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Resumen

Los coronavirus (CoVs) son una familia de virus de ácido ribonucleico (ARN)

que tienen como principal característica la presencia de glicoproteínas en la

superficie, las cuales aparentan tener forma de coronas. Se encuentran en la

naturaleza en diferentes especies incluidos mamíferos y aves. Algunas de las

principales patologías causadas por los CoVs son enfermedades respiratorias,

gastrointestinales y hepáticas.

En diciembre del 2019 se descubrió en Wuhan, China, un nuevo coronavirus

llamado provisionalmente 2019-nCoV y posteriormente Coronavirus tipo 2 del

Síndrome Respiratorio Agudo Grave (SARS-CoV-2, por sus sigla en inglés) por el

Comité Internacional de Taxonomía de Virus, el cual está relacionado con

infecciones del tracto respiratorio y la enfermedad denominada como COVID-19.

Esta enfermedad se dispersó rápidamente en el mundo, causando una pandemia

global reconocida por la Organización Mundial de la Salud (OMS) en marzo del

2020. Por lo que diversos investigadores se encuentran explorando posibles

tratamientos contra esta enfermedad.

Desde el 2020 hasta la fecha se han publicado artículos que reportan algunos

compuestos antivirales como el remdesivir, baricitinib y la cloroquina como posibles

tratamientos a esta enfermedad. Sin embargo, actualmente no hay agentes

antivirales específicos contra el SARS-CoV-2. Por este motivo, es necesaria la

investigación y desarrollo de moléculas pequeñas que puedan tener potencial

inhibitorio contra proteínas claves para el SARS-CoV-2, como es el caso de la

proteasa principal (Mpro), para la cual se cuenta con la información de su estructura

cristalográfica reportada en complejo con el inhibidor MPI1 (código del fabricante) en

el sitio catalítico.

Una estrategia común para identificar candidatos potenciales contra el

COVID-19 es filtrar bases de datos de compuestos para encontrar candidatos a

fármacos contra algunos de los principales blancos moleculares que puedan

inactivar de manera directa al SARS-CoV-2. Una manera rápida de llevar a cabo

esto es utilizando métodos establecidos dentro del Diseño de Fármacos Asistido por

Computadora (DiFAC), empleando un análisis quimioinformático y un filtrado

computacional de bases de datos. Este proceso ayuda a reducir el tiempo y costo

en comparación con pruebas experimentales masivas de bases de datos de

compuestos.
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En el presente trabajo se llevó a cabo como primera estrategia un filtrado o

cribado computacional a partir de un análisis de similitud molecular usando como

moléculas de referencia compuestos activos contra coronavirus homólogos al

SARS-CoV-2. Posteriormente se implementaron modelos de aprendizaje automático

y relaciones cuantitativas de estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés),

así como acoplamientos moleculares empleando la estructura cristalográfica de la

Mpro del SARS-CoV-2 (PDB ID: 6LU7) para obtener una lista de compuestos,

denominados hits computacionales. Finalmente, se llevó a cabo la evaluación in

vitro para conocer la actividad inhibitoria de los hits computacionales contra la Mpro

del SARS-CoV-2.
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1. Antecedentes

1.1 Virus de RNA (+)

Los virus de ácido ribonucleico (ARN) monocatenarios de polaridad positiva

pertenecen al grupo IV de la clasificación de Baltimore. Debido a que los genomas

de los virus que pertenecen a esta clasificación tienen la misma polaridad del ARN

mensajero del huésped, estos pueden llevar a cabo la traducción de su genoma

directamente (sin necesidad de crear primero una cadena de ácido

desoxirribonucleico, ADN). Este genoma codifica para diversas proteínas (Figura

1).1

Figura 1. Proceso de replicación, traducción y ensamblaje del virión de los virus que

pertenecen a la clasificación IV de Baltimore a partir del ácido ribonucleico (ARN) y

el ácido ribonucleico mensajero (ARNm).

1.2 Características de los coronavirus

Los coronavirus (CoVs) son una familia de virus envueltos de ARN de cadena

positiva que pertenecen a la familia Coronaviridae y al orden de los Nidovirales. Los

CoVs se encuentran en diferentes especies, como es el caso de las aves y los

mamíferos. Los CoVs (Figura 2) son los virus de ARN con los genomas más
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grandes, teniendo un tamaño entre 26 y 32 kb. Están formados principalmente por

cuatro proteínas estructurales; la proteína de nucleocápside (N), la proteína

transmembranal (M), la proteína de envoltura (E) y la proteína de espiga (S).2,3

Los CoVs se pueden diferenciar en cuatro géneros: alfa, beta, gamma y

delta; siendo los alfa y beta los causantes de las enfermedades en humanos4.

Algunas de las principales patologías causadas por los CoVs van desde las gripes

comunes, infecciones intestinales, infecciones respiratorias, e incluso en algunos

casos se pueden llegar a presentar desórdenes neurológicos o la muerte.5,6

Figura 2. Representación de β-coronavirus de ARN monocatenario de sentido

positivo y sus proteínas estructurales.

En las dos décadas pasadas los CoVs han sido los responsables de causar

dos pandemias importantes en el mundo. La primera, denominada como “Síndrome

respiratorio agudo grave” (SARS) en 2002-2003 originada en Guangdong, una

provincia en China, causada por el virus Coronavirus tipo 1 del Síndrome

Respiratorio Agudo Grave (SARS-CoV, por sus siglas en inglés). La segunda como

“Síndrome respiratorio de oriente medio” (MERS) en 2012; teniendo principal

incidencia en países del medio oeste, y siendo originada por el virus Síndrome

Respiratorio del Oriente Medio (MERS-CoV, por sus siglas de inglés). Acumulando

más de 10 mil casos entre ambas; teniendo el SARS-CoV una mortalidad del 10% y

el MERS-CoV del 37%.6,7
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En diciembre del 2019 inició en China un brote de neumonía con causa

desconocida en Wuhan (una provincia de Hubei). A este brote se le atribuyó un

nuevo coronavirus a principios de enero del 2020. Este nuevo CoV fue llamado

provisionalmente como nCoV-2019, y posteriormente como Coronavirus tipo 2 del

Síndrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2, por sus siglas en inglés) por el

Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés).8,9 Este

virus es el agente causal de la enfermedad denominada como COVID-19.

Para el 5 de marzo del 2020, fueron diagnosticados más de 96 mil casos, y

ya habían 3,300 muertes confirmadas por SARS-CoV-2.10 Debido a que este virus

se diseminó rápidamente a través de China y otros países de Asia, del medio Este,

África, Oceanía, América y Europa en tan solo unas semanas, el 11 de marzo del

2020 la enfermedad de COVID-19 se declaró como pandemia mundial por la

Organización Mundial de la Salud (OMS).11 Al 14 de agosto del 2021 se han

reportado más de 206 millones de casos y más de 4 millones de muertes.12

1.3 Características del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus envuelto de ARN monocatenario de

sentido positivo con un cap en el extremo 5’ y una cola de poli-A en el extremo 3’.13

El genoma de SARS-CoV-2 (Figura 3) tiene aproximadamente 28.8 kb de longitud

y contiene 14 marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican para 27 proteínas.

Figura 3. Organización del genoma de ácido ribonucleico mensajero (RNAm)

monocatenario del Coronavirus tipo 2 del Síndrome Respiratorio Agudo Grave

(SARS-CoV-2). En el que se representan las regiones que codifican para las

diferentes proteínas. En sentido 5’ a 3’ se encuentra el segmento de RNAm que

codifica para los genes de cada una las 27 proteínas. Comenzando con las

poliproteínas pp1a (pp1a) y pp1ab (pp1ab) las cuales a su vez se encuentran
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estructuradas por las proteínas no estructurales (nsp) de la nsp1-nsp16, los

números indican el número de nucleótidos en la secuencia en el que inicia y termina

cada una de las nsp. Posteriormente se encuentran las regiones para la proteína de

espiga (S), la proteína 3a, 3b, la proteína de envoltura (E), la proteína de membrana

(M), la proteína p6, 7a, 7b, 8b, 9b y la proteína de nucleocápside (N).

1.4 Proteínas virales

Los genes orf1ab y orf1a que se localizan en el extremo 5’ terminal del

genoma codifican respectivamente para las poliproteínas 1ab (pp1ab) y 1a (pp1a),

las cuales posteriormente se dividen en 15 proteínas no estructurales (nsps), las

cuales incluyen la nsp1, nsp2, nsp3, nsp4, nsp5, nsp6, nsp7, nsp8, nsp9, nsp10,

nsp12, nsp 13, nsp14, nsp15 y nsp16. Por otra parte, el extremo terminal 3’ del

genoma codifica para las cuatro proteínas estructurales: S, E, M y N, y para ocho

proteínas accesorias: 3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b y el orf14.14 ,15

Las proteínas nsp3 (proteasa similar a la papaína; PLpro, por sus siglas en

inglés), nsp5 (proteasa tipo 3CLpro, proteasa principal: Mpro), nsp12 (ARN

polimerasa dependiente de ARN; RdRp, por sus siglas en inglés) y la nsp13

(helicasa) (Figura 3) son proteínas indispensables para el ciclo de vida del virus. Por

otra parte, la proteína S es la responsable de la interacción virus-receptor para llevar

a cabo la entrada por parte del virus al hospedero. De esta manera, las cinco

proteínas mencionadas son dianas biológicas atractivas para la búsqueda de

posibles compuestos contra el SARS-CoV-2.13,14 En las siguientes subsecciones se

describe cada una de ellas.

1.4.1 Proteína S

Es una proteína de fusión homotrimérica de clase I conformada por 1273

aminoácidos. Es la proteína más grande de las cuatro proteínas estructurales. La

proteína S se puede dividir en dos subunidades funcionales, llamadas S1 y S2. La

subunidad S1 está formada por una cabeza globular o con forma de pétalo y el

dominio de unión al receptor (RBD, por sus siglas en inglés). Por otra parte, la

subunidad S2, se encuentra formada por dos regiones heptadas (HR1 y HR2), un

dominio transmembranal y una cola citosólica. La proteína S, es la encargada de
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llevar a cabo las interacciones entre el virus y las células del huésped (fusión de sus

membranas).16

1.4.2 Proteína N

Es una glicoproteína de 422 aminoácidos, compuesta de dos dominios

estructurales. Es la única proteína encargada de formar la nucleocápside. Una de

sus principales funciones es llevar a cabo el ensamblaje del genoma de ARN de los

coronavirus. Además, está involucrada con procesos relacionados con el genoma

viral. También tiene funciones importantes en el ciclo de replicación del ARN viral y

en el proceso de la respuesta celular del huésped contra la infección viral.3,17

1.4.3 Proteína M

Es una glicoproteína de 222 aminoácidos formada por tres dominios

transmembranales. La glicosilación de esta proteína en el Aparato de Golgi es de

vital importancia para que pueda llevar a cabo sus funciones; entre las cuales se

encuentran permitir que se lleve a cabo la fusión con la célula del huésped y que

tenga antigenicidad. Esta proteína también interactúa en el Retículo Endoplásmico y

el Aparato de Golgi para que se lleve a cabo la formación de nuevos viriones.18

1.4.4 Proteína E

Es una glicoproteína pequeña, de 76 a 109 aminoácidos, la cual se encuentra

anclada en la envoltura viral. Las principales funciones de esta proteína son: regular

las posibles interacciones que puedan conllevar a la agregación entre proteínas M,

cambiar la organización del Aparato de Golgi para que este sea capaz de producir

vesículas de mayor tamaño que sean capaces de transportar viriones e interactuar

con diversos factores del huésped que pudieran interferir con la patogénesis viral;

además de tener un papel importante morfogénesis y formación del virión.18,19
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1.4.5 Proteína no estructural nsp5

Es una cisteína proteasa de 306 aminoácidos. También es conocida como la

“proteasa principal” del SARS-CoV-2 (Mpro). Es una proteína altamente conservada

y está formada por un dedo conformado por los residuos 1 a 8, el cual contiene el N

terminal, el dominio catalítico conformado por los residuos 8 al 184 y el dominio con

el C terminal formado por los residuos 201 al 306. Tiene una estructura similar a la

de la quimotripsina. Debido a lo anterior también se le conoce como proteasa de tipo

3C o 3CLpro (proteasa tipo 3C, por sus siglas en inglés). Su función es escindir a

las proteínas nsp: de la nsp4 a la nsp11 de la poliproteína pp1a, y de la nsp4 a

nsp16 de la poliproteína pp1ab. Esto con el fin de generar proteínas funcionales

individuales entre las que se encuentran la polimerasa de ARN dependiente de

ARN, una helicasa, una proteína de unión a ARN monocatenario, una

exoribonucleasa, una endorribonucleasa y una 2’-O-ribosa metiltransferasa.20,21

1.5 Ciclo replicativo

El ciclo replicativo del SARS-CoV-2 (Figura 4) se encuentra mediado por el

receptor humano que permite la entrada de éste. Dicho receptor es la enzima

convertidora de angiotensina II (ECA2), el cual es también conocido por ser el

receptor del SARS-CoV. La ECA2 es una carboxipeptidasa de membrana de 805

residuos de aminoácidos. Esta se expresa en células epiteliales respiratorias y en

las células alveolares pulmonares del tipo I y II. Por lo que se encuentra en la

mayoría de los tejidos, y del epitelio pulmonar.22

La entrada del virus depende de la activación proteolítica de la proteína S. El

primer paso en el proceso de entrada a las células del huésped por parte del virus

se encuentra mediado por el RBD de la subunidad 1 de la proteína S el cual se une

a la ECA2, esto conlleva a exponer el sitio de escisión sobre la subunidad S2 de la

proteína S, sobre el que actúan las proteasas de la célula del huésped, como es el

caso de la proteasa transmembranal 2 de la serina (TMPRSS2, por las siglas en

inglés).16

Una vez que se ha llevado a cabo la fusión y escisión, el virus entra a la

célula y el ARN del genoma del virus se libera en el citoplasma de la célula del

huésped. Donde posterior a esto las dos poliproteínas codificadas en el genoma
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(pp1a y pp1ab) son capaces de traducirse de manera directa usando la maquinaria

celular del huésped. Estas poliproteínas a su vez son las que codifican para las

proteínas nsp y son capaces de formar el complejo de replicación-transcripción

(CRT) en forma de vesícula de doble membrana. El CRT tiene como principal

función replicar y sintetizar otro conjunto de ARN subgenómicos, los cuales

codifican para las proteínas estructurales. Así mismo, el Aparato de Golgi y Retículo

Endoplásmico continúan sintetizando a las proteínas N y E y el ARN genómico para

formar nuevas partículas virales. Finalmente las vesículas que contienen a los

viriones se pueden fusionar con las membrana y liberar a las partículas virales.23,24

Figura 4. Ciclo de replicación del coronavirus tipo 2 del Síndrome Respiratorio

Agudo Grave (SARS-CoV-2). Se muestra la etapa inicial del ciclo de vida del

SARS-CoV-2, que comienza con la unión de la proteína de espiga (S) al receptor

enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2, por sus siglas en inglés) del huésped

que es seguida por la entrada viral mediada por endocitosis o fusión directa. La

entrada por endocitosis da da lugar a los endosomas, mientras que la fusión directa

requiere ser mediado por la proteasa transmembranal 2 de la serina (TMPRSS2, por

sus siglas en inglés). Posteriormente se lleva a cabo una proteólisis en la cual el

material genético, en este caso ácido ribonucleico monocatenario (ARNmc) del

SARS-CoV-2 es liberado. Lo cual permite que se lleve a cabo el proceso de
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replicación del virus a través de la síntesis de proteínas virales, la maduración, el

ensamblaje y la liberación de las nuevas partículas virales.

1.6 Patogénesis e inmunidad

El SARS-CoV-2 se transmite principalmente por medio de microgotas o gotas

de Flugge, por la vía fecal-oral, o por contacto directo. Ya sea por medio del

contacto entre las mucosas (transmisión directa) o por contacto de una superficie

infectada con alguna mucosa nasal, bucal o conjuntival (transmisión indirecta).25

La replicación viral primaria ocurre en el epitelio de la mucosa del tracto

respiratorio superior (la cavidad nasal y la faringe), mientras que la multiplicación

viral se da principalmente en el tracto respiratorio inferior y en el tracto

gastrointestinal, lo que conlleva a una viremia leve; sin embargo, son pocas las

infecciones que se pueden controlar en este punto o que permanecen

asintomáticas.2

El periodo de incubación puede ir de uno a catorce días. Los casos más

graves pueden presentar diarrea, daño hepático, daño cardiaco, insuficiencia renal e

incluso la muerte. Debido a que la ECA2 se expresa en la mucosa nasal, los

bronquios, el esófago, los pulmones, el corazón, los riñones, el estómago, la vejiga y

el intestino son órganos que pueden verse afectados por el SARS-CoV-2.2,26,27,28

1.6.1 Respuesta inmune innata

Después de que las partículas virales ingresan a las células del huésped, el

virus es reconocido por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus

siglas en inglés) como el receptor de tipo Toll 7 y 8 (TLR7 y TLR8, por sus siglas en

inglés), receptores del gen I inducible por ácido retinoico (RIG-I, por sus siglas en

inglés) y receptores similares al dominio de oligomerización de unión a nucleótidos

(NLR, por sus siglas en inglés), los cuales se expresan tanto en células epiteliales

como en células locales de la respuesta inmune innata, como es el caso de los

macrófagos alveolares.29

Posterior a la unión de su ligando, los PRRs reclutan a proteínas que activan

diversos factores de transcripción, entre los que se encuentran el factor regulador de

interferón (IRF, por sus siglas en inglés), factor nuclear kappa beta (NF-κB, por sus
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siglas en inglés) y la proteína activadora 1 (AP-1, por sus siglas en inglés). Estos

PRRs conllevan a la activación diferentes quimiocinas y de interferones (IFNs, por

sus siglas en inglés) antivirales del tipo I y III. Dichas quimiocinas atraen a otras

células de la respuesta inmune innata como lo son los leucocitos, monocitos, células

polimorfonucleares, células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés) y

células dendríticas (DC, por sus siglas en inglés). Que a su vez son capaces de

reconocer a los antígenos virales presentados por las DC.30,31

Diversos estudios sugieren que el SARS-CoV-2 se diferencia de otros

coronavirus por su capacidad de evitar los efectos antivirales de los IFNs I y III,

además de activar a la respuesta inmune innata y de inducir la producción de

citocinas gracias a la activación de células de la respuesta inmune adaptativa.32,33

Así mismo, estudios en niños que estuvieron enfermos de COVID-19 por

SARS-CoV-2 muestran una disminución significativa en células T con antígeno de

diferenciación 4 positivo, 8 positivo y 3 positivo (CD4+, CD8+ y CD3+, por sus siglas

en inglés) en sangre. Esto sugiere que la inmunidad celular se ve gravemente

afectada posterior a la infección.34

1.6.2 Respuesta inmune adaptativa

Varios estudios han demostrado que la respuesta humoral se da

principalmente por anticuerpos contra la proteína S, los cuales impiden la unión

entre el virus y la ECA2. La detección de anticuerpos del tipo de inmunoglobulina M

y A (IgM e IgA, por sus siglás en inglés) pueden detectarse a partir de la primera

semana del inicio de la sintomatología, mientras que los del tipo de inmunoglobulina

G (IgG, por sus siglas en inglés) se detectan aproximadamente 14 días después.

Sin embargo, aún no se sabe por cuánto tiempo son capaces de permanecer

activos a niveles que confieran protección.35,36,37

La respuesta protectora proviene principalmente por parte de las células T

con ayuda de células B cooperadoras CD4+, para producir anticuerpos

neutralizantes específicos y células CD8+ citotóxicas; las cuales tienen la capacidad

de eliminar las células infectadas.38,39

Una respuesta inmune adaptativa disfuncional no es capaz de inhibir la

replicación del virus ni de eliminar a las células infectadas. Esto conduce a una

sobreproducción y sobreexpresión de citocinas, lo que se puede manifestar en
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consecuencias sistémicas como la diseminación de coagulación intravascular o el

síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) grave.40

A pesar de que las células B, las células T, los macrófagos y las DC no

expresan a la ECA2; hay evidencia que el receptor DC-SIGN puede servir como

receptor trans entre las partículas virales y las DC.31,41,42 Además se ha reportado

que la molécula proteína complejante de adenosina desaminasa 2, también

conocida como dipeptidil peptidasa 4 o antígeno de diferenciación 26 (CD26, por

sus siglas en inglés) es una aminopeptidasa capaz de unirse a la proteína S del

SARS-CoV-2 lo cual resulta en una infección de células T no productivas.43 Por otra

parte, se sabe que el inductor de metaloproteinasa de matriz extracelular o antígeno

de diferenciación 147 (CD147, por sus siglas en inglés) es una proteína de la

superfamilia de las inmunoglobulinas que es capaz de inducir metaloproteinasas de

la matriz celular. A su vez, estas son capaces de unirse a la subunidad S1 de la

proteína S, lo que ayuda a la entrada por parte del virus a la célula del huésped.44

Debido a lo anterior se sugiere que la interacción entre la proteína S del

SARS-CoV-2 y las moléculas CD26 y CD147 puede conllevar a una infección por

células T no productivas y resulta en la muerte celular inducida por activación.30

1.7 Epidemiología

Hay evidencia de que toda la población es susceptible a la enfermedad de

COVID-19. La severidad de los casos se encuentra correlacionada de manera

positiva con factores como la edad y algunas enfermedades preexistentes como la

hipertensión, diabetes, afecciones cardiovasculares, obesidad, etc.45,46,47

Se estima que entre el 56% y 86% de personas infectadas por SARS-CoV-2

desarrollan síntomas.48 Así mismo, la enfermedad es capaz de progresar

rápidamente al SDRA; siendo esta la principal causa de muerte de los pacientes

infectados por SARS-CoV-2.45

A pesar de la alta incidencia de infecciones respiratorias en niños causadas

por coronavirus comunes, la incidencia por el SARS-CoV-2 es baja (< 5%). A la

fecha se desconocen las posibles razones de esto. Se ha encontrado que causas

ocasionadas por la enfermedad como los cuidados hospitalarios, la severidad y la

mortalidad son menores en niños comparado contra los adultos. De igual manera
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los hombres presentan una mayor incidencia (60%) de contraer la infección sobre

las mujeres.49

1.8 Infección
La infección causada por el SARS-CoV-2 se divide en tres etapas, mostradas

en forma esquemática en la Figura 5.49

Figura 5. Principales etapas del COVID-19 causadas por la infección del

coronavirus tipo 2 del Síndrome Respiratorio Agudo Grave.

La primera etapa (leve o infección temprana), involucra el periodo de

incubación. En esta etapa el SARS-CoV-2 entra al hospedero a través de los

receptores ECA2 y se establece. En esta etapa los síntomas suelen ser leves e

inespecíficos y se desarrolla en el sistema respiratorio, principalmente en los

pulmones y el epitelio vascular.50

En la segunda etapa (pulmonar o moderada), la enfermedad se encuentra

establecida en los pulmones y el virus es capaz de multiplicarse y llevar a cabo su

ciclo celular. Los pacientes pueden desarrollar neumonía viral con tos y fiebre y en

algunos casos, hipoxia. En esta fase la mayoría de los pacientes necesitan ser

hospitalizados.51
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La tercera etapa (grave), se manifiesta como el síndrome de hiperinflamación

sistémica extrapulmonar. Hay disminución significativa de las células T

cooperadoras, supresoras y reguladoras; y la afectación sistémica de órganos.51

1.8.1 Signos y síntomas clínicos

La infección por SARS-CoV-2 puede ser asintomática, leve, moderada, grave

o crítica. Se estima que la infección tiene un periodo de incubación promedio de 5.1

a 6.4 días, y el virus tiene un periodo de replicación entre 2.2 y 3.6 días. Así mismo,

la mayoría de los pacientes desarrollan síntomas a los 11.5 días.52

Los pacientes enfermos de COVID-19 pueden presentar una gran variedad

de signos y síntomas, que pueden ser de leves a graves. Entre algunos de los

signos y síntomas se encuentran la tos, el dolor de garganta, diarrea, dolor de

cabeza, mialgia, artralgia, fatiga, pérdida del olfato y del gusto, dificultad para

respirar, pérdida del apetito, confusión, dolor o sensación de presión en el pecho,

temperatura corporal alta (>38ºC) o baja, hipertensión o hipotensión, producción de

esputo, disnea, hipoxia, hemoptisis, escalofríos, resfriado, náuseas, vómito y

taquicardia.53,54,55

Debido a que la infección grave ocasionada por el SARS-CoV-2 es poco

frecuente que se presente en los niños y jóvenes, los niños y adolescentes suelen

presentar síntomas leves. Sin embargo, los casos reportados en menores de 1 año

se han asociado con altos índices de morbilidad y mortalidad. Con base en los

patrones de mortalidad, además de los adultos; los niños y adolescentes con

afecciones preexistentes como enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC),

asma, trastornos cardiovasculares y antecedentes de tabaquismo y/o vapeo tienen

un mayor riesgo de presentar una infección grave.. La distribución promedio de los

casos de COVID-19 por edades en el mundo se muestra en la Figura 6.52,56
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Figura 6. Distribución promedio de los casos por edad de COVID-19 en el mundo.

1.8.2 Diagnóstico

Actualmente, las técnicas empleadas para el diagnóstico de COVID-19

ocasionada por SARS-CoV-2 incluyen pruebas moleculares y pruebas rápidas.57 En

las pruebas moleculares se utiliza la reacción de la cadena de la polimerasa

empleando una transcriptasa inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) en tiempo

real; esta prueba es la utilizada como estándar para confirmación de la enfermedad

de COVID-19.58 Las pruebas rápidas, también conocidas como pruebas serológicas,

son una alternativa ampliamente utilizada debido a la creciente dispersión de la

pandemia. Estas se basan principalmente en identificar anticuerpos del tipo IgM e

IgG producidos por los pacientes como respuesta a la infección por

SARS-CoV-2.59,60 Sin embargo, la OMS no recomienda el uso de pruebas rápidas

para la toma de decisiones clínicas debido a la baja especificidad y sensibilidad que

estas tienen.61,62 Así mismo, el diagnóstico se puede acompañar por una tomografía
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computarizada de tórax, en las cuales se puede observar los daños a nivel

pulmonar.63

1.9 Tratamientos

Considerando la gravedad de la pandemia actual, diversos grupos de

investigación se encuentran desarrollando tratamientos potenciales a través del

descubrimiento de diversos agentes terapéuticos en conjunto con el uso de

potenciales vacunas. Algunas de las principales estrategias para realizar la

búsqueda son el reposicionamiento de fármacos a partir de moléculas eficaces

contra otros coronavirus como el SARS-CoV y el MERS-CoV, el uso de anticuerpos,

citocinas y terapias génicas.64,65,66,67 En las siguientes secciones se describe

brevemente cada una de ellas.

1.9.1 Búsqueda de moléculas pequeñas como antivirales

Para la búsqueda y desarrollo de compuestos que puedan actuar como

antivirales específicos contra el SARS-CoV-2, es importante considerar la diana

biológica de interés. Algunas proteínas clave son la 3CLpro, la PLpro, la RdRp, la

proteína S, el TMPRSS2 y la ECA2.13,64,68,69,70

1.9.2 Reposicionamiento de fármacos

A pesar de que al momento no se han identificado moléculas con potencial

antiviral contra el SARS-CoV-2, una estrategia relativamente económica y rápida es

el reposicionamiento de fármacos.64 Esta estrategia es menos costosa y más rápida

que el desarrollo típico de fármacos. Algunos de los fármacos propuestos al

momento son el baricitinib,71 el lopinavir,68 el ritonavir,68,72 el favipiravir,73,74 el

remdesivir,68,74,75 el arbidol,76 la cloroquina,74,75 y la nitazoxanida.64,77

1.9.3 Uso de anticuerpos

Debido a que la infección causada por el SARS-CoV-2 es capaz de inducir

respuesta inmunológica del tipo humoral y celular, los pacientes pueden presentar

inmunidad posterior a la infección. Así mismo, se ha detectado que los niveles de
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anticuerpos, como interleucinas 2, 7 y 10 (IL-2, IL-7 e IL-10, por sus siglas en

inglés), el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-SCF, por sus siglas en

inglés), proteína quimioatrayente de quimiocitos 1 (MCP-1, por sus siglas en inglés),

la proteína inflamatoria de macrófagos 1a (MIP1A, por sus siglas en inglés) y el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α, por sus siglas en inglés) son más altos en

pacientes que presentan la enfermedad grave.78 Esto sugiere que el plasma de

convalecencia de pacientes recuperados de COVID-19, el cual contiene anticuerpos

específicos contra el virus, puede ser útil para tratar la infección por SARS-CoV-2 en

pacientes que se encuentran en las primeras etapas de la enfermedad.79,80,81

1.9.4 Empleo de citocinas

La producción de diversas citocinas específicas como quimiocinas, IFNs,

interleucinas y linfocinas son parte de la respuesta inmune a la invasión de

patógenos, como es el caso de los virus. Estas citocinas son capaces de interferir

con la replicación viral. Por esto, se ha propuesto usar algunas citocinas patentadas

para tratar la infección por SARS-CoV como una estrategia para el tratamiento de la

infección ocasionada por el SARS-CoV-2.64,82

1.9.5 Vacunas

El desarrollo de vacunas eficaces, seguras e inmunogénicas es indispensable

para disminuir la propagación y la recurrencia en el futuro ocasionada por el virus

SARS-CoV-2. Las vacunas contra agentes virales pueden ser de virus atenuados,

de partículas similares a virus (VLP, por sus siglas en inglés), de vectores virales,

basadas en proteínas, ADN o ácido ribonucleico mensajero (ARNm).64,83
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2. Objetivos

2.1 General

Encontrar posibles inhibidores de la proteasa principal del SARS-CoV-2

mediante el filtrado sistemático de una amplia base de datos molecular, utilizando

herramientas quimioinformáticas y de modelado molecular.

2.2 Particulares

● Generar y curar una base de datos molecular extensa (> 17 millones de

compuestos, MEGA Db).

● Filtrar la MEGA Db con cálculos de similitud molecular.

● Realizar análisis computacionales adicionales a los hits seleccionados.

● Evaluar la actividad inhibitoria enzimática de los hits computacionales.
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3. Hipótesis

Bajo la premisa de que es probable que “estructuras químicas similares

pueden tener actividad biológica similar” se espera que sean candidatos como

compuestos antivirales para la enfermedad de COVID-19 compuestos similares a

moléculas con actividad conocida contra coronavirus homólogos al SARS-CoV-2.
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4. Métodos

La Figura 7 resume las principales etapas para realizar este trabajo.

Figura 7. Diagrama de flujo del cribado virtual empleado en el presente trabajo.
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4.1 Generar y preparar una amplia base de datos molecular (MEGA Db)

Como primer paso se llevó a cabo la elaboración de una base de datos

molecular extensa o quimioteca denominada MEGA Db. Esta quimioteca se generó

a partir de ocho bibliotecas moleculares que contienen compuestos con alta

diversidad molecular. Entre estos se encuentran principalmente compuestos

bioactivos, productos naturales y péptidos. La Tabla 1 resume la información de las

ocho bibliotecas moleculares empleadas para la generación de la MEGA Db, la cual

contiene un total de 17,802,401 moléculas.

Tabla 1. Compuestos utilizados para hacer la selección de compuestos asistida por

computadora.

Biblioteca Descripción Tamaño Referencia

CAS
Biblioteca libre enfocada hacia el
COVID-19 publicada por la
American Chemical Society

44,787 84

ChEMBL ChEMBL, versión 25 1,667,509 85

COCONUT

Productos naturales obtenidos de la
base de datos pública COlleCtion of
Open NatUral producTs
(COCONUT)

379,309 86

FooDB Compuestos dietéticos obtenidos de
la base de datos pública FooDB

23,883 87

QPNB
Productos naturales obtenidos de la
base de datos Colombiana
QuiProNaB

535 ND

Enamine
Compuestos de la base de datos
REadily AccessibLe (REAL) -
Enamine

15,547,017 88

DCM Compuestos obtenidos de la base
de datos Dark Chemical Matter

139,352 89

FDA PEP Conjunto de péptidos aprobados por
la FDA

92 90

TOTAL 17,802,481
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Todos los compuestos fueron curados utilizando un protocolo desarrollado

previamente en el grupo de investigación.91 El protocolo consiste en la

estandarización de las moléculas químicas a partir de su respectiva notación lineal

SMILES. En este proceso, se conserva el fragmento más largo de cada compuesto

y se descartan las moléculas que contienen elementos diferentes a H, B, C, N, O, F,

Si, P, S, Cl, Se, Br y I, y que tienen errores en su valencia. Así mismo, se eliminan

las moléculas duplicadas en cada base de datos. Finalmente, los compuestos

restantes se neutralizan y reionizan para generar el tautómero correspondiente.

Dicho protocolo fue realizado a partir de herramientas públicas y una interfaz de

programación de aplicaciones (API, por sus siglas en inglés) en python empleando

la paquetería de RDKit,92 versión 2019.09.1 y las funciones “Standardizer”,

“LargestFragmentChoser”, “Uncharger”, “Reionizer” y “TautomerCanonicalizer”

implementadas en la sección de herramientas de estandarización y validación de

moléculas MolVS.93

4.2 Crear y curar la lista de moléculas como referencias (queries)

Se creó una lista de 65 moléculas de referencia, denominadas como queries

o plantillas de búsqueda. La lista se generó a partir de moléculas reportadas en la

literatura con actividad antiviral conocida contra diferentes dianas biológicas de otros

coronavirus. La hipótesis es que las moléculas de la Tabla 1 con estructura

semejante a las moléculas de referencia, tengan actividad similar; en específico que

sean activas contra el virus SARS-CoV-2.

La Tabla 2 resume la información de las 65 moléculas de referencia

empleadas. Ejemplos de los compuestos de referencia son inhibidores del oncogen

homólogo 1 del abensol de leucemia murina (ABL1), el cual se encuentra

involucrado en la vía de replicación de coronavirus como el SARS-CoV y

MERS-CoV;94 antagonistas del receptor de estrógenos 1 (ESR1), lo cual evita el

transporte de vesículas virales al endosoma tardío y por lo tanto también se afecta

la fusión viral:95 inhibidores de endocitosis mediada por clatrina; antagonistas del

receptor H1, los cuales en algunos casos inhiben la replicación viral; inhibidores de

canales iónicos; inhibidores de ARN polimerasas dependientes de ARN (análogos

de nucleótidos);96 agonistas de receptores opioides; inhibidores de la Mpro del

SARS-CoV; inhibidores de la catepsina; inhibidores del metabolismo de los
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esteroles; inhibidores del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) e inhibidores

del metabolismo del ADN.97,98

Tabla 2. Compuestos de referencia utilizados para la selección de compuestos

asistida por computadora. Coronavirus tipo 1 del Síndrome Respiratorio Agudo

Grave (SARS-CoV), Coronavirus tipo 2 del Síndrome Respiratorio Agudo Grave

(SARS-CoV-2), Síndrome Respiratorio del Oriente Medio (MERS-CoV), Coronavirus

Humano OC43 (HCoV-OC43), Coronavirus Humano NL63 HCoV-NL63, Coronavirus

Murino del Virus de la Hepatitis de ratón A-59 MHV-A59. *Inhibición indirecta a

través de la proteína AAK1.

Compuesto Coronavirus sobre el que
tiene actividad antiviral
reportada

Referencia

Remdesivir MERS-CoV 96

Ivermectina SARS-CoV-2 98

Clorhidrato de Emetina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Fosfato de cloroquina MERS-CoV, SARS-CoV 97

Sulfato de hidroxicloroquina MERS-CoV, SARS-CoV 97

Mefloquina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Clorhidrato de amodiaquina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Aloxistatina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Clorhidrato de gemcitabina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Citrato de tamoxifeno MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Citrato de toremifeno MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Terconazol MERS-CoV, SARS-CoV 97

Triparanol MERS-CoV, SARS-CoV 97

35

https://www.zotero.org/google-docs/?Ap84nW
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=02Z2e4
https://www.zotero.org/google-docs/?rfbP9G
https://www.zotero.org/google-docs/?fh0H4r
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=orTerm
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UBwh2L
https://www.zotero.org/google-docs/?W8311n
https://www.zotero.org/google-docs/?HHDT3E
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=orTerm
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UBwh2L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=orTerm
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UBwh2L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=orTerm
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UBwh2L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=orTerm
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UBwh2L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=orTerm
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UBwh2L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=orTerm
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UBwh2L
https://www.zotero.org/google-docs/?md0vHc
https://www.zotero.org/google-docs/?IbZkvW


Anisomicina MERS-CoV, SARS-CoV 97

Cicloheximida MERS-CoV, SARS-CoV 97

Mepesuccinato de omacetaxina MERS-CoV, SARS-CoV 97

Mesilato de benztropina MERS-CoV, SARS-CoV 97

Fluspirileno MERS-CoV, SARS-CoV 97

Tiotixeno MERS-CoV, SARS-CoV 97

Clorhidrato de flufenazina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Clorhidrato de prometazina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Astemizol MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Clorhidrato de clorfenoxamina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Clorhidrato de clorpromazina MERS-CoV, SARS-CoV 97

Clorhidrato de trifluoperazina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Maleato de tietilperazina MERS-CoV, SARS-CoV 97

Clorhidrato de clomipramina MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Mesilato de imatinib MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Dasatinib MERS-CoV, SARS-CoV 94,97

Clorpromazina MERS-CoV 66,94,97

Cloroquina MERS-CoV 66,94,97

Toremifeno MERS-CoV 66

Baicalin SARS-CoV 99

Glicirricina SARS-CoV 99
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Ácido clorogénico SARS-CoV 99

Niclosamida SARS-CoV 67

Cinanserin SARS-CoV 67

Valinomicina SARS-CoV 67

Citarabina SARS-CoV 67

Ribavirina SARS-CoV 67

Loperamida MERS-CoV 94,97

Lopinavir MERS-CoV 94,97

Nutlin MERS-CoV 94

Hidroxizina MERS-CoV 94

Saracatinib MERS-CoV 94

Sotrastaurina MERS-CoV 94

Acetofenazina MERS-CoV 94

Dosulepin MERS-CoV 94

Metotrimeprazina MERS-CoV 94

Licorina HCoV-OC43, HCoV-NL63,
MERS-CoV, MHV-A59

94

Emetina HCoV-OC43, HCoV-NL63,
MERS-CoV, MHV-A59

94

Micofenolato de mofetilo HCoV-OC43, HCoV-NL63,
MERS-CoV, MHV-A59

94

Fenazopiridina HCoV-OC43, HCoV-NL63,
MERS-CoV, MHV-A59

94

Ácido micofenólico HCoV-OC43, HCoV-NL63,
MERS-CoV, MHV-A59

94
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Pamoato de pirvinio HCoV-OC43, HCoV-NL63,
MERS-CoV, MHV-A59

94

Monensina de sodio HCoV-OC43, HCoV-NL63,
MERS-CoV, MHV-A59

94

6-mercaptopurina MERS-CoV 94

6-tioguanina MERS-CoV 94

N-metilmaleimida MERS-CoV 94

Disulfiram MERS-CoV 94

Baricitinib* SARS-CoV-2 71

Favipiravir SARS-CoV-2 64

Darunavir SARS-CoV-2 64

Arbidol SARS-CoV-2 64

Nitazoxanida SARS-CoV-2 64

Las moléculas de referencia de la Tabla 2 fueron preparadas con el mismo

protocolo empleado para la preparación de la MEGA Db descrita en la sección 4.1.

4.3 Filtrar la base de datos con análisis de similitud molecular vs. las
moléculas de referencia

Los valores de similitud molecular entre cada una las moléculas en la

quimioteca Mega DB y los compuestos de referencia se calcularon utilizando tres

huellas digitales moleculares en dos dimensiones: Extended Connectivity

Fingerprints, 2048 bits (ECFP4 y ECFP6) y Molecular ACCess System Keys

(MACCSKeys), 166 bits. Para cuantificar la similitud se empleó el coeficiente de

Tanimoto.100 Los cálculos para el análisis de similitud molecular se realizaron a partir

de una API desarrollada en python, utilizando los módulos “Fingerprinting and

Molecular Similarity”, “Topological Fingerprints”, “MACCS Keys” y “Morgan
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Fingerprints (Circular Fingerprints)” de la paquetería de RDKit92 y la

supercomputadora Miztli de la UNAM. En total se realizaron 3,471,483,795

comparaciones, resultantes del análisis de los 17,802,401 compuestos de la MEGA

Db contra las 65 moléculas de referencia empleando las tres diferentes huellas

digitales moleculares. Los cálculos se hicieron en un tiempo aproximado de 40

horas.

Posteriormente, se obtuvo la lista de compuestos como posibles candidatos

computacionales Los compuestos seleccionados fueron aquellos que tenían un

valor de similitud mayor o igual al promedio más tres desviaciones estándar de la

distribución para cada biblioteca y huella digital molecular con cada una de las 65

moléculas de referencia.

4.4 Análisis consenso de los resultados de similitud molecular

Para cada molécula de referencia se obtuvo una lista de compuestos

conformada por las moléculas que se identificaron como candidatos

computacionales con los tres descriptores moleculares (huellas digitales): ECFP4,

ECFP6 y MACCSKeys. De esta manera, se obtuvo un conjunto denominado

“compuestos consenso”, el cual incluyó aquellas moléculas no repetidas de la

MEGA Db.

4.5 Búsqueda de disponibilidad comercial

La disponibilidad comercial de las moléculas de la lista de compuestos

consenso se verificó en la base de datos de ZINC (ZINC 15)101,102 utilizando las

palabras clave “For Sale”, “In Stock” y “Now”.

4.6 Determinar el perfil ADME/Tox de las moléculas disponibles
comercialmente

Las propiedades para describir el perfil de administración, distribución,

metabolismo, excreción y toxicidad (ADME/Tox) de los compuestos de la lista de
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compuestos disponibles comercialmente se calcularon utilizando dos servidores en

línea de acceso libre: SwissADME103 y pkCSM-pharmacokinetics.104

Para obtener el perfil ADME/Tox de dichos compuestos se seleccionaron 18

descriptores de absorción, distribución, metabolismo, eliminación y toxicidad; los

cuales se encuentran descritos en la Tabla 3.

Tabla 3. Descriptores moleculares empleados para determinar el perfil ADME/Tox

de los compuestos disponibles comercialmente.

Descriptor molecular Tipo de resultado Etapa que
describe

Servidor

LogS (Silicos IT LogSw) Numérico Absorción SwissADME

Lipofilicidad (Consensus
LogP)

Numérico Absorción SwissADME

Absorción intestinal
humana (HIA)

Numérico Absorción pkCSM

Violaciones a las reglas de
Lipinski

Número de
violaciones a la regla

Absorción SwissADME

Violaciones a las reglas de
Veber

Número de
violaciones a la regla

Absorción SwissADME

Permeabilidad de la
barrera hematoencefálica
(BBB permeability)

Numérico Distribución pkCSM

Sustrato de la
glicoproteína P

Categórico (sí o no) Distribución SwissADME

Inhibición de la
glicoproteína P-I

Categórico (sí o no) Distribución pkCSM

Inhibición de la
glicoproteína P-II

Categórico (sí o no) Distribución pkCSM

Inhibición del citocromo
1A2 (CYP1A2)

Categórico (sí o no) Metabolismo SwissADME

Inhibición del citocromo
2C19 (CYP2C19)

Categórico (sí o no) Metabolismo SwissADME

Inhibición del citocromo
2C9 (CYP2C9)

Categórico (sí o no) Metabolismo SwissADME

Inhibición del citocromo Categórico (sí o no) Metabolismo SwissADME
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2D6 (CYP2D6)

Inhibición del citocromo
3A4 (CYP3A4)

Categórico (sí o no) Metabolismo SwissADME

Eliminación total Numérico Eliminación pkCSM

Prueba in silico del ensayo
de AMES

Categórico (sí o no) Toxicidad pkCSM

Hepatotoxicidad Categórico (sí o no) Toxicidad pkCSM

4.6 Realizar predicciones de aprendizaje de máquina y QSAR

Las predicciones de aprendizaje de máquina se llevaron a cabo en

colaboración con el grupo Collaborations Pharmaceuticals, Inc., dirigido por el Dr.

Sean Ekins. Empleando algoritmos adicionales al algoritmo Assay Central™,

desarrollados por el mismo grupo.105

El algoritmo reportado en Assay Central™ utiliza modelos de aprendizaje de

máquina Bayesianos a partir de resultados obtenidos con el descriptor molecular

ECFP6 para así asignar una puntuación de predictibilidad y aplicabilidad. Algunos

de los algoritmos adicionales de aprendizaje de máquina implementados son

clasificadores de Bernoulli Naive Bayes, de AdaBoost (por su nombre en inglés,

Adaptive Boosting), de bosques aleatorios (random forest), entre otros. Las

moléculas con resultados mayores a 0.5 para estas predicciones son consideradas

como activas.106

Por su parte, las predicciones cuantitativas de relaciones estructura-actividad

(QSAR) se realizaron en colaboración con el Dr. Vinicius Alves y el Dr. Alexander

Tropsha de la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill, Estados Unidos.

El algoritmo QSAR se basa en el uso de clasificadores de bosques aleatorios

y tres tipos de descriptores: Huellas digitales de Morgan, SiRMS (por su nombre en

inglés, 2D Simplex Representation of Molecular Structure) y la versión 7.0 de

Dragon (un programa computacional diseñado para el código de descriptores

desarrollado por Kode Chemoinformatics srl). Este modelo contempla diversas

características de los compuestos y la actividad inhibitoria contra la Mpro de

coronavirus que comparten homología en el sitio catalítico de esta proteína (> 96%).

Algunas características consideradas son la lipofilicidad, cargas parciales, índice de
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refracción, y la capacidad de que puedan formar puentes de hidrógeno (ya sean de

tipo aceptores o donadores).107

Los resultados del modelo QSAR se evalúan a partir de un análisis consenso

promedio de los tres descriptores a partir de los resultados obtenidos en cada una

de las predicciones llevadas a cabo. La actividad de cada predicción se escala y

evalúa del cero al uno, donde los valores más cercanos a uno tienen una predicción

de actividad más alta. Aquellos compuestos con un resultado consenso mayor a 0.7

(70%) se consideran como positivos. Los resultados de este modelo son de tipo

categórico donde el 0 es un resultado negativo y el 1 es un resultado positivo.107

Los compuestos con resultados positivos para ambas predicciones se

denominaron hits computacionales.

4.7 Acoplamiento molecular con la proteasa principal de SARS-CoV-2

Se realizaron acoplamientos moleculares para determinar las posibles

interacciones entre la Mpro de SARS-CoV-2 y los hits computacionales. Los

acoplamientos moleculares se realizaron empleando tres diferentes programas:

Molecular Operating Environment (MOE) versión 2018,108 LeDock109 y AutoDock

Vina versión 1.1.2.110 La proteína utilizada fue la estructura cristalográfica de la

Mpro del SARS-CoV cocristalizada con el inhibidor con código del fabricante MPI1

(PDB ID: 7JPZ).111 Antes de realizar el acoplamiento de los compuestos en el sitio

catalítico se quitó la estructura de inhibidor co-cristalizado.

Para realizar los acoplamientos moleculares en MOE y LeDock se preparó la

proteína en MOE utilizando el módulo “Quick prepare” con los parámetros

predeterminados y el campo de fuerza AMBER10:EHT. Por otra parte, la

preparación de la proteína para utilizar en AutoDock Vina se llevó a cabo en

AutoDock Tools versión 1.5.2,112 y la construcción de la caja (grid) se realizó en el

sitio de unión del inhibidor MPI1. Las dimensiones de la caja utilizadas fueron de 60

unidades por eje (22.5 Angstroms). Las coordenadas del centro de la caja fueron:

-16.585 1.792 -1.724

La construcción de la estructura de los ligandos se hizo en MOE a partir de

los canonical SMILES de los hits computacionales y las funciones “wash”, “partial

charges” y “energy minimize”. Los acoplamientos moleculares realizados en MOE se

hicieron con el método “Triangle Matcher” y la función “London dG.”
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4.8 Adquisición comercial de compuestos y envío a evaluación biológica

Los hits computacionales fueron adquiridos comercialmente a la empresa

MolPort para realizar pruebas enzimáticas in vitro con la Mpro del SARS-CoV-2 en

los laboratorios Reaction Biology Corp. (Malvern, Pensilvania, EUA) para evaluar la

actividad inhibitoria. Esta prueba consiste en en detectar cuantitativamente la

actividad enzimática de la Mpro del SARS-CoV-2 a partir de un ensayo de actividad

de proteasa basado en fluorescencia, la cual permite conocer la actividad

proteolítica de la proteasa a partir de la escisión de sustratos de péptidos

fluorogénicos. Para el caso de la Mpro, el ensayo utiliza Ditiotreitol (DTT) como

agente reductor, el compuesto con código GC376 denominado por la

biofarmacéutica Anivive113 utilizado como control y el sustrato:

[NH2-C(EDANS)VNSTQSGLRK(DABCYL)M-COOH] mostrado en la Figura 8.114,115

Figura 8. A) Estructura del ácido-5-((2-aminoetil)-amini)-naftaleno-1-sulfónico),

también conocido con el nombre de EDANS, B) Estructura del

ácido-4-((4-(dimetilamino)-fenil)-azo)-benzoico, también conocido con el nombre de

DABCYL, C) Secuencia de la estructura del sustrato

[NH2-C(EDANS)VNSTQSGLRK(DABCYL)M-COOH] empleado en los ensayos

fluorogénicos de la proteasa principal del coronavirus tipo 2 del Síndrome

Respiratorio Agudo Grave .
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5. Resultados y discusión

5.1 Generación y preparación de la MEGA Db

La Tabla 1 resume el contenido de MEGA Db (ver sección 4.1). La MEGA Db

contiene 17,802,481 compuestos en total, entre los cuales contiene moléculas de

diferentes orígenes y de relevancia en la Química Farmacéutica para el

descubrimiento de fármacos. Esta incluye productos naturales, fármacos aprobados

para uso clínico, moléculas de origen sintético y péptidos. La colección de

compuestos que tiene la mayor proporción de moléculas es la biblioteca Enamine

(moléculas “bajo demanda”) con 15,547,017 (87.33%), seguida de la biblioteca

ChEMBL con 1,667,509 (9.37%).

5.2 Lista de moléculas de referencia (queries)

Las 65 moléculas de referencia empleadas para el cálculo de similitud se

encuentran en la Tabla 2 (ver sección 4.2). Estas se seleccionaron tomando como

criterio el que tuvieran como principal característica actividad biológica conocida

contra diferentes blancos moleculares de coronavirus homólogos al SARS-CoV-2.

En esta lista se encuentran principalmente compuestos derivados de origen natural

y de origen sintético. En la Figura 9 se muestran los núcleos base (scaffolds) más

frecuentes de las moléculas de referencia. Los seis núcleos base moleculares

mostrados en la figura contienen el 27.7 % del total de los 65 compuestos que

conforman la lista de moléculas de referencia.

Los núcleos base se calcularon empleando la definición de Bemis y

Murcko.116 En esta definición, el núcleo base consiste en obtener los anillos

centrales y enlaces que unen a estos, a partir de la eliminación de las cadenas

laterales de los compuestos. Para la obtención de estos, se realizó un código en el

lenguaje de programación de Python a partir de la nomenclatura en SMILES de las

moléculas de referencia y del módulo MurckoScaffold de RDKit.92
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Figura 9. Núcleos base más frecuentes de las moléculas de referencia. Se muestra

la frecuencia y el porcentaje que representan en la lista conformada por las 65

moléculas.

5.3 Filtrado de la base de datos con similitud molecular vs las moléculas de
referencia

Las huellas digitales moleculares son una manera de representar estructuras

químicas como un objeto matemático, para así poder realizar análisis estadísticos

que permitan obtener predicciones de los compuestos en estudio. Por este motivo,

las huellas digitales son una herramienta quimioinformática relevante para llevar a

cabo la búsqueda de moléculas por medio de análisis de similitud molecular y

cribados virtuales.117 Para este trabajo se emplearon diversas huellas digitales:

ECFP4, ECFP6 (ECFP de radio 2 y radio 3) y MACCSKeys.

En el caso de ECFP,117 se utiliza un variación derivada del algoritmo de Morgan,

en la cual consiste en tres etapas secuenciales:

1) Etapa de asignación inicial: a cada átomo se le asigna un número entero

como identificador. Para asignar el identificador se consideran el número de

átomos vecinos que no sean hidrógenos, número de enlaces unidos al

átomo, número atómico, masa atómica, número de hidrógenos enlazados al

átomo y si el átomo se encuentra en un anillo. Este proceso se repite con

cada átomo, hasta que a todos los átomos de la molécula se les asigna un

identificador.

2) Etapa de actualización iterativa: cada identificador asignado previamente, se

actualiza para considerar los identificadores de átomos vecinos. Para llevar a

cabo esta actualización se realiza la creación de una matriz que considere el

nivel de iteración, el número de identificador del átomo, el orden de enlace a

átomos vecinos diferentes a hidrógeno y el número de identificador del átomo
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vecino. Posteriormente se aplica una función hash a esta matriz y se genera

un nuevo identificador. La huella digital obtenida es la concatenación de los

identificadores de las iteraciones. El número de iteraciones termina cuando

se consideran a todos los átomos vecinos que se encuentran dentro del radio

definido.

3) Etapa de eliminación de identificadores duplicados: apariciones múltiples de

identificadores para las mismas características se reducen a un solo

identificador representativo. Finalmente se crea una matriz para cada

identificador de cada átomo para cada nivel de iteración, y se crea un vector

de 2048 bits utilizando una función hash.

Como resultado se tiene una representación matemática para cada molécula.

Por otra parte MACCSKeys es una huella digital conformada por un diccionario o

preguntas a las cuales se le asignan como respuesta valores binarios (0 o 1).

Existen dos versiones de este diccionario, uno de 960 bits o preguntas y el de 166

bits. Actualmente solo el de 166 bits se encuentra disponible al público en diferentes

paqueterías o programas quimioinformáticos de código abierto.118

Las Figuras 10 a 12 muestran los mapas de calor de la distribución de los

valores promedio de similitud calculados con el coeficiente de Tanimoto para cada

biblioteca molecular vs. cada una de las moléculas de referencia para las tres

huellas digitales empleadas.
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Figura 10. Promedio de los valores de similitud obtenidos para cada biblioteca

molecular vs. cada molécula de referencia utilizando Extended Connectivity

Fingerprints de radio 2 (ECFP4) como huella digital y el coeficiente de Tanimoto. Los

rectángulos en color morado oscuro presentan los valores de similitud más altos,

mientras que aquellos en color azul claro son aquellos con valores de similitud

bajos.
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Figura 11. Promedio de los valores de similitud obtenidos para cada biblioteca

molecular vs. cada molécula de referencia utilizando Extended Connectivity

Fingerprints de radio 3 (ECFP6) como huella digital y el coeficiente de Tanimoto. Los

rectángulos en color morado oscuro presentan los valores de similitud más altos,

mientras que aquellos en color azul claro son aquellos con valores de similitud

bajos.
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Figura 12. Promedio de los valores de similitud obtenidos para cada biblioteca

molecular vs. cada molécula de referencia utilizando Molecular ACCess System

Keys (MACCSKeys) como huella digital y el coeficiente de Tanimoto. Los

rectángulos en color morado oscuro presentan los valores de similitud más altos,

mientras que aquellos en color azul claro son aquellos con valores de similitud

bajos.

Como se observa en la Figura 10, los valores de similitud más altos

(representados con el color morado) para la huella digital ECFP4 se presentan entre

el clorhidrato de gemcitabina y la biblioteca CAS (0.1476), y entre el lopinavir y la

biblioteca FDA PEP (0.1540). Los valores de similitud más bajos son entre la

fenazopiridina y la biblioteca FooDB (0.0350).

Para ECFP6 (Figura 11) los valores de similitud más altos son entre el

clorhidrato de gemcitabina y la biblioteca CAS (0.1156) y el lopinavir y la biblioteca

FDA PEP (0.1194). A su vez, los valores de similitud más bajos empleando esta

huella digital son entre el disulfiram y la biblioteca FDA PEP (0.0320) y la

fenazopiridina y la biblioteca FooDB (0.0288).

El valor más alto de similitud para MACCSKeys (Figura 12) es entre el

lopinavir y la biblioteca FDA PEP (0.6339). Por el contrario, los valores de similitud
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más bajos son entre el disulfiram (0.0853) y la fenazopiridina (0.1340) con la

biblioteca QPNB y la fenazopiridina y la biblioteca FooDB (0.1140).

Con base en lo anterior, las moléculas de referencia que, en general,

presentaron valores de similitud más altos, independientemente de la huella digital,

fueron el clorhidrato de gemcitabina y el lopinavir. Las moléculas de referencia que

presentaron valores de similitud más bajos fueron la fenazopiridina y el disulfiram.

El comportamiento general de los valores de similitud obtenidos para las ocho

bibliotecas que conforman la MEGADb vs. las 65 moléculas de referencia muestra

una tendencia similar entre las bibliotecas QPNB, FooDB y COCONUT. Lo cual se

puede deber a que aunque las tres bibliotecas contienen compuestos diferentes,

estos compuestos son productos naturales y dietéticos y a su vez es posible que

presenten una similitud estructural entre estos y por esto se obtengan resultados

similares. Así mismo, también se observa cierta similitud entre las bibliotecas DCM,

Enamine y ChEMBL, entre las cuales puede también existir relación estructural

entre los compuestos que conforman estas bibliotecas; en estas últimas bibliotecas

moleculares se encuentran moléculas sintéticas, con bioactividad y con propiedades

tipo fármaco (drug-like).

La finalidad de emplear diversas bibliotecas moleculares fue ampliar el

espacio químico para así poder generar una amplia base molecular con compuestos

diversos entre los que se encuentran compuestos sintéticos, tipo fármaco, fármacos

aprobados, péptidos, productos naturales, dietéticos, moléculas pequeñas, etc. El

objetivo de esto es el aumentar a su vez la probabilidad de encontrar moléculas que

pudieran llegar a presentar mejores valores de similitud contra las moléculas de

referencia.

Así mismo, es de esperarse que los rangos de los valores de similitud

obtenidos para cada huella digital sean diferentes. En el caso de MACCSKeys, en

general tienen una tendencia a tener valores más altos por sobre ECFP debido a

que el algoritmo de esta huella digital es más simple y a su vez, se encuentra

conformado por una menor cantidad de bits. Por lo que al ser menos específico al

calcular la similitud está es “relativamente” mayor. Por otro lado, en el caso de

ECFP6 el cual tiene un radio mayor (3) que el de ECFP4 (2), este toma en cuenta la

consideración de un número mayor de átomos. Por esta razón, la especificidad de

la huella digital generada será mayor, y por lo tanto, se espera que al calcular la

similitud los valores obtenidos sean menores a los de ECFP4. Tendencias similares
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sobre la magnitud de los valores de similitud cuantificados con el índice de Tanimoto

y huellas digitales de diferente origen se han reportado para otras bases de datos.119

Con base en la distribución de los valores estadísticos obtenidos durante el

cálculo de similitud para cada biblioteca vs. cada una de las 65 moléculas de

referencia y cada huella digital, se obtuvieron listas de conformadas por aquellas

moléculas con valores de similitud favorecidas (ver sección 4.3). La Tabla 4 resume

el número de moléculas únicas en la MEGA Db después de seleccionar a aquellas

con valores de similitud mayores al promedio más tres desviaciones estándar para

cada biblioteca y molécula de referencia.

Tabla 4. Moléculas únicas con valores de similitud mayores al promedio más tres

desviaciones estándar para cada molécula de referencia en la biblioteca deniminada

MEGA Db utilizando 3 diferentes descriptores moleculares: Extended Connectivity

Fingerprints de radio 2 (ECFP4), radio 3 (ECFP6) y Molecular ACCess System Keys

(MACCSkeys).

Molécula de referencia
Descriptor molecular

ECFP4 ECFP6 MACCSkeys

Remdesivir 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Ivermectina 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Clorhidrato de Emetina 1,621,844 4,348,173 3,009,401

Fosfato de cloroquina 1,621,844 4,348,097 3,009,351

Sulfato de hidroxicloroquina 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Mefloquina 1,621,828 4,348,212 3,009,455

Clorhidrato de amodiaquina 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Aloxistatina 1,621,844 4,348,645 3,009,972

Clorhidrato de gemcitabina 1,621,844 4,348,206 3,009,446

Citrato de tamoxifeno 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Citrato de toremifeno 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Terconazol 1,621,844 4,348,183 3,009,416

Triparanol 1,621,844 4,348,212 3,009,455
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Anisomicina 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Cicloheximida 1,621,844 4,348,212 3,009,454

Mepesuccinato de omacetaxina 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Mesilato de benztropina 1,621,844 4,348,113 3,009,330

Fluspirileno 1,621,844 4,348,131 3,009,370

Tiotixeno 1,621,844 4,348,198 3,009,442

Clorhidrato de flufenazina 1,621,844 4,348,203 3,009,442

Clorhidrato de prometazina 1,621,844 4,348,051 3,009,294

Astemizol 1,621,844 4,348,189 3,009,424

Clorhidrato de clorfenoxamina 1,621,844 4,348,142 3,009,352

Clorhidrato de clorpromazina 1,621,844 4,348,039 3,009,290

Clorhidrato de trifluoperazina 1,621,844 4,348,088 3,009,326

Maleato de tietilperazina 1,621,844 4,348,153 3,009,373

Clorhidrato de clomipramina 1,621,844 4,348,151 3,009,375

Mesilato de imatinib 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Dasatinib 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Clorpromazina 1,621,844 4,348,039 3,009,290

Cloroquina 1,621,844 4,348,097 3,009,351

Toremifeno 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Baicalin 1,621,316 4,348,046 3,009,622

Glicirricina 1,621,843 4,348,209 3,009,450

Ácido clorogénico 1,621,630 4,348,298 3,009,765

Niclosamida 1,621,838 4,348,632 3,009,899

Cinanserin 1,621,844 4,348,211 3,009,455

Valinomicina 1,621,843 4,348,068 3,009,347

Ribavirina 1,621,844 4,348,205 3,009,444

Loperamida 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Lopinavir 1,621,844 4,348,812 3,009,455
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Nutlin 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Hidroxizina 1,621,844 4,348,209 3,009,448

Saracatinib 1,621,844 4,348,177 3,009,418

Sotrastaurina 1,621,844 4,348,867 3,009,277

Acetofenazina 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Dosulepin 1,621,844 4,348,170 3,009,396

Metotrimeprazina 1,621,844 4,348,122 3,009,347

Licorina 1,621,836 4,348,810 3,009,444

Emetina 1,621,844 4,348,173 3,009,401

Micofenolato de mofetilo 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Fenazopiridina 1,621,815 4,348,714 3,009,552

Ácido micofenólico 1,621,844 4,348,212 3,009,454

Pamoato de pirvinio 1,621,839 4,348,427 3,009,865

Monensina de sodio 1,621,844 4,348,108 3,009,780

6-mercaptopurina 1,621,824 4,348,550 3,009,572

6-tioguanina 1,621,825 4,348,739 3,009,083

N-metilmaleimida 1,621,844 4,348,583 3,009,900

Disulfiram 1,621,152 4,348,954 3,009,296

Baricitinib 1,621,844 4,348,211 3,009,454

Favipiravir 1,621,755 4,348,166 3,009,272

Darunavir 1,621,844 4,348,212 3,009,455

Arbidol 1,621,844 4,348,212 3,009,453

Nitazoxanida 1,621,844 4,348,172 3,009,397

5.4 Análisis consenso de los resultados de similitud molecular

El número de moléculas en la MEGA Db para cada una de las moléculas de

referencia que se encuentran simultáneamente para los tres descriptores utilizados

en la sección 4.4 se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Número de compuestos obtenidos para cada molécula de referencia en la

MEGA Db.

Molécula de referencia No. de compuestos en la MEGA Db

Remdesivir 11,736

Ivermectina 12,089

Clorhidrato de Emetina 29,448

Fosfato de cloroquina 38,400

Sulfato de hidroxicloroquina 36,174

Mefloquina 28,302

Clorhidrato de amodiaquina 38,447

Aloxistatina 28,773

Clorhidrato de gemcitabina 23,000

Citrato de tamoxifeno 39,135

Citrato de toremifeno 37,810

Terconazol 27,125

Triparanol 50,040

Anisomicina 39,773

Cicloheximida 14,485

Mepesuccinato de omacetaxina 15,727

Mesilato de benztropina 37,642

Fluspirileno 26,358

Tiotixeno 37,062

Clorhidrato de flufenazina 34,301

Clorhidrato de prometazina 21,421

Astemizol 33,684

Clorhidrato de clorfenoxamina 37,481

Clorhidrato de clorpromazina 27,432

Clorhidrato de trifluoperazina 33,823
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Maleato de tietilperazina 30,567

Clorhidrato de clomipramina 35,869

Mesilato de imatinib 27,219

Dasatinib 13,098

Clorpromazina 35,869

Cloroquina 38,400

Toremifeno 37,810

Baicalin 21,290

Glicirricina 16,613

Ácido clorogénico 19,130

Niclosamida 45,217

Cinanserin 29,982

Valinomicina 22,193

Ribavirina 23,240

Loperamida 28,360

Lopinavir 24,210

Nutlin 27,476

Hidroxizina 39,331

Saracatinib 23,395

Sotrastaurina 29,622

Acetofenazina 21,412

Dosulepin 31,878

Metotrimeprazina 28,306

Licorina 35,933

Emetina 29,448

Micofenolato de mofetilo 28,722

Fenazopiridina 20,517

Ácido micofenólico 18,966
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Pamoato de pirvinio 20,671

Monensina de sodio 8,528

6-mercaptopurina 42,300

6-tioguanina 42,031

N-metilmaleimida 27,966

Disulfiram 55,589

Baricitinib 20,706

Favipiravir 28,942

Darunavir 29,245

Arbidol 21,001

Nitazoxanida 31,481

La lista final de compuestos consenso se obtuvo a partir de las moléculas de

la Tabla 4, la cual contiene un total de 632,149 moléculas únicas (es decir, no

repetidas).

5.5 Búsqueda de disponibilidad comercial

Para evaluar la disponibilidad comercial de las 632,149 moléculas únicas de

la lista de compuestos consenso, se llevó a cabo una búsqueda rápida (ver sección

4.5), en la cual se obtuvieron un total de 4,423 compuestos que potencialmente se

pueden adquirir (muestra física) para su evaluación experimental.

5.6 Perfil ADME/Tox de las moléculas disponibles comercialmente

Uno de los principales problemas en el diseño y desarrollo de fármacos está

relacionado con la farmacocinética y toxicidad. Por lo cual evaluar distintas

características moleculares para poder predecir el comportamiento de moléculas

tipo-fármaco o drug-like es de suma importancia.103.120,121 Por este motivo el uso de

servidores o programas computacionales para el cálculo de descriptores
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moleculares se ha convertido en una de las herramientas in silico más confiables y

prácticas, gracias a su facilidad de obtención.122

Sin embargo, es importante tomar en cuenta que las predicciones

computacionales de las propiedades ADME/Tox no pretenden reemplazar las

pruebas experimentales. Aún tomando en cuenta lo anterior, el contar con una

evaluación preliminar rápida es de amplia utilidad debido a que en su mayoría las

pruebas experimentales ADME/Tox son muy costosas y no se pueden realizar

rápidamente; especialmente cuando se quieren evaluar a miles de compuestos.

Para calcular el perfil de ADME/Tox de las moléculas disponibles

comercialmente se calcularon los descriptores moleculares en la Tabla 3 (ver

sección 4.6).

5.6.1 Descriptores moleculares de absorción

Los primeros enfoques in silico para predecir la farmacocinética fueron

propuestos por Lipinski, et. al., gracias al estudio de más de 2,000 fármacos de la

relación entre sus propiedades y actividad.123 A partir de sus resultados obtenidos se

desarrolló el concepto conocido actualmente como “regla de los cinco de Lipinski”,

las cuales son capaces de predecir qué tan buena puede llegar a ser la absorción

intestinal de los compuestos. La regla de los cinco de Lipinski, propuesta en 1996

indica que para que una molécula pueda tener una buena biodisponibilidad oral el

número de enlaces donadores de hidrógeno debe ser menor a 5, el número de

enlaces aceptores de hidrógeno menor a 10 (5x2), el peso molecular relativo menor

a 500 Da y un valor de LogP menor a 5. A su vez es importante considerar que la

regla de los cinco de Lipinski es aplicable únicamente a aquellos fármacos cuya vía

de administración sea la oral.

Aunque no es necesario que se cumplan los valores de los cuatro

descriptores anteriores sugeridos por Lipinski para que un compuesto sea exitoso

como fármaco, e incluso hay estudios que demuestran que a lo largo de los años los

fármacos aprobados con buena disponibilidad oral tienen valores mayores a los

propuestos por Lipinski para los descriptores de peso molecular y número de

enlaces aceptores de hidrógeno;124 éstos criterios empíricos siguen siendo

considerados hasta la fecha como guías para el desarrollo de moléculas

tipo-fármaco para que puedan administrarse por vía oral.121,123
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En la Figura 13 se observa que el 100% de los compuestos de las bibliotecas

moleculares CAS, FooDB y QPNB, el 99.24% de la biblioteca DCM y el 97.93% de

la biblioteca COCONUT no presentan violaciones a las reglas de Lipinski; el 0.76%

de la biblioteca DCM y el 2.07% de la biblioteca COCONUT tiene una violación.

Ninguna biblioteca de compuestos presenta dos o más violaciones a las reglas de

Lipinski. Esto implica que en su mayoría los compuestos disponibles

comercialmente, independientemente de la biblioteca molecular a la que pertenecen

pueden llegar a tener una buena biodisponibilidad administrados por vía oral.

Figura 13. Porcentaje de violaciones a las reglas de Lipinski que presentan los

compuestos disponibles comercialmente.

Junto con la regla empírica de Lipinski, la regla de Veber es una de las más

empleadas para anticipar la biodisponibilidad oral. Veber et. al., determinaron que

hay dos propiedades moleculares que influyen en la biodisponibilidad a partir de un

estudio en ratas de más de 1,100 compuestos candidatos a fármacos. La primera

propiedad es la flexibilidad molecular reducida, la cual puede ser medida con el

número de enlaces rotables; mientras que la segunda es el área polar superficial

(TPSA, por sus siglas en inglés) baja representada por la suma del número de

enlaces donadores y aceptores de hidrógeno. Así mismo este estudio sugiere que
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aquellos compuestos con 10 o menos enlaces rotables y un valor de TPSA igual o

menor a 140 Å2 o la suma de 12 o menos aceptores y donadores de hidrógeno

tienen una mayor probabilidad de tener una buena biodisponibilidad oral.120

La Figura 14 muestra que el porcentaje de compuestos que no presentan

violaciones a las reglas de Veber son el 100% de la biblioteca QPNB, el 99.22% de

la biblioteca FooDB, el 97.02% de la biblioteca COCONUT, el 96.28% de la

biblioteca DCM y el y el 75.00% de la biblioteca CAS. Por su parte, los compuestos

que muestran una violación son el 25.00% de la biblioteca CAS, el 3.57% de la

biblioteca DCM, el 2.98% de la biblioteca COCONUT y el 0.78% de la biblioteca

FooDB. Así mismo el 0.15% de los compuestos de la biblioteca DCM tienen 2

violaciones.

Es importante destacar que las reglas de Veber representan una tendencia

de resultados en modelos animales de compuestos candidatos. Por lo que, a pesar

de que algunos compuestos de las diferentes bibliotecas moleculares presentan una

o dos violaciones a las reglas de Veber; los resultados en conjunto con las reglas de

Lipinski muestran que la mayoría de los compuestos en todas las quimiotecas tienen

alta probabilidad de tener buena absorción por la vía oral.

Figura 14. Porcentaje de violaciones a las reglas de Veber que presentan los

compuestos disponibles comercialmente.
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5.6.1.1 Solubilidad

La solubilidad en agua es una propiedad importante para el desarrollo de

fármacos administrados por vía oral, ya que esta influye en el proceso de absorción.

Sin embargo, también es uno de los parámetros más difíciles de determinar debido

a los polimorfismos moleculares que las estructuras químicas pueden tener.125,126

Para obtener el valor de solubilidad, se seleccionó el modelo Silicos IT LogSw

del servidor SwissADME. Este se basa en una corrección de la predicción del LogS

de Filter-it™.127,128 La cual considera el peso molecular y tiene un coeficiente de

correlación lineal de 0.75 (el cual es mayor a los otros modelos para calcular la

solubilidad implementados en SwissADME).103 Los valores de solubilidad de un

compuesto generalmente se expresan como el logaritmo decimal de S (LogS),

donde S es la solubilidad molar (mol/L) en agua. Se suele considerar un valor de

LogS ideal entre -5 y -1, debido a que en este rango se considera que existe la

polaridad requerida entre la hidrofilia y lipofilia necesaria para el transporte a través

de la membrana celular.129 Así mismo, SwissADME predice cualitativamente a la

solubilidad con base en la siguiente escala:

LogS : insoluble < -10 < escasamente soluble < -6 < moderadamente soluble < -4 <

soluble < -2 < muy soluble < 0 < extremadamente soluble.

Para poder conocer de manera visual la distribución de los resultados para

cada compuesto en cada base de datos se llevó a cabo la construcción del gráfico

de la función de distribución acumulada empírica para los resultados obtenidos. La

Figura 15 muestra el gráfico de la función de distribución acumulada de los valores

obtenidos de LogS para los compuestos de cada biblioteca molecular. Los

compuestos de la biblioteca CAS muestran valores centrados entre -7 y -6 por lo

que se consideran escasamente solubles. Por su parte, los compuestos de las

bibliotecas COCONUT, FooDB, QPNB y DCM muestran valores centrados entre -6 y

-4, los cuales se pueden consideran como moderadamente solubles en agua.
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Figura 15. Gráfico de la función de distribución acumulada para la predicción de la

solubilidad (LogS) de los compuestos disponibles comercialmente.

5.6.1.2 Lipofilicidad

Experimentalmente la lipofilicidad de un compuesto se puede cuantificar a

partir del coeficiente de partición; el cual es el cociente de la solubilidad del

compuesto en dos disolventes inmiscibles entre sí, generalmente n-octanol y agua

(LogPo/w).130 Debido a que la lipofilicidad se encuentra relacionada tanto en procesos

farmacocinéticos como farmacodinámicos, así como en la toxicidad que los

compuestos puedan presentar, la lipofilicidad es una de las propiedades más

importantes a considerar en el diseño de fármacos.131 Generalmente los fármacos

liposolubles atraviesan la membrana celular por difusión pasiva a diferencia de los

compuestos hidrosolubles, los cuales suelen quedar atrapados en la bicapa lipídica

de la membrana.132

Para el caso de los servidores en línea, el LogPo/w, es el descriptor clásico

para expresar la lipofilicidad. SwissADME proporciona seis modelos para el cálculo

de la predicción de la lipofilia:

1. XLOGP3: predice el valor de LogP a partir de un modelo aditivo basado en

los átomos y un factor de corrección, el cual emplea un valor de LogP de un
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compuesto de referencia a partir de la similitud estructural y un análisis de

regresión lineal multivariante de 8,199 compuestos orgánicos.133

2. WLOGP: es un modelo construido a partir de un entrenamiento con 9,920

moléculas basado en los átomos a partir del sistema de fragmentación

propuesto por Wildman y Crippen, el cual además de considerar el valor del

LogP, considera la refractividad molar.134

3. MLOGP: este modelo se construyó con base en un análisis de regresión

múltiple que considera 13 descriptores moleculares a partir de una biblioteca

de 1,230 compuestos.135

4. SILICOS-IT: se basa en un método patentado de Filter-it™, que involucra

fragmentos y descriptores moleculares. El modelo se entrenó a partir de un

ajuste de mínimos cuadrados de 23,455 valores experimentales.103

5. iLOGP: este consiste en ser un modelo lineal múltiple que considera valores

experimentales del LogPo/w y la energía libre de solvatación en solventes

implícitos de un conjunto de más de 17,500 moléculas.136

6. Consensus LogP: es la media aritmética de los valores predichos por los

cinco métodos mencionados anteriormente.103

Para los compuestos disponibles comercialmente se realizó el gráfico de la

función de distribución acumulada empírica para el parámetro de lipofilicidad

Consensus LogPo/w calculado con el servidor SwissADME. Los resultados se

resumen en la Figura 16, donde se muestra que el promedio de los valores de

LogPo/w para la biblioteca CAS se encuentran entre 1 y 3, para la biblioteca

COCONUT entre 1.5 y 2.5, para las biblioteca FooDB y QPNB entre 2 y 3 y para la

biblioteca DCM 1 y 2.5.
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Figura 16. Gráfico de la función de distribución acumulada para la predicción de la

lipofilicidad (LogP) de los compuestos disponibles comercialmente.

5.6.1.3 Absorción intestinal humana

La mayoría de los xenobióticos se absorben a través de transporte pasivo o

activo por medio de las células epiteliales, las cuales forman la mucosa del intestino

grueso y delgado; para así poder llegar al torrente sanguíneo.137 La absorción

intestinal humana (HIA) representa una de las propiedades ADME/Tox más

importantes a tener en cuenta. Sin embargo, HIA también es una de las más

difíciles de predecir con modelos estadísticos. Esto se debe a que la absorción de

fármacos es un proceso extremadamente complicado que involucra una gran

cantidad de descriptores relacionados con el transporte mediado por proteínas

transportadoras y el metabolismo de primer paso.138

Debido a que la administración oral es la vía de administración preferida por

los pacientes gracias a su facilidad y practicidad; la biodisponibilidad oral es una de

las propiedades más deseables para el desarrollo de nuevos fármacos. Así mismo,

se ha demostrado que la biodisponibilidad se encuentra controlada principalmente

por la absorción intestinal. Es por esto que la HIA es un indicador alternativo para la

biodisponibilidad oral.139
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La HIA para una sustancia se encuentra frecuentemente cuantificada como la

porción de esta sustancia capaz de llegar a la vena porta o la sangre, y se puede

calcular a partir de la siguiente ecuación:

𝐻𝐼𝐴 =  𝐷𝑠𝑎𝑛𝑔𝑟𝑒/𝐷𝑜𝑟𝑎𝑙 

dónde es la cantidad de sustancia capaz de llegar a la vena porta y𝐷𝑠𝑎𝑛𝑔𝑟𝑒

es la cantidad de sustancia total administrada por la vía oral.140𝐷𝑜𝑟𝑎𝑙

El cálculo de la HIA en el servidor pkCSM-pharmacokinetics utiliza un modelo

construido a partir de cuatro descriptores: TPSA, LogPo/w a pH = 6,5, el número de

violaciones a la regla de los cinco de Lipinski y el número de enlaces donadores de

hidrógeno. Este modelo obtuvo un valor de r = 0.84 y un error de predicción del

11.2% para el conjunto de compuestos con el que fue entrenado. A su vez, clasifica

los resultados en dos clases; aquellos compuestos con resultados de HIA menores

o iguales al 30% se consideran como pobremente absorbidos intestinalmente,

mientras que aquellos compuestos con resultados mayores al 30% se consideran

que tienen una buena absorción intestinal.141

La Figura 17 muestra el gráfico de la función de distribución acumulada de

los porcentajes obtenidos de HIA para los compuestos presentes en cada biblioteca

molecular de los compuestos disponibles comercialmente. La gráfica indica que más

del 90% de los compuestos de todas las bibliotecas se considera que tienen una

buena absorción intestinal.
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Figura 17. Gráfico de la función de distribución acumulada para la predicción de la

absorción intestinal humana (HIA, por sus siglas en inglés) de los compuestos

disponibles comercialmente para diferentes bibliotecas moleculares estudiadas.

5.6.2 Descriptores moleculares de distribución

En el desarrollo de moléculas pequeñas como posibles fármacos, es de suma

importancia poder comprender la biodistribución de la forma activa de estas en el

sitio activo terapéutico; para así poder establecer una relación entre su

farmacocinética y farmacodinamia. De manera experimental, esta relación se

determina midiendo la concentración del fármaco de interés en el compartimiento

sanguíneo para posteriormente asociar esta concentración con la respuesta

obtenida.142

En los últimos 10 años, se han desarrollado diversos modelos matemáticos

que involucran descriptores capaces de integrar procesos individuales que sean

capaces de representar las etapas del proceso ADME/Tox.103,143,144 De esta manera

el proceso de distribución puede representarse a través de algoritmos capaces de

predecir el paso de moléculas por la barrera hematoencefálica (BBB, por sus siglas

en inglés) y la unión a proteínas plasmáticas.

5.6.2.1 Permeabilidad de la barrera hematoencefálica

La BBB es el conjunto de vasos sanguíneos y células endoteliales

microvasculares, esta tiene como principal función mantener la homeostasis del

sistema nervioso central (SNC) a través de diversos mecanismos como el transporte

de nutrientes, la eliminación de metabolitos del cerebro y proteger al cerebro de los

efectos secundarios de diversos xenobióticos. Sin embargo, en algunos casos,

como el tratamiento de enfermedades neurológicas puede llegar a ser indispensable

que ciertos fármacos lleguen al cerebro en concentraciones terapéuticas.145,146

La determinación experimental de la permeabilidad de la BBB para moléculas

pequeñas es un proceso complicado. Generalmente, suelen utilizarse animales de

experimentación como ratas o ratones para determinar el aclaramiento del tejido

cerebral.147 Por otra parte, los modelos de predicción de la permeabilidad de la BBB

son de suma importancia en las primeras etapas del desarrollo de fármacos en un
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intento de disminuir la tasa de deserción de compuestos candidatos a fármacos en

ensayos preclínicos y clínicos.145

Las predicciones in silico de la permeabilidad de la BBB se ha convertido en

una herramienta económica y que requiere menos tiempo. Las predicciones se

basan generalmente en resultados de estudios in vitro e in vivo realizados

previamente. A pesar de esto, una de las principales desventajas es que estos

modelos suelen asumir que los fármacos atraviesan la barrera BBB por difusión

pasiva, por lo tanto no suelen considerar varios mecanismos de transporte que

pueden llevarse a cabo en la BBB como el transporte activo mediado por

transportadores y receptores.148 Debido a lo anterior, es importante considerar otros

descriptores como el transporte activo mediado por la glicoproteína P y el

metabolismo de los compuestos de interés.

En la presente investigación el cálculo de la permeabilidad de la BBB se

realizó en el servidor pkCSM-pharmacokinetics, el cual cuenta con un valor de r =

0.862 y un error de predicción del 8.27% para el conjunto de compuestos con el que

fue entrenado. Este modelo clasifica los resultados a partir de la medida de

permeabilidad cuantitativa (LogPS) y fue entrenado a partir de los resultados

experimentales de 120 compuestos. Aquellos compuestos con valores de LogPS ≥

-2 se consideran con la capacidad de tener una penetración fácil, mientras que

aquellos con valores < −2 se consideran como no penetrantes.147

La Figura 18 muestra el gráfico de la función de distribución acumulada de

los valores del LogPS para la permeabilidad de la BBB de los compuestos presentes

en cada biblioteca molecular de los compuestos disponibles comercialmente. Los

resultados indican que más del 95% de los compuestos de todas las bibliotecas se

considera que tienen capacidad fácil de penetración de la BBB.
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Figura 18. Gráfico de la función de distribución acumulada para la predicción de la

permeabilidad de la barrera hematoencefálica (LogPS) de los compuestos

disponibles comercialmente.

5.6.2.2 Sustrato de la glicoproteína P

La glicoproteína P es el transportador de unión al adenosin trifosfato (ATP,

por sus siglas en inglés) más estudiado. Esta funciona como una barrera biológica

de defensa debido a que es capaz de expulsar toxinas y xenobióticos de las células.

Así mismo, diversos estudios han demostrado que la glicoproteína P desarrolla un

papel importante en las fases de absorción y distribución durante el perfil

ADME/Tox.148

Debido a su localización en las células endoteliales del lumen intestinal, la

glicoproteína P tiene una amplia participación en el transporte de fármacos hacia la

circulación sanguínea y en el proceso de excreción de estos mismos compuestos.

La glicoproteína P tiene dos dominios citoplasmáticos de unión al ATP; y

cada dominio está conformado por tres motivos: Walker A, Walker B y C. Se ha

reportado que el residuo de Lys en el motivo Walker A es el que se encuentra

relacionado directamente con la unión del ATP a la glicoproteína P.149,150 Debido a lo

anterior, la unión de ATP a la glicoproteína P para su posterior hidrólisis son los
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responsables del transporte de diversos xenobióticos, como es el caso de fármacos

mediado por esta proteína.

Es bien conocido que análogos del ATP son capaces de unirse a los motivos

Walker A de la glicoproteína P. Sin embargo, es necesario que uno de los dos

motivos presentes en ambos dominios actué catalíticamente hidrolizando ATP para

que esta proteína pueda ejercer su función como transportador. La estequiometría

de la hidrólisis del ATP asociada al transporte de fármacos depende del sustrato y

puede ir en un rango de 0.3 a 6 moléculas de ATP por cada molécula de fármaco.151

A pesar de que los motivos Walker A de los dominios de unión al ATP se

encuentran restringidos a reconocer ATP o sus análogos, se han identificado

dominios transmembranales en la glicoproteína P (TM1, TM2, TM3, TM4, TM5,

TM6, TM7, TM8, TM9, TM10, TM11 y TM12) sensibles al reconocimiento diversos

sustratos.151,152,153,154

A pesar de que la glicoproteína P es capaz de transportar moléculas con un

amplio rango de peso molecular (250 a 1202 Da). Es importante considerar si los

candidatos a fármacos pueden llegar a ser sustratos de esta proteína, ya que esto

ayuda a conocer el flujo de transporte activo a través de la membrana celular y así

mismo tener en cuenta que esta característica puede llegar a afectar el perfil

ADME/Tox predicho del compuesto.103

La predicción de si los compuestos seleccionados (disponibles

comercialmente) pudieran ser sustratos de la glicoproteína P se realizó en el

servidor SwissADME, el cual utiliza un algoritmo de aprendizaje automático

construido a partir de 16 descriptores moleculares y 1033 moléculas de

entrenamiento con una precisión de validación externa del 94%. Este modelo

devuelve un resultado de tipo categórico.103

En la Figura 19 se observa que el 62.5% de los compuestos de las biblioteca

CAS, el 57.6% de la biblioteca COCONUT, el 50% de la biblioteca FooDB, el 66.7%

de la biblioteca QPNB y el 54.2% de la biblioteca DCM tienen predicciones positivas

a ser sustratos de la glicoproteína P.

5.6.2.3 Inhibición de la glicoproteína P

Como se discutió en la sección anterior (5.6.2.2), la función transportadora de

moléculas por la glicoproteína P se encuentra mediada por los dos dominios de
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unión al ATP; así mismo, la interacción de fármacos como sustratos a esta proteína

tienen una acción cooperativa en la unidad funcional. Por esto, la interacción con

moléculas o fármacos también puede resultar en la inhibición competitiva de la

glicoproteína p, lo cual conduce a una disminución de la hidrólisis del ATP y por lo

tanto en un decremento de la función transportadora de la glicoproteína P.

El cálculo de la inhibición de la glicoproteína P en el servidor

pkCSM-pharmacokinetics cuenta con la implementación de dos diferentes

predictores.104 El primer predictor (denominado como, inhibición de la glicoproteína

P-I) se construyó a partir de un modelo bayesiano y 1,273 moléculas que se

encuentran clasificadas como inhibidores y no inhibidores de la glicoproteína P;

cuenta con una precisión de validación externa del 81.2%.141 El segundo predictor

denominado como inhibición de la glicoproteína P-II, fue construido a partir de una

biblioteca de 1,200 compuestos y métodos QSAR multivariados. Este modelo

cuenta con una precisión del 88%.155

En la Figura 19 se observa que el 12.5% de los compuestos de la biblioteca

CAS, el 28.3% de la biblioteca COCONUT, el 12.5 % de la biblioteca FooDB, el 0%

de la biblioteca QPNB y el 26.4% de la biblioteca DCM tienen predicciones positivas

a ser inhibidores de la glicoproteína P evaluados con el primer modelo; mientras que

el 0% de los compuestos de la biblioteca CAS, el 27.2% de la biblioteca COCONUT,

el 16.4 % de la biblioteca FooDB, el 33.3% de la biblioteca QPNB y el 17.1% de la

biblioteca DCM tienen predicciones positivas a ser inhibidores de la glicoproteína P

evaluados con el segundo modelo. Debido a los valores de precisión de ambos

modelos para predecir la inhibición de la glicoproteína p se puede considerar que el

segundo modelo implementado tiene un mejor rendimiento debido a que tiene una

mayor precisión.

A su vez, también se puede llevar a cabo un análisis adicional en donde se

obtengan los compuestos con resultados positivos para ambas predicciones, ya que

como cada modelo emplea un algoritmo diferente se podrían obtener los

compuestos con más alta probabilidad de ser inhibidores de la glicoproteína p que

solo considerando cada modelo de manera independiente.
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Figura 19. Porcentaje de compuestos posibles a ser sustratos de la glicoproteína P

e inhibidores de la glicoproteína P a partir de los dos modelos implementados que

presentan los compuestos disponibles comercialmente.

5.6.3 Descriptores moleculares de metabolismo

El metabolismo es un proceso que involucra la participación de diversas

proteínas, como es el caso de las enzimas y diversos transportadores. Por lo que es

de suma importancia considerar el metabolismo de los compuestos candidatos a

fármacos para poder analizar su posible farmacocinética, farmacodinamia y

toxicidad. Así mismo, el metabolismo se caracteriza por ser un proceso conformado

por biotransformaciones complejas donde los fármacos son modificados

estructuralmente.156 Por tal motivo, el desarrollo de algoritmos capaces de predecir

el metabolismo de moléculas es de gran utilidad para la optimización de los

compuestos candidatos a fármacos.

En general, las enzimas metabolizadoras tienen sustratos específicos; sin

embargo, algunos fármacos o moléculas exógenas son susceptibles a ser

metabolizadas por enzimas como el citocromo (CYP) P450. Las enzimas de la

familia del CYP P450 son hemoproteínas que se encuentran localizadas en su

mayoría en el intestino y se les atribuye el ser las responsables de la

desintoxicación de muchos compuestos tanto endógenos como exógenos,
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metabolismo celular y la homeostasis. Así mismo, son capaces de ser inducidas o

inhibidas por varios fármacos.157

El servidor SwissADME cuenta con funciones para predecir la actividad de

algunos de los CYPs frente a los compuestos de interés. La Figura 20 muestra el

porcentaje de compuestos por biblioteca molecular de los compuestos disponibles

comerciales que son predichos por SwissADME como inhibidores de los CYP1A2,

CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4.

Figura 20. Porcentaje de compuestos posibles a ser inhibidores de los diferentes

citocromos (CYPs) de los compuestos disponibles comercialmente.

5.6.3.1 Inhibición del CYP1A2

El CYP1A2 representa aproximadamente el 12% del contenido total de CYP

P450 en el hígado en humanos. Entre los principales sustratos del CYP1A2 se

encuentran medicamentos, productos químicos industriales y tóxicos ambientales

que afectan el nivel de expresión y actividad de la enzima. Así mismo la expresión y

regulación del CYP1A2 está altamente regulada por el receptor de hidrocarburos

arilo y es conocido que participa en la activación de aminas aromáticas y

heterocíclicas e hidrocarburos aromáticos policíclicos. Este CYP también se

encuentra involucrado con la activación de procarcinógenos; por lo que una alta
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expresión de esta enzima conduce a aumentar el riesgo de los pacientes al cáncer

mientras que su inhibición disminuye la posibilidad de desarrollarlo.158

La Figura 20 muestra que el porcentaje de compuestos que se predicen con

actividad inhibitoria del CYP1A2 son el 62.50% de la biblioteca CAS, el 58.04% de la

biblioteca COCONUT, el 51.56% de la biblioteca FooDB, el 66.67% de la biblioteca

QPNB y el 56.95% de la biblioteca DCM.

5.6.3.2 Inhibición del CYP2C19

La enzima CYP2C19 es importante clínicamente debido a que es la

responsable del metabolismo de ciertos fármacos como el clopidogrel, omeprazol,

lansoprazol, diazepam, propanolol, entre otros. También se sabe que se encuentra

involucrada con la desintoxicación de potenciales carcinógenos e inhibe la

bioactivación de procarcinógenos ambientales, impidiendo la formación de

metabolitos reactivos con afinidad por  el ADN.159

La Figura 20 muestra que el porcentaje de compuestos que se predicen con

actividad inhibitoria del CYP2C19 son el 50% de la biblioteca CAS, el 42.95% de la

biblioteca COCONUT, el 21.88% de la biblioteca FooDB, el 0% de la biblioteca

QPNB y el 50.94% de la biblioteca DCM.

5.6.3.3 Inhibición del CYP2C9

El CYP2C9 es una de las enzimas CYP más abundantes en el hígado

humano, se encuentra asociada con las reacciones de fase I en la oxidación de

xenobióticos; a su vez, es la responsable del metabolismo de más del 15% de los

fármacos aprobados, entre los cuales se encuentran hipoglucemiantes,

antiinflamatorios no esteroideos, inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2,

antiepilépticos, inhibidores del receptor de angiotensina II, anticoagulantes, entre

otros,160 Su función metabólica hacia fármacos se ha asociado con compuestos

débilmente ácidos y grupos funcionales como las aminas aromáticas y

heterocíclicas. Así mismo existe una gran variedad de fármacos que actúan como

inhibidores específicos del CYP2C9, como el fluconazol, voriconazol y

amiodarona.161,162
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La Figura 20 indica que el porcentaje de compuestos que se predicen con

actividad inhibitoria del CYP2C9 son el 37.50% de la biblioteca CAS, el 35.06% de

la biblioteca COCONUT, el 21.88% de la biblioteca FooDB, el 33.33% de la

biblioteca QPNB y el 37.29% de la biblioteca DCM.

5.6.3.4 Inhibición del CYP2D6

CYP2D6 es un gen altamente polimórfico con más de 100 variantes alélicas;

lo que conlleva a una clasificación de cuatro fenotipos diferentes: metabolizadores

lentos, metabolizadores intermedios, metabolizadores normales y metabolizadores

ultrarrápidos. Debido a lo anterior esta enzima es la responsable de la variabilidad

interindividual de las concentraciones plasmáticas de los diferentes xenobióticos;

siendo los metabolizadores lentos son aquellos que capaces de mostrar

concentraciones plasmáticas más altas y una vida media más larga.163 Estas últimas

características también se pueden observar con la presencia de fármacos

inhibidores de esta proteína.

El análisis de la Figura 20 indica que el porcentaje de compuestos que se

predicen con actividad inhibitoria del CYP2D6 son el 50% de la biblioteca CAS, el

40.75% de la biblioteca COCONUT, el 25% de la biblioteca FooDB, el 33.33% de la

biblioteca QPNB y el 43.66% de la biblioteca DCM.

5.6.3.5 Inhibición del CYP3A4

El CYP3A4 es cuantitativamente la enzima más importante de la familia del

P450 debido a que además de expresarse en el hígado, también se encuentra en el

intestino delgado; contribuyendo así al metabolismo presistémico y sistémico de

aproximadamente el 30% de los fármacos aprobados. Así mismo se sabe que el

gen CYP3A4 se encuentra altamente conservado debido a su importancia en el

metabolismo tanto endógeno como exógeno.164

La Figura 20 muestra que el porcentaje de compuestos que se predicen con

actividad inhibitoria del CYP3A4 son el 50% de la biblioteca CAS, el 33.03% de la

biblioteca COCONUT, el 25.78% de la biblioteca FooDB, el 66.67% de la biblioteca

QPNB y el 30.16% de la biblioteca DCM.
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Los resultados anteriores indican que todas las bibliotecas moleculares

cuentan con la presencia de compuestos inhibidores de todos los CYPs

mencionados anteriormente (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4).

Por lo que es importante tener en cuenta si alguno de los compuestos inhibidores es

potencialmente un candidato a fármaco para tomar en cuenta el ajuste de las dosis

además de considerar las posibles optimizaciones que puedan mejorar el

metabolismo que puedan llegar a tener.

5.6.4 Descriptores moleculares de eliminación

El aclaramiento de un fármaco se mide a partir del aclaramiento o eliminación

total (Total clearance). Este se expresa como una constante de proporcionalidad, la

cual describe la relación entre la velocidad de transferencia de un compuesto o

sustancia en cantidad por unidad de tiempo. La eliminación de un fármaco ocurre

debido a la perfusión de sangre a los órganos de excreción; generalmente el hígado

y riñones.165

El valor de eliminación total de un fármaco es un parámetro farmacocinético

relevante debido a que se encuentra directamente relacionado con la disponibilidad

y la eliminación de este, lo cual puede ser de ayuda al determinar la tasa de

dosificación y la concentración a la que el fármaco se encuentra en condiciones

estables.166

5.6.4.1 Eliminación total

Experimentalmente, el valor de eliminación total de un compuesto candidato

a fármaco se obtiene a partir de estudios in vitro e in vivo; lo cual conlleva a que

este proceso sea lento y costoso. Debido a lo anterior, se han explorado y

construido modelos in silico.167

Se determinó el valor de eliminación para los compuestos disponibles

comercialmente a partir del modelo implementado en el servidor

pkCSM-pharmacokinetics. Este modelo se construyó a partir de un conjunto de

entrenamiento de 398 compuestos obteniendo un valor de R2 de 0.755 y un error

estándar de 0.245.165

La Figura 21 muestra el gráfico de la función de distribución acumulada del

Log de los valores de la eliminación total (mL/min/Kg) de los compuestos presentes
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en cada biblioteca molecular de los compuestos disponibles comercialmente donde

se observa que la mayoría de los compuestos de la biblioteca QPNB tiene valores

cercanos a 1. Debido a estos resultados se puede predecir que en comparación con

los compuestos de las otras bibliotecas (CAS, COCONUT, FooDB, DCM), los

compuestos que conforman la biblioteca molecular QPNB pueden ser eliminados

con mayor facilidad del organismo.

Figura 21. Gráfico de distribución para la predicción del Log10 de los valores

obtenidos de la eliminación total en mL/min/Kg de los compuestos disponibles

comercialmente.

5.6.5 Descriptores moleculares de toxicidad

La toxicidad es una de las principales causas por las que solo pocos de los

candidatos fármacos son capaces de llegar al mercado como un medicamento.

Hasta hace un par de décadas, aproximadamente el 50% de los compuestos

terapéuticos potenciales fracasaban debido a efectos adversos inaceptables.143 Por

esta razón, el desarrollo de algoritmos predictores de descriptores relacionados con

la toxicidad se han convertido en un área de especial interés.
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Para los compuestos disponibles comercialmente se hizo la predicción

categórica para la prueba in silico de AMES y la hepatotoxicidad con el servidor

pkCSM-pharmacokinetics. Los resultados se muestran en la Figura 22.

Figura 22. Porcentajes de toxicidad de pruebas in silico para los compuestos

disponibles comercialmente.

5.6.5.1 Prueba in silico de AMES

La prueba de mutagenicidad de Salmonella, también conocida como prueba

de AMES, proporciona un procedimiento rápido para determinar la mutagenicidad

de sustancias químicas o metabolitos generados a partir de la sustancia química de

interés durante el proceso metabólico.168

La prueba de AMES consiste en utilizar cepas de bacterias mutantes a

histidina, generalmente Escherichia coli o Salmonella Typhimurium. El fundamento

de la prueba se basa en que la histidina es un aminoácido esencial para que las

bacterias puedan crecer en el medio. Por lo tanto las cepas mutadas no podrán

formar colonias en placas con medio en ausencia de histidina. Sin embargo; si estas

bacterias se encuentran ante la exposición de alguna sustancia mutagénica que sea

capaz de llevar a cabo un cambio, deleción o adición de alguna base nucleotídica;

esto conlleva a que se revierta la secuencia del gen mutado de histidina al del tipo
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silvestre. Por lo que las bacterias revertidas serán capaces de llevar a cabo la

síntesis de histidina y por lo tanto el crecimiento de colonias en el medio.168

Al realizar la prueba de AMES, las cepas mutadas se incuban en presencia

de un disco de papel filtro que contiene la sustancia de interés el cual se difunde en

el agar formando un gradiente de concentración. Así mismo se realiza el ensayo

añadiendo la fracción metabólica de un homogenizado de hígado de rata fortificado

(fracción S9), el cual funciona como activador metabólico de la sustancia de interés

para poder evaluar también la mutagenicidad de los metabolitos derivados. Un

resultado positivo de mutagenicidad para la prueba de AMES se observa con el

crecimiento de colonias bacterianas en medio con ausencia de histidina, mientras

que la ausencia de estas conduce a un resultado negativo.169

El modelo para la prueba de AMES del servidor pkCSM-pharmacokinetics

utiliza el árbol de decisiones de Cramer. Este modelo de predicción consta de 33

preguntas con respuestas categóricas binarias (sí o no); el rendimiento de

clasificación comparativa de este modelo reporta un valor de área bajo la curva

(ABC) de 0.909.104,170

La Figura 22 muestra los compuestos con predicciones positivas para el

ensayo in silico de AMES, siendo estos el 37.50% de la biblioteca CAS, el 44.09%

de la biblioteca COCONUT, el 36.72% de la biblioteca FooDB, el 33.33% de la

biblioteca QPNB y el 36.88% de la biblioteca DCM. Con base en lo anterior, es de

suma importancia tener presentes cuales son los compuestos con predicciones

positivas para este ensayo debido a que al ser potencialmente mutagénicos es muy

probable que sean descartados como candidatos a fármacos.

5.6.5.2 Hepatotoxicidad

La lesión hepática inducida por fármacos es una de las principales causas

por las cuales se retiran los fármacos del mercado posterior a su desarrollo clínico y

aprobación; por lo tanto, la eliminación en las primeras etapas del diseño de

fármacos de compuestos candidatos capaces de causar daño hepático puede

reducir significativamente la tasa de deserción y el costo en el desarrollo de

fármacos.171

El modelo para predecir la hepatotoxicidad implementado en el servidor

pkCSM-pharmacokinetics se construyó a partir de la estructura química de 951
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compuestos y datos biológicos, los cuales comprenden la información de los efectos

secundarios en el hígado, el rendimiento de clasificación comparativa de este

modelo reporta un valor de ABC de 0.687.104,171

La Figura 22 muestra los compuestos con predicciones positivas para la

prueba de hepatotoxicidad, siendo estos el 50% de la biblioteca CAS, el 46.48% de

la biblioteca COCONUT, el 28.91% de la biblioteca FooDB, el 100% de la biblioteca

QPNB y el 47.02% de la biblioteca DCM. Con base en los resultados es importante

considerar que aunque hay una alta proporción de compuestos con resultados

positivos a ser hepatotóxicos. Esto no necesariamente significa que estos

compuestos deban ser descartados debido a que es probable que estos resultados

puedan llegar a ser falsos positivos ya que de acuerdo con el valor del rendimiento

que tiene el modelo empleado, la probabilidad de tener un resultado correcto es

poco confiable.

5.7 Predicciones de aprendizaje de máquina y QSAR

A partir de los resultados obtenidos de las predicciones de aprendizaje

automático y QSAR en colaboración con la Universidad de Carolina del Norte en

Chapel Hill y el grupo Collaborations Pharmaceuticals Inc., se obtuvieron 18 hits

computacionales mostrados en la Figura 23.
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Figura 23. Estructuras químicas de los hits computacionales obtenidos del cribado

virtual.

5.8 Acoplamientos moleculares con la proteasa principal de SARS-CoV-2

Los acoplamientos moleculares fueron realizados en el sitio donde interactúa

el inhibidor MPI1 con la Mpro del SARS-CoV-2. La Tabla 6 resume los resultados de

los valores de energía libre de Gibbs (∆G) de unión obtenidos para los 18 hits

computacionales y la Mpro del SARS-CoV-2 a partir de los tres programas

empleados.

Tabla 6. Energía libre de Gibbs (∆G) de unión obtenidos de los hits computacionales

y la proteasa principal (Mpro) del coronavirus tipo 2 del Síndrome Respiratorio

Agudo Grave (SARS-CoV-2), PDB ID: 7JPZ.

Hit
computacional

∆G de unión (kcal/mol)

MOE LeDock Autodock Vina

1 -6.08 -4.94 -7.60

2 -6.96 -5.61 -7.10
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3 -7.84 -6.33 -7.20

4 -6.51 -4.61 -7.30

5 -6.98 -5.62 -6.70

6 -6.67 -5.54 -6.90

7 -6.98 -5.82 -7.40

8 -6.54 -4.55 -5.90

9 -6.81 -5.60 -7.40

10 -7.03 -6.67 -7.10

11 -7.46 -6.44 -8.30

12 -6.88 -5.72 -6.70

13 -6.77 -6.79 -7.80

14 -6.95 -4.87 -7.00

15 -6.26 -4.78 -7.10

16 -6.19 -4.46 -6.70

17 -6.31 -5.16 -6.20

18 -6.71 -5.25 -6.90

La finalidad de emplear tres diferentes programas para realizar los

acoplamientos moleculares es el generar diferentes confórmeros debido a que cada

uno de estos programas utiliza un algoritmo diferente. Por lo tanto, se pretende

obtener un resultado más confiable.172 De acuerdo con la Tabla 6, los compuestos

con mejores ∆G de unión identificados para los tres programas empleados

simultáneamente son los compuestos 2, 3, 7, 9, 10, 11 y 13.
Las principales interacciones entre los 18 hits computacionales y la Mpro del

SARS-CoV-2 se presentan con los residuos His 41, Leu 141, Gly 143 y Cys 145; por

lo que se puede concluir que esta región es importante para que se puedan llevar a

cabo la formación del complejo proteína-ligando, el cual en el caso de este proyecto

tiene la finalidad de impedir la función de la proteína. Los diagramas en 2D de las

interacciones de los hits computacionales y la Mpro del SARS-CoV-2 se encuentran

en el apéndice.
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5.9 Adquisición comercial de compuestos y envío a evaluación biológica

Todos los ensayos in vitro de la Mpro del SARS-CoV-2 se realizaron por

duplicado en presencia y ausencia del agente reductor (DTT).

Como primera etapa de los ensayos de actividad enzimática de la Mpro del

SARS-CoV-2, se evaluó la actividad de los hits a una sola concentración (100 µM).

Utilizando como control positivo el compuesto GC376, con un valor de

concentración inhibitoria 50 (CI50) de 19.64 nM. En esta primera etapa los hits 7 y

13 mostraron una reducción en la actividad de la Mpro. En los ensayos en los

que se utilizó DTT, el compuesto 7 mostró tener una inhibición de la actividad del

24.13 ± 1.02 %, mientras que el compuesto 13 tuvo una inhibición de la actividad

del 55.30 ± 1.22 %. A su vez, para los ensayos realizados en ausencia de agente

reductor, el compuesto 7 tuvo una inhibición de la actividad del 51.88 ± 1.99 %,

mientras que el compuesto 13 tuvo una inhibición de la actividad del 87.34 ± 0.04

%.

Posteriormente, se llevaron a cabo los ensayos de inhibición enzimática

utilizando diez concentraciones de diluciones seriadas 1:3 de los compuestos 7 y 13

comenzando con una concentración de 100 µM, para así obtener los valores CI50.

En ausencia del agente reductor el compuesto 7 presentó un valor de CI50 de 106.0

± 13.45 µM, mientras que el compuesto 13 tuvo un valor de CI50 de 3.554 ± 0.216

µM. Por otro lado, en presencia de agente reductor, únicamente el compuesto 13
presentó inhibición de la Mpro con un valor de un CI50 de 106.4 ± 9.256 µM.

En los ensayos enzimáticos de cisteínas proteasas es común emplear

algún agente reductor como el DTT o glutatión con la finalidad de tener la

certeza de que la enzima de interés, en este caso la Mpro se encuentre en su

forma activa. Esto implica que la cisteína catalítica se encuentre en su forma

reducida. A su vez; el agente reductor tiene la función de evitar que los

compuestos pueden reaccionar con grupos tiol inespecíficos, los cuales pueden

ser capaces de modificar covalentemente la cisteína catalítica.173 Con base en lo

anterior, se espera que los inhibidores específicos de la Mpro del SARS-CoV-2

sean capaces de inhibir la actividad de esta proteína en presencia y ausencia de

DTT. A partir de esto, se puede concluir que solo el compuesto 13 muestra una
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inhibición selectiva débil hacia la Mpro, mientras que los resultados obtenidos en

los ensayos en ausencia de DTT (CI50 = 3.554 ± 0.216 µM) pueden deberse a la

posible alquilación u oxidación de la cisteína catalítica. Por otra parte, tomando

en cuenta que la estructura del compuesto 13 carece de grupos tiol es posible

saber que este no es capaz de formar puentes disulfuro con la cisteína catalítica.

Por lo que se sabe que el resultado obtenido de la inhibición enzimática que se

produce en presencia de DTT no se lleva a cabo debido al proceso oxidación.

Con base en los resultados de la Tabla 6, el compuesto 13 fue el que mostró

el mejor valor de ∆G de unión con el programa LeDock. Así mismo, con los

programas MOE y Autodock Vina mostró valores favorecidos sobre el resto de los

compuestos (valores de ∆G de unión menores al promedio). La Figura 24 muestra

las posibles principales interacciones entre el compuesto 13 y la Mpro del

SARS-CoV-2. Algunas de estas son puentes de hidrógeno entre el grupo amino del

anillo de hidroxipiridina y la cadena principal de la Leu141, entre uno de los

oxígenos del grupo nitro y la cadena lateral de la Cys145 y entre el oxígeno del

anillo de hidroxipiridina y la cadena principal de la Gly 143. Debido a lo anterior se

puede concluir que los residuos 141-143 son parte del sitio catalítico de esta

proteína y por lo tanto importantes para la actividad de esta. Así mismo, esto

soporta que es importante el uso de algún agente reductor en los ensayos in vitro,

debido a la presencia de un residuo de Cys en esta región.
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Figura 24. Interacciones predichas entre el hit computacional 13 y la proteasa

principal (Mpro) del coronavirus tipo 2 del Síndrome Respiratorio Agudo Grave

(SARS-CoV-2) en los diferentes programas computacionales A) MOE, B) LeDock y

C) Autodock Vina.

En la Tabla 7 se muestra el perfil ADME/Tox del compuesto 13. La tabla

indica que las predicciones in silico indican que es altamente probable que este

compuesto tenga una buena biodisponibilidad oral debido a los valores obtenidos de

LogS, LogP, HIA; además de no presentar violaciones las reglas de Lipinski y Veber.

También es posible que este compuesto pueda ser un inhibidor del CYP1A2, del

CYP2C19 y del CYP2C9. Debido a que se sabe que la inhibición del CYP1A2

reduce el riesgo de desarrollar cáncer, esto no representa una desventaja para este

compuesto. Por otra parte, el CYP2C19 tiene como función el metabolizar algunos
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fármacos, por lo cual es importante evaluar experimentalmente si es capaz de

metabolizar al compuesto 13. Aunque el CYP2C9 se encuentra asociado a

reacciones de fase 1 o de oxidación, en el caso del compuesto 13 es poco probable

que tenga actividad debido a que este compuesto no cuenta con grupos funcionales

susceptibles a reacciones de oxidación. Por último, este compuesto obtuvo

resultados positivos para la prueba in silico de AMES y la hepatotoxicidad; por lo

cual, es importante evaluar experimentalmente si efectivamente es capaz de causar

mutagenicidad y daño hepático. Pues de ser este el caso es importante contemplar

las posibles modificaciones estructurales que pudieran ayudar a mejorar su perfil

ADME/Tox sin perder su actividad.

Tabla 7. Perfil ADME/Tox del compuesto 13.

Descriptor molecular Resultado Descriptor molecular Resultado

Solubilidad (Silicos IT LogSw) -5.56 Inhibición del citocromo
1A2 (CYP1A2)

Sí

Lipofilicidad (Consensus LogP) 2.35 Inhibición del citocromo
2C19 (CYP2C19)

Sí

Absorción intestinal humana
(HIA)

89.21% Inhibición del citocromo
2C9 (CYP2C9)

Sí

Violaciones a las reglas de
Lipinski

Ninguna Inhibición del citocromo
2D6 (CYP2D6)

No

Violaciones a las reglas de
Veber

Ninguna Inhibición del citocromo
3A4 (CYP3A4)

No

Permeabilidad de la barrera
hematoencefálica (BBB
permeability)

-0.62 Eliminación total 0.755

Sustrato de la glicoproteína P No Prueba in silico del
ensayo de  AMES

Sí

Inhibición de la glicoproteína P No Hepatotoxicidad Sí
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6. Conclusiones

1. Se construyó y curó una base de datos molecular extensa, denominada MEGA

Db, con 17, 802, 481 millones de compuestos.

2. Se filtró la MEGA Db con cálculos de similitud molecular usando tres

representaciones moleculares (ECFP4, ECFP6 y MACCSKeys) y el coeficiente

de Tanimoto.

3. Se obtuvo una lista de hits consenso a partir de los datos obtenidos en el

análisis de similitud molecular y se verificó su disponibilidad comercial.

4. Se realizaron predicciones de aprendizaje automático y QSAR a los

compuestos disponibles comercialmente.

5. Se obtuvieron 18 hits considerados como candidatos computacionales.

6. Se realizaron acoplamientos moleculares de los hits seleccionados con la

estructura cristalográfica de la Mpro del SARS-CoV-2 (PDB ID: 6LU7) en tres

programas computacionales: MOE, LeDock y Autodock Vina.

7. Se compraron los hits obtenidos y se llevaron a cabo evaluaciones enzimáticas

in vitro de la Mpro del SARS-CoV-2 para evaluar la actividad inhibitoria de estos.

8. Se determinó que el compuesto 13 es un inhibidor de la Mpro del SARS-CoV-2

con un valor de CI50 de 106.4 ± 9.256 µM en presencia de un agente reductor

(DTT) y con un valor de CI50 = 3.554 ± 0.216 µM en ausencia de agentes

reductores.
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7. Perspectivas

Adquirir compuestos análogos al compuesto 13 y llevar a cabo la evaluación

experimental a partir de pruebas enzimáticas in vitro con la Mpro del SARS-CoV-2

con el objetivo de:

➢ Obtener mejores valores de inhibición CI50.

➢ Realizar un análisis cuantitativo de relaciones estructura-actividad .
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Figura S1. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs 6-mercaptopurina.

Figura S2. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs 6-tioguanina.
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Figura S3. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs acetofenazina.

Figura S4. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs ácido clorogénico.

111



Figura S5. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs ácido micofenólico.

Figura S6. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs aloxistatina.
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Figura S7. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs anisomicina.

Figura S8. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs arbidol.
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Figura S9. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs astemizol.

Figura S10. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs baicalin

.
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Figura S11. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs baricitinib.

Figura S12. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs cicloheximida.
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Figura S13. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs cinanserin.

Figura S14. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs citarabina.
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Figura S15. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs citrato de tamoxifeno.

Figura S16. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs citrato de toremifeno.
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Figura S17. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de amodiaquina.

Figura S18. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de clomipramina.
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Figura S19. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de clorfenoxamina.

Figura S20. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de clorpromazina.
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Figura S21. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de emetina.

Figura S22. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de flufenazina.

120



Figura S23. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de gemcitabina.

Figura S24. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de prometazina.
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Figura S25. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorhidrato de trifluoperazina.

Figura S26. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs cloroquina.
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Figura S27. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs clorpromazina.

Figura S28. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs darunavir.
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Figura S29. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs dasatinib.

Figura S30. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs disulfiram.
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Figura S31. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs dosulepin.

Figura S32. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs emetina.
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Figura S33. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs favipiravir.

Figura S34. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs fenazopiridina.
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Figura S35. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs fluspirileno.

Figura S36. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs fosfato de cloroquina.
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Figura S37. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs glicirricina.

Figura S38. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs hidroxizina.
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Figura S39. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs ivermectina.

Figura S40. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs licorina.
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Figura S41. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs loperamida.

Figura S42. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs lopinavir.
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Figura S43. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs maleato de tietilperazina.

Figura S44. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs mefloquina.
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Figura S45. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs mepesuccinato de omacetaxina.

Figura S46. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs mesilato de benztropina.
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Figura S47. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs mesilato de imatinib.

Figura S48. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs metotrimeprazina.
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Figura S49. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs micofenolato de mofetilo.

Figura S50. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs monensina de sodio.
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Figura S51. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs N-metilmaleimida.

Figura S52. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs niclosamida.
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Figura S53. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs nitazoxanida.

Figura S54. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs nutlin.
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Figura S55. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs pamoato de pirvinio.

Figura S56. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs remdesivir.
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Figura S57. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs ribavirina.

Figura S58. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs saracatinib.
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Figura S59. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs sotrastaurina.

Figura S60. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs sulfato de hidroxicloroquina.
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Figura S61. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs terconazol.

Figura S62. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs tiotixeno.
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Figura S63. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs toremifeno.

Figura S64. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs triparanol.
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Figura S65. Promedio de los valores de similitud obtenidos con el coeficiente de

Tanimoto para cada biblioteca vs valinomicina.
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Tabla S1. Parámetros estadísticos del LogS (Silicos IT LogSw).

Parámetro
estadístico

Biblioteca molecular

CAS COCONUT DCM FooDB QPNB

Promedio -3.66 -4.65 -4.71 -3.82 -5.03

Desviación
estándar

1.26 2.11 1.51 1.94 2.40

Valor
mínimo

-5.15 -10.38 -9.47 -8.40 -6.47

1er cuartil -4.44 -6.26 -5.77 -5.58 -6.42

2do cuartil -4.20 -4.75 -4.71 -3.74 -6.36

3er cuartil -2.64 -3.07 -3.75 -3.36 -4.31

Valor
máximo

-1.50 0.78 1.03 0.10 -2.25

Tabla S2. Parámetros estadísticos de lipofilicidad (Consensus LogP).

Parámetro
estadístico

Biblioteca molecular

CAS COCONUT DCM FooDB QPNB

Promedio 1.95 2.34 2.40 1.84 2.29

Desviación
estándar

1.24 1.25 0.94 1.28 1.28

Valor
mínimo

0.02 -2.09 -1.40 -2.09 0.82

1er cuartil 1.18 1.50 1.76 1.04 1.89

2do cuartil 2.09 2.42 2.43 1.92 2.96

3er cuartil 2.82 3.30 3.10 2.73 3.03

Valor
máximo

3.62 5.08 4.99 4.54 3.10
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Tabla S3. Parámetros estadísticos de absorción intestinal humana (HIA).

Parámetro
estadístico

Biblioteca molecular

CAS COCONUT DCM FooDB QPNB

Promedio 73.50 91.01 89.87 91.13 92.39

Desviación
estándar

33.41 9.04 9.40 11.47 9.40

Valor
mínimo

0.78 28.13 3.83 20.88 81.54

1er cuartil 71.40 89.92 89.47 91.67 89.59

2do cuartil 89.58 93.38 92.51 94.09 97.64

3er cuartil 93.44 95.85 94.69 97.45 97.81

Valor
máximo

95.68 100.00 100.00 100.00 97.99

Tabla S4. Parámetros estadísticos de violaciones a las reglas de Lipinski.

Parámetro
estadístico

Biblioteca molecular

CAS COCONUT DCM FooDB QPNB

Promedio 0.00 0.02 0.01 0.00 0.00

Desviación
estándar

0.00 0.14 0.09 0.00 0.00

Valor
mínimo

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1er cuartil 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

2do cuartil 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

3er cuartil 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Valor
máximo

0.00 1.00 1.00 0.00 0.00
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Tabla S5. Parámetros estadísticos de violaciones a las reglas de Veber.

Parámetro
estadístico

Biblioteca molecular

CAS COCONUT DCM FooDB QPNB

Promedio 0.25 0.03 0.04 0.01 0.00

Desviación
estándar

0.46 0.17 0.20 0.09 0.00

Valor
mínimo

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1er cuartil 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

2do cuartil 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

3er cuartil 0.25 0.00 0.00 0.00 0.00

Valor
máximo

1.00 1.00 2.00 1.00 0.00

Tabla S6. Parámetros estadísticos de permeabilidad a la barrera hematoencefálica

(BBB permeability).

Parámetro
estadístico

Biblioteca molecular

CAS COCONUT DCM FooDB QPNB

Promedio -0.60 -0.10 -0.08 -0.06 0.03

Desviación
estándar

0.85 0.55 0.52 0.50 0.69

Valor
mínimo

-1.68 -1.88 -2.09 -1.83 -0.75

1er cuartil -1.31 -0.45 -0.44 -0.26 -0.21

2do cuartil -0.59 -0.04 -0.06 0.05 0.34

3er cuartil -0.16 0.30 0.30 0.29 0.43

Valor
máximo

0.83 1.50 1.65 0.69 0.52
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Tabla S7. Parámetros estadísticos de la eliminación total.

Parámetro
estadístico

Biblioteca molecular

CAS COCONUT DCM FooDB QPNB

Promedio 0.60 0.56 0.53 0.56 0.57

Desviación
estándar

0.35 0.36 0.37 0.31 0.22

Valor
mínimo

0.08 -1.05 -0.52 -0.31 0.32

1er cuartil 0.40 0.30 0.24 0.35 0.51

2do cuartil 0.55 0.59 0.54 0.51 0.70

3er cuartil 0.84 0.82 0.83 0.76 0.70

Valor
máximo

1.11 1.67 1.96 1.27 0.71
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Tabla S8. Nomenclatura SMILES de los 18 hits computacionales.

Compuesto Nomenclatura SMILES

1 CN(C)c1ccc(C2Nc3cccc4cccc(c34)N2)cc1

2 O=C(Oc1ccccc1C(=O)Oc1ccccc1)c1ccco1

3 COc1ccc2c(c1)CN(C(=O)CCN1CCC(Cc3ccccc3)CC1)CCS2

4 CN1CCCN(S(=O)(=O)c2ccc3ccccc3c2)CC1

5 CN(C)c1ccc(C(c2ccc(N(C)C)cc2)c2ccc(N(C)C)cc2)cc1

6 CN(C)c1ccc(C(c2ccccc2)c2ccc(N(C)C)cc2)cc1

7 CN(C)c1ccc(C(=O)N(Cc2ccccc2)Cc2ccccc2)cc1

8 C[N+](C)(C)CCOC(=O)Oc1ccc2ccccc2c1

9 COC1CCC2CC3c4cc5c(cc4CCN3CC2C1=O)OCO5

10 CCN(Cc1cc2ccccc2[nH]c1=O)C(=O)c1cccnc1

11 Cc1cc(OCC(=O)N2CCC(O)(c3ccc(Cl)cc3)CC2)c2c(C)cc(=O)oc2c1

12 COc1cccc(C(=O)N(C)CC2CCN(CCc3cccc(C(F)(F)F)c3)CC2)c1

13 Cc1cc(OC(=O)c2ccc3ccccc3c2)c([N+](=O)[O-])c(=O)[nH]1

14 COc1ccccc1CN1CCN(Cc2ccc3ccccc3c2)CC1

15 c1ccc(CN2CCN(Cc3ccc4ccccc4c3)CC2)cc1

16 CN1CCN(Cc2ccc3ccccc3c2)CC1

17 OCCN1CCN(Cc2ccc3ccccc3c2)CC1

18 CC(C)CC(=O)N1CCN(Cc2ccc3ccccc3c2)CC1
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Figura S66. Nomenclatura para los diagramas de interacciones en 2D.

Figura S67. Interacciones predichas entre el hit computacional 1 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S68. Interacciones predichas entre el hit computacional 2 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S69. Interacciones predichas entre el hit computacional 3 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S70. Interacciones predichas entre el hit computacional 4 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S71. Interacciones predichas entre el hit computacional 5 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S72. Interacciones predichas entre el hit computacional 6 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S73. Interacciones predichas entre el hit computacional 7 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.

154



Figura S74. Interacciones predichas entre el hit computacional 8 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S75. Interacciones predichas entre el hit computacional 9 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S76. Interacciones predichas entre el hit computacional 10 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S77. Interacciones predichas entre el hit computacional 11 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S78. Interacciones predichas entre el hit computacional 12 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S79. Interacciones predichas entre el hit computacional 14 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S80. Interacciones predichas entre el hit computacional 15 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S81. Interacciones predichas entre el hit computacional 16 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.

162



Figura S82. Interacciones predichas entre el hit computacional 17 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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Figura S83. Interacciones predichas entre el hit computacional 18 y la Mpro del

SARS-CoV-2 en A) MOE, B) LeDock y C) Autodock Vina.
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