ciclopropano en sustitucion de los

atomos de Fldor, para acoplarlos a los espacios 1, 2 y a su vez se vario la conformacion
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espacial del grupo funcional similar al caso anterior, por otra parte, el grupo conformado
por enlaces carbono-carbono y grupo fenilo fue evaluado para el acoplamiento al sitio 3.

% Ligando MMV003406

Figura 48. Posibles sitios para la incorporacion de grupos funcionales al ligando
MMV002137

+ Disefio del Ligando AS3
£ 1

{, | [f“u’ )
N @EH}"

Figura 49. Transicion de la molécula MMV003406 al ligando AS3

C
J
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Para mejorar el acoplamiento de este ligando a la proteina, se optd por afiadir un grupo
funcional conformado por enlaces carbono-carbono terminados en un fenilo de tal

manera que se disponga en la posicion 1.

% Disefio del Ligando AS4

C
g

s

Figura 50. Transicion de la molécula MMV003406 al ligando AS4

Este ligando tiene una estructura similar a AS3, pero con la inclusion de &tomos de
fosforo en los extremos moleculares, buscando que estos orienten a la misma'y se

acoplen a los sitios 2 y 3 y permitan a la molécula extenderse por todo el sitio activo.

+ Disefio del Ligando AS5

J—
F
Y Y
O l‘ -

| /I N, O 7
gsS -

3

-~

[
[/

[::-- S
- o
T 2

1

Figura 51. Transicion de la molécula MMV003406 al ligando AS5

37



Para la preparacion de este ligando se opt6 por la construccion de grupos funcionales
grandes que sean capaces de introducirse completamente en las cavidades del sitio activo
y permitan una inhibicion mas completa, se introdujo un anillo de ciclohexano entre los
2 grupos benceno del inicio de la molécula y se cambi6 el ciclopentano del ligando
original por un ciclohexano.

2.3.4.1 Determinacion de Interacciones Intermoleculares Ligando — Proteina

1. Se ingreso desde el navegador al siguiente dominio:
http://biosig.unimelb.edu.au/arpeggioweb/about/

2. Se ingres6 al menu “Calculate”

3. Se cargo el archivo en formato PDB

Arpeggio  ftHome & Caiculate (@ Downloads @AboutHelp 4 Cite i Acknowledgements X Contact

™~

Calculate Interactions

Step 1: Choose a molecule

We can not guarantee the security of molecules in transit or storage. Uploading is at your own risk.
Submit a molecule in PDE format. Please upload or select a Protein Data Bank file resolved to atomistic detail. \—
File Upload
&7 oo
OR

PDE Accession

Figura 52. Entorno del dominio Arpeggio

4. Una vez seleccionado el archivo, el software permitid escoger la seccion de la

proteina en la que se desea calcular las interacciones, una vez seleccionadas, se

envio a calcular.
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http://biosig.unimelb.edu.au/arpeggioweb/about/

Entities to calculate contacts for

Heteroatom Groups .

» { 3 4 .. ——

[ Chain / Residue 1 (***) <« AN ’_ 2 \‘{/‘ V D,

. - N g 1
Chain-Everything Interactions : e Y -'.(. '}?1\ )% /v

- [ { 'l "';1_ - A |

\ -.L 4 A “T\ >
() Chain — si-. Y / ‘,'.‘1 'f"/ ’
) Chain A e o Py <
Selection

Separate each selection with a new line

Leave the selection blank to calculate all contacts.
This is a preview of your structure following preprocessing. Please let
us know if something doesn't look right at this point, quoting

iowa-london-shade

/ #
Calculate interactions »

Figura 53. Configuracion para la obtencion de interacciones intermoleculares ligando-
proteina.

5. El programa arrojo el resultado del calculo en un archivo en formato PDB, el
cual fue analizado en Pymol donde Gnicamente se tomd en cuenta las

interacciones polares, hidrofdbicas, carbono Piy azufre Pi, en el menu ubicado a

\

la derecha (Figura 54).

d Plugin Help

For Educational Use Only

PyMOL>_

Figura 54. Interacciones intermoleculares calculadas, visualizadas en Pymol.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 HOMOLOGIA DE LA PROTEASA Mpro de SARS CoV-2 RESPECTO A
VIRUS PATOGENOS HUMANOS

La investigacion utilizd un enfoque que plantea el uso de moléculas biolégicamente
activas capaces de anular la actividad de la enzima Mpro la cual es un objetivo por
excelencia al ser una enzima imprescindible para la replicacion del virus, estructurada por
2 subunidades que forman un sitio activo conformado por la diada catalitica de His-41 y
Cys 145 (Pérez & Arce, 2008) y a los que necesariamente la molécula inhibitoria debe
unirse, junto con la mayor cantidad posible de aminoacidos que conforman el sitio activo,
(Tabla 12) y (Anexo 3) resumen las posiciones de estas interacciones.
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Figura 55. Proteasa Mpro de: A: Sars CoV-2; B: Sars CoV; C: Mers CoV; D: HKU1
CoV; E: NL63 CoV; F: 229E CoV, en amarillo se muestra el sitio activo y en rojo la
diada catalitica formada por Histidina y Cisteina.

El punto de partida de esta investigacion fue el analisis de homologia de la cadena de
péptidos que conforman el sitio activo de Mpro de SARS CoV-2 con respecto a otros
coronavirus patdgenos al ser humano, esto proporcioné informacion valiosa sobre los
sitios de unién de las moléculas inhibidoras con respecto a la enzima gracias a los ligandos
que habian sido desarrollados previamente para Mpro de virus similares. (Tabla 6). La
seleccion de los virus homologos se realizé mediante el uso de la herramienta BLAST de
Uniprot, la cual tiene la funcion de comparar secuencias de 2 0 més estructuras mediante
el sobrelapamiento de su cadena de aminoacidos con el fin de encontrar regiones
altamente conservadas, el nivel de similitud entre las cadenas se conoce como % de
identidad y mide el grado de correlacion estructural entre las proteinas donde valores
cercanos a 100 se pueden considerar homologos. Por otra parte, el servidor arroja un valor
conocido como “E-value” el cual mide la significancia estadistica de la homologia
mediante el andlisis de la probabilidad de un alineamiento al azar, siendo mas confiable
el resultado cuando este valor se acerca a cero (Alonso, 2017). Siguiendo estas directrices,
se tomaron como validos para el estudio los coronavirus SARS, MERS, HKU1, NL63 y
229 E ya que, si bien solo el primero contiene un % de identidad alto (96,1%), el valor de
E-value determina su homologia la cual esta dada por la funcion de la cadena de
aminoacidos del sitio activo de la enzima mas que por su conformacién estructural
(Figura 55), donde se muestra el sitio activo de cada una de las proteasas de los diferentes
coronavirus.

Tabla 6. Comparacion estructural entre Mpro del virus SARS-CoV-2 y proteasas

virales.
) Uniprot PDBe fold
Organismos i i
o Valor | Identidad - Cddigo
Similares Identificador | P-score | rmsd
E (%) PDB

Coronavirus
del Sindrome
respiratorio 0,00 96,1% POC6X7 20,8 | 0,722 1zl
agudo grave

(SARS)
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Coronavirus
del Sindrome
respiratorio
de Oriente 8.1e-95 50,6% AOA023YA54 | 38,22 | 1,297 | 4wmd
Medio
(MERS)
Coronavirus
Humano 1.4e-89 | 49,0% POC6U5 33,06 | 1,333 | 3d23

(HKU1)

Coronavirus
humano 1.5e-72 44.3% POC6X5 32,92 | 1,562 3tlo
(NL63)
Coronavirus
humano 9.6e-68 | 41.0% POC6U2 36,62 | 1,203 2zu?2
(229E)
Rhinovirus
Humano - - P03303 6,7 2,35 6kzo
HRV-14

Virus de la

. - - P08617 3,835 | 2,522 lhav
Hepatitis A

Valor E: Secuencias probablemente homdlogas (0.02 y 1.0: homologia no descartable;

>1: Homologia no significativa).

Identidad: Homologia estructural (>45%: Estructura similar y posible funcién similar;

>25% Similitud en el plegamiento 3D general; <20% No existe similitud).
rmsd: Raiz del error cuadratico medio de la superposicion de los Ca del polipéptido.

P-score: Representa logaritmo negativo del valor P y representa la probabilidad de
encontrar un emparejamiento de calidad al elegir las estructuras de una base de datos al
azar, es decir, es una medida de la calidad del emparejamiento que toma en cuenta el
RMSD, el numero de aminoacidos alineados, el nimero de brechas, la cantidad de
elementos de estructura secundaria coincidentes y la puntuacién de coincidencia de

elementos de estructura secundaria.
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El valor de homologia reportado en la base de datos para SARS CoV (96,1%) difiere del
porcentaje estipulado en la publicacion de (Zhu et al, 2020) donde es del 86,9% obtenido
a partir de ensayos experimentales de extraccion y secuenciacion del genoma viral a partir
de muestras de lavado bronco alveolar obtenidos de pacientes con la infeccién, sin
embargo esta variacion puede explicarse dado que el estudio fue realizado usando el
material genético completo de los virus, mientras que este estudio se baso Unicamente en
la secuencia proteica de la proteasa Mpro. El estudio realizado por (Liu & Wang) en
cambio si corrobora el % de identidad determinado en este proyecto de investigacion,
reportando un valor de 96% de homologia entre las enzimas Mpro del SARS CoV y SARS
CoV-2.

Para identificar posibles inhibidores de Mpro, se utiliz6 la base de datos de Protein Data
Bank, el cual arrojo resultados basados en otro tipo de valores, los que han sido tomados
en cuenta en esta investigacion son P-score, que es significativo cuanto mayor sea el
valor, y el RMSD que ofrece un resultado confiable cuanto menor sea el valor. (Mas
Benavente, 2001). Bajo estos parametros se descarto los virus HRV-14 y el causante de
la hepatitis A ya que no cuentan con una similitud estructural significativa respecto al
SARS CoV-2 (Tabla 6).

3.2 SITIOS DROGABLES DE LA PROTEASA MPRO DEL VIRUS SARS
COV-2 Y CORONAVIRUS HUMANOS PATOGENOS HOMOLOGOS

A continuacion, se determind las posiciones de los aminoacidos que interactdan con los
diferentes inhibidores dentro de la proteasa Mpro, y se presentd aquellos que se muestran
conservados en al menos dos coronavirus humanos (Tabla 7).

Para el analisis de los sitios drogables de Mpro se utiliz6 la base de datos de inhibidores
de SARS CoV-2 vy los virus homdlogos seleccionados otorgada por Protein Data Bank,
donde ademas se encontraban inhibidores recientemente desarrollados con la Covid 19
(Anexo 2) donde se encuentra los datos obtenidos del analisis de los sitios de unién de
los diversos inhibidores a la proteasa. Se realiz6 un segundo filtrado del total de resultados
arrojados por la base de datos y se escogio aquellos que presentaban mayores valores de
similitud. La identificacio4n de los aminoacidos objetivo se realizé a través del programa

Wincoot. Mediante este analisis se pudo identificar dos tipos de ligandos, aquellos que
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unicamente forman interacciones polares, apolares y puentes de hidrégeno y aquellos que
ademas forman un enlace covalente con el residuo catalitico Cys145. Todos los
inhibidores analizados se unen al sitio activo de la enzima, con lo cual se concluye que
Mpro contiene solo un sitio drogable.

Tabla 7. Aminoéacidos objetivo de inhibidores de la proteasa Mpro en coronavirus
humanos

ORGANISMOS/POSICION
Aminoacidos | SARS CoV-2 | SARS CoV | MERS CoV

Ala

Arg

Asn

Asp

Cys

Gln

Glu
Gly

His

44



172 172 - 172 172 -
lle - - - -
27 27 - 27 - -
Leu
- 141 - -
Met ) ) ) )
Phe ) )
140 140 - 140 - -
Ser 144 - -
26 - -
Thr
Tyr - - -

Los aminoacidos identificados en el presente proyecto de investigacion fueron
comparados con aquellos reportados bibliograficamente por (Khaerunnisa et al, 2020)
donde identifica como drogables los residuos Thr 24, Thr 26, Phe 140, Asn 142, Gly 143,
Cys 145, His 163, His 164, Glu 166, His 172, tomando como base de estudio Unicamente
el inhibidor N3 para SARS CoV-2y Lys 5, Ala 7, Thr 25, His 41, Met 49, Tyr 54, Val
125, Tyr 126, Gly 127, Phe 140, Leu 141, Asn 142, Gly 143, Ser 144, Cys 145, His 163,
His 164, Met 165, Glu 166, Leu 167, Pro 168, His 172, Asp 187, Arg 188, GIn 189, GIn
192, Ala 198, Lys 236, Tyr 237, GIn 273 para el SARS CoV tomando como base el
inhibidor AZP, los cuales en términos generales son similares a los obtenidos en el
presente proyecto de investigacion (Tabla 12), (Anexo 3), lo que demuestra que este se
encuentra correctamente encaminado, al haber coincidido en el reporte de residuos
objetivo, con la inclusién de otros derivados del estudio de una libreria de ligandos que

ofrecen variadas interacciones.

En la literatura se estipula que la Cisteina catalitica es el principal objetivo de los
inhibidores de Mpro, especialmente de aquellos que cuentan con un grupo indol capaz de
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unirse covalentemente al azufre terminal de la misma (Ullrich & Nitsche, 2020). Sin
embargo, en la presente investigacion no se ha tomado en cuenta el disefio de inhibidores
capaces de formar este tipo de enlaces con la proteasa Mpro ya que el acoplamiento
molecular final fue realizado Unicamente bajo condiciones de fuerzas intermoleculares no
covalentes sigma. El docking con aquellos inhibidores que forman enlaces covalentes se

incluird en investigaciones posteriores.

Tabla 8. Aminodcidos Principales del sitio Activo de la Enzima Mpro

Ala | Arg | Asn | Asp | Cys | GIn | Glu | Gly | His | lle | Leu | Lys | Met | Phe | Pro | Ser | Thr | Val
94 | 105 | 95 | 33 | 44 | 189|166 | 79 | 41 78| 27 | 12 | A9 | 103 | 96 | 46 | 23 | 35
191 | 188 | 142 | 34 | 145 | 192 | 178 | 138 | 80 141 | 88 | 165 | 140 | 99 | 81 | 24 | 104
228 | 145 143 | 163 90 168 | 144 | 25 | 171

231 | 176 170 | 164 97 241 26

187 172 137 45

98

190

En verde: Residuos del sitio activo de Mpro de SARS CoV-2 que tipicamente

interaccionan con los ligandos

Los aminoacidos que conforman el sitio drogable de Mpro de SARS CoV-2 (Tabla 8) y
aquellos conservados en todos los coronavirus homologos (Tabla 7), proporcionan
informacion importante, ya que el mejor ligando identificado en el cribado virtual y
aquellos disefiados posteriormente, pueden potencialmente tener actividad inhibitoria en
todos los coronavirus patdégenos humanos, suponiendo un tratamiento para todas aquellas

enfermedades en conjunto.

3.2.1 ALINEAMIENTO ESTRUCTURAL DE LOS CORONAVIRUS
HUMANOS Y SUS AMINOACIDOS CONSERVADOS

El estudio de homologia de SARS CoV-2 y virus homologos se complementd con un

alineamiento multiple de sus secuencias (Figura 56) que dio como resultado la
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identificacion de los aminodcidos conservados del sitio activo en cada una de las proteinas
y ademas permitié la identificacion de la diada catalitica en cada una de ellas. La
realizacion de este andlisis permitié también observar que la posicion de los aminoacidos
que componen la diada catalitica no es la misma en todas las enzimas, en SARS CoV-2,
SARS CoV y HKUL1 se conserva en los residuos His 41 y Cys 45, en MERS CoV se
presenta en His 41 y Cys 148, mientras que en NL63 CoV y 229E CoV en His 41y Cys
148.

SARS-CoV-2 il S GIIRKMARPSGKVEBCMVQVTOGET TLNGLWLDDWYVYC PREV I CT SisMBY PN
SARS-CoV I S GRRKMAIRP SGKVEGCMVQVT@G TTLNGLWLDDTVYCPRHVICT‘EDQLNPN
MERS-CoV 1 |

HKU1 1 SVTYGSETLNGLWLDD VYCPRHVICLSSNMNEPD
NL63 1 NVOMGST LNGIWLGDTVECPRHVIAPSTT -LID
229E 1

SARS-Cov-2 61 KENGINELEER~---EN
SARS-CoV 61 K-NEISHLYe--—(EN]
MERS-CoV 61 ¥ NS YeKHVG: PA
HKU1 61 \ANLGDE MS---[@RVSHT
NL63 60 MRL WisH---NGlijFilG
229E 60 MRL 1s---@ranig

SARS-CoV-2 118 peNesiasiey (OCANINZN - imneNimn\erieleyve iy - Y|y —C SFCYMHHMELPTG¥
SARS-CoV IRRSE Y NGRIP S G VO[O R PNIEIT IKGSFLNGSCGSVGENEBMDE®VE FCYMHHMELPTG
MERS-CoV 121 MRPNEIT IKGSELCGSCGSVGY NESEINEAVENN ' CY MHOME LEAINGEINHING SIS

HKU1 118 BN T 1 KGSFLEGSCE S VG v\jiike Dgleivia ] Y MEOBE LE T GEHING
NL63 117 NETIKGSFINGACGSEGYNMRNDEaFCYHHONET
229E 117 Nl T IBGSFINGACGS)EG Y NaNeRsarva i v MEORF 1 B8 CEHWCEE

SARS-CoV-2 177 L

SARS-CoV SRR %Y G P EYDROMAO ANE T Dy Tl vBAWL Y A ASSINGIBRWE LSS TN D F NI
MERS IOl - BN Y GRFODROW O~ el T D@ TV N VAWL Y AA T LNGCHlW FRINESIR T8 VIRl FNE A
HKU1 177 NENREER RPARYV 01 PVKEYTOMUNG INRENNERN @1 NDVC v
NL63 177 |gT(esVMENFDEOP

OVESANT < DINAR IV IANER il C ST VNE
229E 176 B EVM4ECIEEBOPN W

SARS-CoV-2 237 YN[EP QEHgE crlsBoRe  AfLDYCAs ke eV e

SARS-CoV 237 YNVEPIHOBH €z 1 50T Gl ineie . ~ e T 0N GIUN GRS I .G SEMLEDEET PREID
MERS-CoV 240 Mo @EFIET--HARD IR EUNeERS Ol SENi OOl - GEOILGSSMLEDEEFT PaiD
HKU1 237 QUK AE- - L/EDAINAS ViNelEs [ TIMNNNE <RI - Y GROTLGSSgE DEAPED
NL63 237 TSN EONEN .2 2 K TGV S VEGL LAR] T(e)i SasiaG FEGEN I LGNS ELEDE F Tl
229E 236 TIRINEEEE DRSS 1 A 2K TGV VERT LA IOy €GO T LGHSELNDE FEIsY

SARS-Cov-2 297 FfecsETrs

SARS-CoV 297 WY -@CSETE.

MERS-CoV 297 NM@ Vil

HKU1 294 YO Kile

NL63 294 @ viegine

229E 293 W @ rieme

Figura 56. Alineamiento maltiple de secuencias de Mpro de diferentes virus.

47



3.2.2 INTERACCION DE LOS INHIBIDORES CON LA PROTEASA Mpro
DE CORONAVIRUS PATOGENOS HUMANOS

Tabla 9. Imégenes de las moléculas la libreria de Protein Data Bank

Proteasa Inhibidor Imagen

'-‘
. ~

g s AL~

SARS CoV-2 N3
POTD1 (covalente)

A ‘

."
125 n‘ Asn 1

SARS CoV-2 Carmofur

POTD1 (covalente) -
SARS CoV-2 P6N
POTD1 (covalente)
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SARS CoV-2

- \

= N
\““

PK8
POTD1
(covalente)
T6J
(no
SARS CoV-2
covalente)
POTD1
A82
SARS CoV-2 (no
POTD1 covalente)
NTG
SARS CoV-2 (no
POTD1 covalente)
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K1Y

SARS CoV-2 (no
POTD1 covalente)
K1G
SARS CoV-2
(no
POTD1
covalente)
SARS CoV-2 USA
POTD1 (covalente)
SARS CoV-2 UPD
POTD1 (covalente)

Asn 1421 ’ Hislaa
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Lys 12

uos ~ S -
-~ S A
SARS CoV-2 (no =L B
POTD1U covalente e
) Throg, T
UHG
SARS CoV-2 (no

POTD1U covalente)

SARS CoV-2 uov
POTD1U (covalente)

T5Y
SARS CoV-2 (no
POTD1 covalente)
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SARS CoV-2

usb

POTD1 (covalente)
T5D
SARS CoV-2 (no
POTD1 covalente)
JGG
SARS CoV-2 (no
POTD1 covalente)
SARS CoV-2 UoP
POTD1 (covalente)
SARS CoV-2 T8M
POTD1 (covalente)




SARS CoV-2 T4
POTD1 (covalente)
T5V
SARS CoV-2
(no
POTD1
covalente)
SARS CoV-2 UlA
POTD1 (covalente)
SARS CoV-2 T8V
POTD1 (covalente)

"Cys1es

@)
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14
Miet 494 Asn 142
3WL
SARS CoV-2
(no
POTD1
covalente)
ASpd87  His 164
GIAGE ™ 1 -
S ATEHISS
SARS Cov-2 | UAW247 (e
POTD1 (covalente) . N
ilils 451,

SARS CoV: ALC
POC6X7 (covalente)

Gy 1S *.
e Hisiail

SARS CoV: U5G
POC6X7 (covalente)
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SARS CoV:

UAW?248

»
Vet 165, - ﬂS

o

.I

POC6X7 (covalente)
SARS CoV: K36
POC6X7 (covalente)
SDJ
SARS CoV:
(covalente)
POC6X7
SARS CoV: | PRD_000910
POC6X7 (covalente)
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\.

& Hﬂl. @vs
9

h
\ e 166

SARS CoV: | PRD_000911
POC6X7 (covalente)

\"'

MERS CoV: R30
AOA023YA54 (No
covalente)

,..,

PRD_002174 4% ' ’ "0\‘

(covalente)

MERS CoV:
AO0A023YA54

..

/50
(5975 400 PP

MERS CoV: GC376
AO0A023YAL4 | (covalente)
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MERS CoV:
AOAO023YA54

B6Y
(covalente)

.

Hisdl ¥

Q"

MERS CoV:
AOA023YA54

HKU1:
POC6U5

GC813

(covalente)

PRD_002214

(covalente)

\;‘

Cyshles Al

P «

Cys 148

Met 168

*

"oy
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NL63:

D03

POC6U5 (covalente)
NL63: 8X8
POC6U5 (covalente)
NL63: ESE
POC6U5 (covalente)
MPD
229E:
(no
POC6U2
covalente)

Pro s
-
4 ™

;"
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La Tabla 9 muestra imagenes del tipo de union de los ligandos obtenidos de Protein Data Bank
a la superficie de Mpro, permitiendo identificar aquellos que lo hacen a partir de un enlace

covalente y los que solo propician interacciones intermoleculares no covalentes.

3.3 RESIDUOS FLEXIBLES DE LA PROTEASA Mpro

Antes de someter las moléculas estudiadas a acoplamiento molecular, se tomé en cuenta
un pardmetro muy importante dentro de la protedmica, que es la flexibilidad de los
residuos, identificados en (Figura 57), la superposicion de la estructura tridimensional de
Mpro unida a diferentes ligandos permitid la identificacion de estos aminoacidos que
cambian su posicion de acuerdo a la estructura quimica de cada inhibidor (Tabla 10).
Como menciona (Naganathan & Orozco, 2011) las diferentes conformaciones que
adquieren los residuos en una proteina son esenciales para asegurar su correcta
funcionalidad y lo mas importante de todo es que esta movilidad se da sin ninguna
alteracion de la energia libre, razén por la cual no existe ningun problema con ensayar

ligandos que necesiten la rotacion de un residuo para su interaccion.

Tabla 10. Identificacion de residuos flexibles

Aminoacido Posicion Rotameros
Histidina 41 8
Metionina 49 13
Asparagina 142 7
Metionina 165 13
Arginina 188 34
Glutamina 189 9
Treonina 190 3
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Met 1 y

Arg 188 N’
6¥> ;

His 163

Figura 57. Contraste entre residuos rigidos y flexibles de la proteasa Mpro del virus
SARS CoV-2

3.4 ACOPLAMIENTO MOLECULAR O DOCKING DE INHIBIDORES EN
Mpro de SARS CoV-2

Para el estudio de docking o acoplamiento molecular se utilizo el software de GOLD -
Protein Ligand Docking Software, donde una vez procesados todos los ligandos obtenidos
de las diferentes librerias, el programa arrojo resultados (Tabla 11), en funcién del
Piecewise Linear Potential (PLP) que es un valor establecido como resultado de la aptitud
de union del ligando a la proteina dado por la configuracién espacial de &tomos y grupos
funcionales quimicos complementarios en ambos, a los que sumados la incidencia de
interacciones moleculares por puente de hidrogeno y metalicas, la rotacion y posibles
choques estéricos, forman el Fitness PLP que es el principal parametro por el que se
identifico los mejores ligandos en el estudio, siendo mejor cuando mayor sea el valor del
mismo. Asi mismo otros parametros utilizados en la discriminacion de ligandos fue el
Clash Score que otorga una puntuacion a nivel Gnicamente del ligando, sobre la
posibilidad del chogue de grupos funcionales grandes, y el CHOScore que es una medida
de la presencia de enlaces débiles de carbono, hidrogeno y oxigeno. (Cambridge

Crystallographic Data Centre, 2019).

Respecto a los ligandos y sus conformaciones que mayor afinidad de unién presentan
hacia la proteasa Mpro del virus SARS CoV-2, se han seleccionado aquellos que cuentan
con un PLP mayor a 80, constando tanto inhibidores de covid Box como de Protein Data

bank, sefialandose en verde oscuro los que mejor score total presentaron (Tabla 10).
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Tabla 11. Resultado Docking Molecular del Cribado Virtual

Ligando Score | S (PLP) | S (Hbond) | S (Cho) | DE (clash)

MMV000017 | 83,5532 | -83,98 0,93 0,00 0,00
MMV1804312 | 83,7168 | -85,35 1,33 0,00 0,00
MMV1804479 | 83,017 | -86,65 1,00 0,00 0,14
MMV1804478 | 82,5887 | -84,71 1,00 0,00 0,00
MMV1804620 | 82,0974 | -82.53 1,07 0,00 1,40

MMV690733 | 80,7325 | -83,47 1,00 1,00 0,06

MMV009415 | 80,3618 | -73,18 0,99 2,59 0,0029

Segin menciona (Vivas-Reyes, Ruiz & Caraballo, 2009) es sus estudios sobre
inhibidores para la proteasa 3CL de SARS CoV, el disefio de inhibidores debe enfocarse
en anular la entrada del sustrato al sitio activo, paralo cual es necesario construir ligandos
capaces de interaccionar con los residuos situados a los alrededores del sitio activo, en el
estudio el autor utiliza un radio de 6,5 A°, lo que difiere minasculamente de los 6°A
utilizados en la presente investigacion, dentro de ente radio se encuentran los aminoacidos
que interaccionaran con el inhibidor de entre los que destacan las Treoninas 21, 24, 25,
26 y Serinas 139, 144, 147 (Bacha et al., 2004).

Por otra parte, un estudio realizado por (Marinho et al, 2020) utiliz6 como sitio de
referencia al interior de la proteina las coordenadas x = —26.734, center_y = 13.009,
center_y = 56.185, size_x = 94, size_ x = 112, size_z = 108 tomando como referencia el
complejo de Mpro unido al ligando N3, de manera similar a como fue realizado en la

presente investigacion.

61



Tabla 12. Acoplamiento de los mejores inhibidores identificados, dentro de la proteasa
Mpro

Ligando Imagen

MMV1580167

MMV002137

MMV003406
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Se obtuvo imagenes de los tres mejores resultados para ligandos con actividad inhibitoria
de la proteasa Mpro de SARS CoV-2 (Tabla 12) donde el de mayor score fue el ligando
MMV1580167, esto significa que existio un acoplamiento tridimensional adecuado entre
sus atomos y los de la proteina, no existen choques estéricos ya los grupos funcionales
que lo conforman no son grandes y ademas cuenta con una alta incidencia de enlaces de
puente de hidrégeno circunstantes que hacen la interaccion més estable (Figura 58).
Respecto al ligando MMV002137, presenta un score con una variacion minima respecto
al primero, que de igual manera acomoda su estructura quimica correctamente a la
proteina, pero, sin embargo, al tratarse de una molécula mas pequefa, el nimero de
interacciones con los aminoacidos del sitio activo disminuyen y por consiguiente su
afinidad. El ligando MMV003406 presenta un score mas alejado con respecto a las otras
dos moléculas debido en parte al tamafio pequefio de la molecula, a la menor presencia
de enlaces de puentes de hidrogeno que deriva en una interaccion débil con los &tomos de
la enzima y a la pequefia posibilidad de choques estéricos entre sus grupos funcionales.
El score fue el parametro seleccionado para la identificacion de mejor ligando (Tabla
10).

3.5 DISENO RACIONAL DE INHIBIDORES DE LA ENZIMA Mpro

Una vez identificados los mejores ligandos a partir del cribado virtual, se procedio a
mejorarlos a través de un disefio racional (ver seccion 2.3.4.1 de Metodologia),
obteniéndose dos ligandos a partir de MMV1580167, dos a partir de MMV002137 y tres
a partir de MMV003406, esto debido a que este ultimo presentaba una conformacién

molecular pequefia, siendo posible la evaluacion de varios grupos funcionales.

Tabla 13. Resultados del docking de los ligandos disefiados en la proteasa Mpro

Ligando | Score | S(PLP) | S(Hbond) | PLP CHO | DE (Clash)

AS?2 98,8814 | -103,62 0,00 0,00 4,30
AS4 98,3817 | -99,53 0,00 0,00 3,55
AS6 97,8247 | -103,93 1,00 0,00 11,55
AS3 93,1152 | -98,82 0,13 0,00 10,06
AS5 90,7535 | -94,29 1,00 0,00 10,45
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Una vez disefiados los ligandos, fueron sometidos a estudios de acoplamiento molecular
al igual que aquellos obtenidos del cribado, identificAndose al ligando AS7 disefiado a
partir de MMV002137 (Figura 47) como el mejor, con un nivel de acoplamiento superior
a los 100 puntos de score. Los valores de score fueron superiores a los determinados para

sus compuestos parentales, lo cual sugiere que estos presentan una mayor afinidad por la
enzima Mpro (Tabla 13).

3.5.1 SUPERPOSICION DE LIGANDOS DISENADOS
La superposicion de ligandos disefiados a sus ligandos parentales arroja una idea sobre
la conservacion de la actividad bioldgica de la molécula y su efectividad de acoplarse a
los sitios vacios identificados.

Tabla 14. Superposicion de ligandos mejorados a ligandos iniciales

Ligando Imagen

MMV1580167

MMV1580167
y AS1
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MMV1580167

y AS2
MMV002137
MMV002137

y AS6

"a .
MMV002137 |@" o 7 9
: N Bl
y AS7 2’ | - OURNS @ o1




MMV003406

MM\V003406
y AS3
Gln
-
IS ORT TS
- >
MM\V003406
y AS4
-
MM\V003406 = A
y AS5 " .®
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El ligando AS7 ocupa los tres espacios identificados dentro del sitio activo de la enzima
(Figura 8), observandose en la Tabla 14 que la conformacion general del ligando
disefiado se dispone de manera similar a MMV002137, pero con los grupos funcionales
dispuestos a aproximadamente 2 A de su posicion original, tomando como referencia en
la medicion la distancia de un enlace carbono-carbono, esta disposicion se debe al
aumento de componentes moleculares que hicieron que el ligando se distribuya por todo
el sitio activo de la proteina, con una torsion del ciclohexano central que permitié un
mejor acoplamiento del grupo funcional conformado por la unién de un ciclopentano y
un benceno. El Gnico defecto de este ligando es la tendencia al choque estérico de sus
grupos funcionales, dado por el valor de “Clash” igual a 4,26 (Tabla 13), efecto causado
principalmente por el anillo de ciclopropano unido al sitio identificado uno, que sin

embargo con una ligera torsion se ha acomodado correctamente.

El ligando identificado como AS1 fue desarrollado a partir del mejor ligando obtenido
del cribado virtual, sin embargo, su actividad biologica pudo haberse anulado al colocarse
en posicion opuesta al ligando original (Tabla 14) y ademas si bien llena los sitios
identificados (Figura 5), deja sin interaccion a otros como aquel identificado en la
posicion de Leu 27, siendo la explicacion de su alto score, la gran cantidad de enlaces

intermoleculares creados a su alrededor.

El ligando AS2 por otra parte, muestra un desacoplamiento del sitio activo de Mpro
debido a que se han colocado una cantidad exagerada de grupo funcionales que en la
practica no contribuyeron al mejoramiento de la actividad inhibitoria, denotandose que el
alto score obtenido es gracias al gran tamafio de la molécula que es capaz de interaccionar

con otras regiones de la enzima (Tabla 14).

En el disefio de los ligandos AS4 y AS6 se incluyd ademas de los grupos funcionales
clasicos, atomos de fluor al extremo de la molécula, tal como se observa en las Figuras
13y 9 respectivamente, con la finalidad de incluir un enlace idnico fuerte entre este atomo
y el carbono gracias a la alta electronegatividad del fltor de 4,0 (O'Hagan, 2008) por lo
cual es necesario que estos &tomos se acerquen lo mas posible a la estructura de la proteasa
ya que el enlace se da a una distancia corta. El resultado presentado en (Tabla 13) permite
corroborar esta informacion al tener el ligando AS4 un mayor score de afinidad con

respecto a su homologo AS3 que no contiene los tomos de fldor.
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Finalmente, el ligando AS5 fue el que menor variacion presentd en su disposicion dentro
del sitio activo con respecto al ligando original MMV003406, solventando todos los
sitios de acoplamiento identificados en la Figura 48, gracias a la adicion de grupos
funcionales (Tabla 14) sin embargo la adicion de un anillo de ciclohexano entre sus
grupos fenilicos (Figura 51) dio como resultado un alto grado de choque estérico que
disminuyo su score de afinidad hacia Mpro, a pesar de esto, el valor de score obtenido
aun sigue siendo alto respecto a los obtenidos mediante el cribado virtual, en todos los
casos solo una evaluacién en vivo del inhibidor frente a Mpro para asegurar su

efectividad.

3.6 COMPARACION DE LIGANDOS IDENTIFICADOS Y DISENADOS
CON LIGANDO DE REFERENCIA N3

El ligando N3 fue la molécula de referencia que se utilizd para el estudio de docking o
acoplamiento molecular, ya que es una molécula capaz de introducirse completamente
dentro del sitio activo de Mpro, donde estudios de actividad biolégica demostraron que
este se acopla inhibiendo la enzima misma de manera irreversible, uniéndose
directamente al bolsillo de unién del sustrato con una dosis letal media de 133uM (Jin et
al, 2020).

Tabla 15. Superposicion de los mejores Ligandos a N3

Ligando Imagen

MMV1580167
(verde) y N3

(amarillo)
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MMV002137
(verde) y N3
(amarillo)

MMV003406
(verde) y N3
(amarillo)

AS7
(verde) y N3
(magenta)

AS1
(verde) y N3
(magenta)
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El analisis de comparacién de estructuras entre los ligandos identificados y N3 permite
tener una idea del grado de actividad bioldgica de los primeros, al ser N3 una molécula
que ha sido probada eficientemente en ensayos de laboratorio, en el caso de
MMV1580167, se observa que la disposicion espacial del ligando se encuentra un poco
salida del sitio activo de la enzima, a comparacion de N3 que se encuentra incrustado
plenamente, sin embargo ofrece nuevas interacciones en sitios no alcanzados por este
ultimo (Tabla 15). El ligando MMV002137 presenta regiones de incrustacion méas profundas
a comparacion de N3, sin embargo, la configuracion espacial de su grupo funcional indol se
encuentra alejado del sitio activo respecto a la molécula de referencia, la cual a su vez es mas
grande que el ligando (Tabla 15). Respecto a MMV003406, su disposicion espacial es similar
a N3, por lo que se puede asegurar que presenta actividad bioldgica de inhibicion, al encontrarse
incrustado justo en el bolsillo de union del sustrato, sin embargo, su pequefio tamafio causa que

el nimero de interacciones intermoleculares con la proteasa Mpro sea menor (Tabla 15).

En el caso de los ligandos disefiados se puede observar que AS7 se encuentra incrustado dentro
del bolsillo de unién del sustrato de la proteina de la misma manera que lo hace N3 (Tabla 15),
y como sus grupos funcionales se encuentran en mayor numero, se acopla con mayor firmeza a
la proteina por lo que se puede decir qué AS7 es una molécula potencial. Por otra parte ligando
AS1 se une también en términos conformacionales de manera similar a N3, pero su grupo indol
se encuentra interaccionando en las afueras del sitio activo (Tabla 15), lo que lo que podria
reducir su capacidad inhibitoria, en el caso de estas dos moléculas el espacio que ocupan es mayor
con respecto a N3, por lo que podria aumentar la afinidad de unidn de estos le ganas si utiliza una
molécula de referencia qué equipare eso tamafio, incluyendo también parametros de flexibilidad

en los residuos periféricos del sitio activo

3.7 INTERACCIONES INTERMOLECULARES IDENTIFICADAS EN LOS
MEJORES LIGANDOS

Los enlaces carbono pi se presentan cuando se da la hibridacion de dos orbitales P,
generando un enlace del tipo no covalente entre &tomos de carbono, sin embargo, son mas
débiles que lo enlaces covalentes de tipo sigma ya que los primeros requieren de una
mayor energia al encontrar su nube de electrones cargada negativamente a una distancia

mas extendida del ndcleo atomico (Jemmis et al., 2006).
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Respecto a los enlaces azufre pi, el fundamento es el mismo descrito anteriormente, con
la diferencia de que en esta ocasién los atomos de S son los que forman el enlace pi con
el carbono

Por otra parte, las interacciones hidrofobicas se encuentran presentes de manera general
en todo sistema ligando - proteina, debido a la presencia de grupos funcionales
hidrofobicos superficiales en la misma (Grigera, 1989), en Mpro estan dados
principalmente por los aminoécidos Leucina, Metionina y Fenilalanina, que son objetivos

recurrentes de los inhibidores de esta proteasa.

Tabla 16. Identificacion de interacciones Intermoleculares

Tipo de Interaccién | Identificacion
Polar Enlaces rojos
Hidrofdbica Puntos verdes
Carbono Pi Enlaces magenta
Azufre Pi

3.7.1 LIGANDOS OBTENIDOS DEL CRIBADO VIRTUAL

% Ligando MMV1580167

\ . : .
\ . 'i / mn ‘

=~
}
- :
*
\\ .\ : ¢
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Figura 58. Interacciones intermoleculares ligando MMV1580167

71



*,

% Ligando MMV002137

Figura 60. Interacciones intermoleculares ligando MMV003406

La presencia de enlaces carbono-carbono le otorga al ligando una mejor afinidad de union
al sitio activo de la proteina, en las Figuras 57, 58 y 59 respectivamente, se observa que
el ligando MMV1580167 forma este tipo de enlaces con los aminoacidos Thr 25, Thr 26
y Met 49, respecto a MMV002137 que solo lo hace con Met 49 y Pro 168 y MMV003406
con un enlace de este tipo con Met 49 y GIn 189, el criterio de presencia de estos enlaces
a su vez corrobora el resultado de docking molecular, donde MMV 1580167 es el mejor
ligando.
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En las Figuras 57, 58 y 59 respectivamente, se observa también que los ligandos
MMV1580167 y MMV002137 forman un Unico enlace pi de este tipo con Met 49 la cual
contiene azufre en su estructura, mientras que MMV003406 lo hace también con Met

169, siendo por este parametro, superior a los otros dos ligandos.

3.7.2 LIGANDOS OBTENIDOS DEL DISENO RACIONAL

% Ligando AS7

"V Gln 189
2 Tnteice b\ Meieg/
N ? Sy (2

Figura 61. Interacciones intermoleculares ligando AS7

+« Ligando AS1

Figura 62. Interacciones intermoleculares ligando AS1
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Para el ligando AS7, se determind que la intromision de grupos funcionales puede
aumentar la inhibicion, para este propdsito se ha utilizado un grupo fenilo en el
mejoramiento ya que su alta densidad atémica deriva en un sistema rico en electrones
propicios para la formacion de enlaces pi carbono — carbono (Burgos, 1975) siendo clave
en el aumento de su afinidad con Mpro (Figura 61) donde se observa el enlace formado
por el grupo funcional introducido, ademas de otro unido a Gln 189, compensando la
ausencia de interacciones polares como tal. Ademas, el ligando forma dos enlaces de
azufre pi con Met 45 y Met 165 a partir de un solo grupo funcional, ayudando a su

estabilidad y facilitando su permanecia en el tiempo dentro del ligando.

Por otra parte, el ligando AS1 presenta multiples enlaces pi entre carbonos y carbono-
azufre, e interacciones hidrofobicas (Figura 62) presentando el mayor numero de enlaces
intermoleculares que sus similares, los cuales se disponen a manera de una cadena que
mantiene unido al inhibidor con el sitio activo de la enzima, lo que aparentemente se
traduce como una gran actividad biolégica del mismo a pesar de la variacion de su

conformacién espacial respecto al ligando base.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

El estudio general del coronavirus SARS CoV-2 permiti6 entender la importancia de su
enzima Mpro en los procesos de replicacion viral, siendo el principal objetivo para el
desarrollo de inhibidores con actividad biolégica que permitan el tratamiento de la
enfermedad COVID-19 provocada por la infeccion del virus, por otra parte la alta
conservacion de los aminoacidos que conforman el sitio activo de esta enzima en todos
los coronavirus patdgenos al ser humano hace posible el desarrollo de inhibidores capaces

de combatir a todos estos organismos, presentandose como una opcion terapéutica total.

El presente proyecto permitio la identificacion de los mejores sitios drogables de la
proteasa Mpro, identificados como los residuos Thr 25, Thr 26, Asn 142, Met 49, Met
165, Glu 166 y GIn 189, donde al colocarse un ligando que interaccione con los mismos
se evitaria la intromision del sustrato viral a la diada catalitica formada por His 41 y Cys

145, evitando su replicacion.

Se ha establecido una libreria de compuestos con actividad inhibitoria obtenida a partir
de Protein Data Bank, de la cual han sido ensayados unicamente aquellas moléculas que
no forman un enlace covalente con Cys 145, sin embargo, las estructuras obtenidas de

este cribado virtual pueden servir como punto de partida para futuras investigaciones.

Como resultado principal de este proyecto, se ha identificado a los ligandos
MMV 1580167 obtenido a partir del cribado virtual y a AS7 desarrollado mediante un
disefio racional, como los mejores inhibidores virtuales de la proteasa Mpro del virus
SARS CoV-2, siendo AS7 el que presento el mas alto nivel de interaccion con la enzima
tanto en el acoplamiento molecular de sus grupos funcionales en todos los espacios
identificados del sitio activo, asi como en interacciones intermoleculares hidrofdbicas y
enlaces pi multiples con los aminoacidos identificados como drogables que conforman el

mismo, presentando también una conformacion espacial similar a N3 dentro de la enzima,
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por lo que tedricamente se la acepta como una molécula biolégicamente activa para el

tratamiento de la infeccién del virus SARS CoV-2.

4.2 RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de docking o acoplamiento molecular tomando en cuenta los
ligandos de la libreria de Protein Data Bank que forman un enlace covalente con
Cys 145.

Incluir en el disefio racional de inhibidores, grupos funcionales capaces de unirse
covalentemente a Cys 145 para comprobar si el tipo de enlace covalente permite

obtener un score de afinidad ain mayor.
Realizar un ensayo de laboratorio con el desarrollo real de los ligandos

MMV 1580167, AS7 y AS1 para ser probados en vivo frente a la enzima Mpro y

corroborar su capacidad de inhibicion de la misma.
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ANEXOS

ANEXO 1: SECUENCIAS DE VIRUS HOMOLOGOS HUMANOS PARA
ALINEAMIENTO

>SARS-CoV-2

SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDVVYCPRHEVICTSEDMLNPNYEDLLTIRKSNH
NFLVOAGNVQLRVIGHSMONCVLKLKVDTANPKTPKYKFVRIQPGOQTFSVLACYNGSPSGVYQC
AMRPNFTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDLEGNFYGPEVDRQTAQ
AAGTDTTITVNVLAWLYAAVINGDRWEFLNREFTTTLNDENLVAMKYNYEPLTQDHVDILGPLSAQ
TGIAVLDMCASLKELLONGMNGRTILGSALLEDEFTPEFDVVRQCSGVTEQ

>SARS-CoV

SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHEVICTAEDMLNPNYEDLLTRKSNH
SFLVQOAGNVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGOTEFSVLACYNGSPSGVYQC
AMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDLEGKFYGPEFVDRQTAQ
AAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWEFLNRFTTTLNDENLVAMKYNYEPLTQDHVDILGPLSAQ
TGIAVLDMCAALKELLONGMNGRTILGSTILEDEFTPEFDVVROCSGVTEQ

>MERS-CoV

SGLVKMSHPSGAVEACMVQVTCGSMTLNGLWLDNYVWCPRHVMCPADQLNDPNYDGLLI SMTNH
SEFTVOKHVGAPANLRVIGHAMOGTLLKLTVDSPNPNTPAYTEFTTVKPGASFSVLACYNGRPTGT
FTVVMRPNHTIKGSFLCGSCGSVGYTKEGNVINEFCYMHOMELANGTHTGSSEFDGNMYGAFQDRQO
VHOAQLTDKYCTVNIVAWLYAATLNGCTWEVKPSRTSVVSENEWAMANQFTEFIGTHALD
MLAVKTGVSVEQLLSATIQQLNQGFQGKQILGSSMLEDEFTPEDVNMQ IMGVVMQ

>HKU1

SGIVKMVSPTSKIEPCLVSVTYGSMTLNGLWLDDKVYCPRHVICLSSNMNEPDYSALLCRVTLG
DEFTIMSGRMSLTVVSYQOMOGCQLVLTVSLONPYTPKYTFGVVKPGETFTVLAAYNGRPQGAFHV
TMRSSYTIKGSFLCGSCGSVGYVLTGDSVKEVYMHQLELSTGCHTGTDENGNEYGPYRDAQVVQ
LPVKDYVQTVNVIAWLYAATILNNCAWEVONDVCSIEDENVWAMTNGESQVKADLVLDALASMTG
VSIETLLAATKRLYMGFQGRQILGSCTFEDELAPSDVYQQLAGVKLQ

>NL63

SGLKKMAQPSGCVERCVVRVCYGSTVLNGVWLGDTVTCPREVIAPSTTVLIDYDHAYSTMRLHN
FSVSHNGVFLGVVGVTMHGSVLRIKVSQSNVHTPKHVEFKTLKPGDSEFNILACYEGIASGVEGVN
LRINFTIKGSFINGACGSPGYNVRNDGTVEFCYLHQIELGSGAHVGSDEFTGSVYGNEDDQPSLQ
VESANLMLSDNVVAFLYAALLNGCRWWLCSTRVNVDGENEWAMANGYTSVSSVECYSILAAKTG
VSVEQLLASIQHLHEGFGGKNILGYSSLCDEFTLAEVVKOMYGVNLQ

> 229E
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AGLRKMAQPSGEFVEKCVVRVCYGNTVLNGLWLGDIVYCPRHVIASNTTSAIDYDHEYSTIMRLHN
FSIISGTAFLGVVGATMHGVTLKIKVSQTNMHTPRHSFRTLKSGEGEFNILACYDGCAQGVEGVN
MRTNWTIRGSFINGACGSPGYNLKNGEVEFVYMHQIELGSGSHVGSSFDGVMYGGFEDQPNLQV
ESANQMLTVNVVAFLYAAILNGCTWWLKGEKLEFVEHYNEWAQANGFTAMNGEDAFSILAAKTGV
CVERLLHAIQVLNNGFGGKQILGYSSLNDEFSINEVVKOMFGVNLQ

>HRV-14

GLGPRYGGIYTSNVKIMNYHLMTPEDHHNLIAPYPNRDLAIVSTGGHGAETIPHCNCTSGVYYS
TYYRKYYPITICEKPTNIWIEGNPYYPSRFOAGVMKGVGPAEPGDCGGILRCIHGPIGLLTAGGS
GYVCFADIRQLECIAEEQGLSDYITGLGRAFGVGFTDQISTKVTELQEVAKDFLTTKVLSKVVK
MVSALVIICRNHDDLVIVTATLALLGCDGSPWRFLKMYISKHFQVPYIERQANDGWERKENDAC
NAAKGLEWIANKISKLIEWIKNKVLPOAKEKLEFCSKLKQLDILERQITTMHISNPTQEKREQL
FNNVLWLEQMSQKFAPLYAVESK

>Hepatitis A

GLVRKNLVQFGVGEKNGCVRWVMNALGVKDDWLLVPSHAYKFEKDYEMMEFYFNRGGTYYSISA
GNVVIQSLDVGFQODVVLMKVPTIPKFRDITQHFIKKGDVPRALNRLATLVTTVNGTPMLISEGP
LKMEEKATYVHKKNDGTTVDLTVDOAWRGKGEGLPGMCGGALVSSNQSTIONAILGIHVAGGNST
LVAKLVTQEMFONIDKKIESQRIMKVEFTQCSMNVVSKTLFRKSPIYHHIDKTMINEPAAMPE'S
KAEIDPMAVMLSKYSLPIVEEPEDYKEASIFYONKIVGKTQLVDDFLDLDMAITGAPGIDAINM
DSSPGFPYVQEKLTKRDLIWLDENGLLLGVHPRLAQRILENTVMMENCSDLDVVE
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ANEXO 2: LIBRERIA DE MOLECULAS CON ACTIVIDAD
INHIBITORIA DE Mpro OBTENIDAS DE PROTEIN DATA BANK
Tabla 17. Libreria de ligandos obtenidos de Pdbe Fold

) Cadigo ) Cddig | Nomenclatura )
Organismo Ligando Estructura quimica
PDB o PDB SMILES
n-[(5-
methylisoxazol-3- CC(C)C[C@H](N
yl)carbonyl]alany C(=0)[C@@H](
I-l-valyl-n~1~- NC(=0)[C@H](C S
((1r,22)-4- YNC(=0)clcc(C)o Q : )
7BQY | (benzyloxy)-4- N3 n1)C(C)C)C(=0) %\g | :2‘
oxo-1-{[(31)-2- N[C@@HI(CIC | &W
oxopyrrolidin-3- @@H]2CCNC2=
yllmethyl}but-2- 0)\C=C/C(=0)0
enyl)-I- Cc3cceee3
leucinamide
hexylcarbamic - _{H
BUY acid JRY | CCCCCCNC(0)= 0
(Carmofur) 0 4/_/_/
(2~{sp - 2- i
metil-3,4-dihidro- clceH] ”
6YNQ 2 ~ {H} -naftalen- P6N | 1CCc2ccccc2Cl ‘
1-ona =0
SARS CoV-2 9-oxa-7-tia-1-
azonia-8 $ 1~ {2} O1 [Zn] Sc2ccce AN .
6YT8 -zincabiciclo PK8 [n+] 12 Zn
[4.3.0] nona- /N+““--O/
1,3,5-trieno
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2 -

C[SI(=0)(=0)

SRFD [(metilsulfonil) 6] Ccl [nH] h o o~ /
- N =
metil] -1H- c2cceec2nl @:(}_/ 0
bencimidazol
C[C@@H]
(NclcceeclC (O) \\‘/@
=o)c2=cc(=| T T
6YVF AZD-6482 A82 | CN3C(=0)C = b Q
C (N =C23) = r‘j‘j/
N4CCOCC4) C ’
5- (1,4-oxazepan- N # Cclccc (cnl) >
5RF6 4-il) piridina-2- NTG N2CCCOCC2 /4 A\
carbonitrilo -
\\ .
SARS CoV-2 )
\ o
0
metil (2-metil-4- COC (= O) Nclsc HN
5RFC | fenil-1,3-tiazol-5- | K1Y | (C)nclc2cceec2 \ /7/
N

il) carbamato

85




N, 1-dimetil-N- CC (C) N (C) N
ropan-2-il) -1H-
ERGR (p-p ) K1G cincne2n (C) N
pirazolo [3,4-d] nccl2 NI N\
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N N\/
H
N
(E) -1- (1H- /
- N )
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L ccenl
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N
H
1-acetil-N- (6- COclccc (NC (= oS ~
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SRHE | UPD
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o -
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. cc23) cl
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e
2-fluoro-N- [2-
(piridin-4-if) etil] | uov | Feiecceeic (G 0) )
SRGK : NCCc2ccncc? . HH
benzamida
N OH
Ocl nl S
5RF4 piridin-2-ol T5Y cLeece
P
H ~
N
o 2)
(E) -1- (pirimidin- (
>RAA 2-il) metanimina | USD N'= Celnecent N
BVB N
/ N
[1- (piridin-2-il)
5RFO |  ciclopentil] Ts5p | OCCL(CCCCy) NS
metanol c2cceen?2 ‘ —OH
=
o]
N - [(4- ENj
cianofenil) metil] O =C (NCelece /g
5RFE _ JGG (ccl) C #N) " 0
morfolina-4-
. N2CCOCC2
carboxamida
SARS CoV-2 N
N'-ciclopropil-N- Ny
. N/
metil-N - [(5-
5RGI I UOoP N/

metil-1,2-oxazol-

3-il) metil] urea

CN (Cclcc (C)
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onl) C (=0)
NC2CC2

1- {4 - [(tiofen-2-

il) metil _
5RHA | ) _ ]_ Tem | CC (= 0) NICCN N
piperazin-1-il} (CC1) Ce2scee2
etan-1-ona
\
N ]
SREV (tiomorfolina-4- o CC(=0) :3
carbonil) fenil] Neleeee (c1) C (=
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acetamida Hv\f:a
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= N
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o
N
=
SARS CoV-2 | 5RF3 | pirimidin-5-amina | T5V Nclenencl ‘
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1-{4- [(4-

CC (= 0) N1CCN

metilfenil)
5RGN sulfonil] uia | (CCUBIEO)
piperazin-1-il} (= 0) e2eee (C)
etan-1-ona cc2
N- (2-
SRFZ | cloropiridin-3-il) | T8V cc(=0)
. NclccenclCl
acetamida
5,6, 7-trihidroxi-2- Oclcc20C (=CC
6M2N fenil-4H-cromen- WL (=0) c2c (0)
4-ona c10) c3ccecec3
O=C[C@H](C[C q
@@H]1CCNC1= N
PRD_002393 | UAW : ,
6XBN 247 O)NC(=0O)[C@H] o
(Cc2cccecc2)NC(= :
0)OCc3cccec3
acido 2-amino-3- N[C@@ H]
SARS CoV | 3ATW ciclohexil- ALC | (Cciccceel e
propionico (0)=0
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CC (C) (C)NC (=
O)N[C@H](C
(=0) NIC[C @

HI2[C @@ H] .
- Eomee| L
(CC3CCC3) [C < v

6WNP Boceprevir

@@ HI (0) C (N) ™
=0)Cc2(C)Cc)C
©@©cC
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H] (NC (= 0) :
Oclcceecl) C (= g
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alanil)
decahidroisoquin
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O=C[C@H]
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A
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o N
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@@ H] (NC (=
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(€ c)c@eoc
=FO)N[C@@

H] (CCC (N) = O)

C=N
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PRD_
000911

CC(C)CI[C@H](N
C(=0)[C@@H](
NC(=0)[C@H](C
JNC(=0)OCclccc
cc1)C(C)C)C(=0)
N[C@@H](CCC(
N)=0)C=N

MERS CoV

4YLU

N-{4-[(1H-
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ylacetyl)(thiophen
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R30

CCC(=0O)Nc2cec(
ccl)N(Cc2cscc?)
C(=0)Cn3nnc4cc

ccc34
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oxidanylidene-1- N[C@@H](CIC Wl b
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SEV1 oxidanylidenepyrr car Ox'd_af_W_“Cfen(ip)-/rr Q“‘"Q
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2-[[(~{E})-3- 2-[[(~{E})-3-
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ANEXO 3: INTERACCION DE INHIBIDORES DEL VIRUS SARS CoV-2 Y HOMOLOGOS HUMANOS CON LOS

AMINACIDOS DEL SITIO ACTIVO DE LA PROTEASA Mpro
Tabla 18. Aminoacidos de Mpro que interaccionan con los ligandos

Aminoacidos / Posicion
Proteasa | Inhibidor | Ala | Arg | Asn | Asp | Cys | GIn | Glu | Gly | His | lle | Leu | Lys| Met | Phe | Pro | Ser | Thr | Trp | Tyr | Val
41
189 163 27 49 23
N3 191 142 | 187 | 145 166 | 143 140 | 168 | 144
192 164 141 165 190
172
41 49
Carmofur 145 143 144
164 165
SARS 163
P6N 142 145 166 | 143 141 140 144
CoV-2 164
POTD1 41 25
PK8 142 145 143 27 165
164 26
33
T6J 94 95 96
34
88
A82 79 80 | 78 81 35
90
NTG 44 166 41 49 46 45
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164 165 25
88
K1Y 79 80 | 78 81
90
228
K1G 105 176 178 103 | 241 104
231
USA 142 145 143 | 41 27 144
46
UPD 142 145 | 189 143 | 41
144
12 96
uosS 98
97 99
88
UHG 79 80 81
90
uov 142 145 166 163 141 140
T5Y 94 95 33 98
usD 142 145 143 | 41 27 144
T5D
138 13
172 171
170 7
41 49
JGG 188 | 142 | 187 189
164 165
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SARS
CoV-2
POTD1

163 25
UoP 142 145 166 | 143 141 140 144
164 26
41
49
T8M 188 | 142 145 | 189 143 | 163 165 144
164
24
T4J 142 145 143 | 41 27 144 | 25
26
44 46 25
T4D 142 143 | 41 49
145 144 | 45
T5V 142 145 166 163 141 140 144
25
UlA 142 145 143 | 41 27 144 26
41
T8V 142 145 143 27 144 | 26
164
44 41 49
3WL 142 | 187 166 | 143 141
145 164 165
41 49
UAW?247 188 | 142 | 187 | 145 | 189 | 166 | 143 141 140 144
163 165




SARS
CoV:
POC6X7

164
172

41
ALCy 49
142 | 187 | 145 166 | 143 | 163 141 140 144 o4
HSV 165
164
27
189 41 49 26
UsG 188 | 142 | 187 | 145 166 | 143 141 168 | 144 54
192 164 165 190
167
41
189 163
UAW248 | 191 142 145 166 | 143 165 | 140 | 168 | 144 | 190
192 164
172
41
166 49
K36 191 142 | 187 | 145 | 189 143 | 163 141 140 | 168 | 144 | 190
192 165
172
41
44 49 25
SDJ 46 142 | 187 189 | 166 | 143 | 163 | 188 | 141 140 144
145 165 45

164




MERS:
AO0A023
YAS4

163

PRD_000 141
191 145 | 192 | 166 | 143 | 164 165 | 140 | 168 190
911 167
172
41
PRD_000 163 27 49
191 145 166 | 143 140 | 168 | 144 | 190
910 164 141 165
172
44
R30 167 41 49 25 24
46 190 145 169 191 143 45 54
192 166 144 168 147
148
41
167
PRD_002 145 166
192 169 146 144 | 191 | 168 143 147 193
174 148 175
195
194
41
145 | 167 49
GC376 190 169 | 146 | 166 191 | 168 | 143 147
148 | 192 144
175
145 41 49
B6Y 190 167 | 169 | 146 191 | 168 | 143 147
148 166 144
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175
41
145 | 167 166 49
GC813 171 190 169 146 168 143 147 193
148 | 192 175 144
194
164 41 27
HKU1: | PRD_002 142 25 24 190
189 | 166 | 143 | 163 141 140 96 26 97
POC6U5 214 145 73 144 191
192 172 167
164 41
140
D03 143 141 | 187 | 144 | 188 142 | 163 165 139 189 190 26
192 172
41
164 142
8X8 143 141 | 187 | 144 166 163 | 165 139 189 47 26
NL63: 188 168
172
POC6U5
41 51
142
E8SE 143 141 | 187 | 144 | 164 | 166 168 163 | 140 | 191 139 189 190 26
172 | 165
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229E: 140
MPD 143 141 144 | 163 | 165 162 139
POC6U2 164
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ANEXO 4: MOLECULAS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA
DISENADAS
Tabla 19. Estructura 2D de ligandos disefiados

Nombr

Cadigo de Sonrisas Isoméricas Imagen

AS1

Ccb5cec(C(=0)Nc4cec(CCclce W
cccclc(CN3CCN(CC2CC2)CCi)
c
(C(F)(F)F)c4)cchC#Ccbenc7cc
cnn67

AS?2

Cc9c(C#Cc3c(C1CC1)nc4ccc
(/C\2=C/C/C=N2)
nn34)cc(C(=0)Nc8cc(CCcbecc
cc5)c(CN7CCN(CC6C(F)
C6F)CC7)c
(C(F)(F)F)c8)cc9C%10CCC%
10C%11CC%11
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Oc2nclcccecln2C5CCN
AS6 (CCCC(c3cec(F)ee3)cacce
(F)cc4)CC5CCCCcbeececech

Oc2nclccceccln2C7CCN
(CCCC(c4ccc(C3CC3)ccd)
c6eeec(C5CC5)ec6)CC7CCCC

c8ccecec8

AS7

CC5CCCCebececch NG/

O=c2[nH]clcccecln2CCCN5 O
AS3 CCN(C(c3ccecc3)c4ccecccd) |
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O=c2[nH]clcccecln2CCCN5

cceeedb)

AS4 CCN(C(c3ccc(F)ce3)c4cece
(F)c4)CC5CCCCcbecececch N\_,/
N F
L~
N
H
H\“N
0O=C2/C=C\clcccccl[NH+]2C N/
CCNB6CCN(C5c3ccecc3Cc4 °
AS5 N
)

CC6CCCCc7cccec’
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