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1. INTRODUCCION

En la actualidad se esta viviendo una pandemia debido al virus SARS-CoV-
2, fue identificado el 11 de marzo de 2020 por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) [1]. Este virus ha sido responsable de miles de muertes por su facilidad de
propagacion, principalmente a través de goticulas de saliva o las secreciones
nasales que son generadas cuando una persona infectada tose o estornuda [2].
Este evento ha tenido como consecuencia cambios drasticos dentro de la economia
de diversos paises debido al paro de actividades y modificaciones en la forma de
vida que se contemplaban dia a dia.

La enfermedad causada por el SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2) se presentd por primera vez en Wuhan, China en
diciembre de 2019 es por ello que se le conoce como COVID 19. La gran mayoria
de las personas infectadas por esta enfermedad presentan cuadros respiratorios
gque van de leves a moderados. Los adultos mayores y aquellas personas que
padecen afecciones médicas como: enfermedades cardiovasculares, diabetes,
enfermedades respiratorias crénicas o cancer tienden a presentar un cuadro grave
que puede ocasionar la muerte [2].

De acuerdo con estudios recientes se ha podido elucidar diversos
mecanismos y aspectos del virus SARS-CoV-2. Entre ellos la velocidad de
propagacion, donde la movilidad humana es uno de los factores clave que fomentan
la rdpida propagacion de enfermedades [3], la diversidad de afectaciones que tiene
de un individuo a otro, su via de replicacién o mecanismos de ingreso a las células
del hospedero. Recientemente se ha reportado que la isoforma 2 de la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECAZ2) es uno de los receptores de entrada para el
SARS-CoV-2. Para ingresar a las células hospedadoras, el dominio de union al
receptor (RBD) de la subunidad S1 del spike busca unirse a la ECA2 en la superficie
celular. Posteriormente a este reconocimiento, se lleva a cabo la fusién entre la
envoltura del SARS-CoV-2 y la membrana de la célula huésped [4]

La pandemia del SARS-CoV-2 se caracteriz6 por la velocidad en la que se
propagd a nivel mundial, las investigaciones sobre este virus han sido
fundamentales para el entendimiento integral de su comportamiento. Junto a esto
en las ultimas dos décadas los avances tecnoldgicos en el area computacional han



ayudado a la realizacién de estudios cada vez mas complejos en menor tiempo. Las
técnicas computacionales son una herramienta para la investigacion en el area de
la salud. Se utilizan con la finalidad de estudiar las proteinas y farmacos, desde un
punto de vista estructural, que se ven involucrados en diversos mecanismos.
Gracias a los recursos computacionales que junto con los estudios in vivo e in vitro
han podido dar soluciones mas concretas en tiempos relativamente reducidos.

Los estudios in silico engloban métodos tedricos y técnicas computacionales
que tienen como finalidad modelar, imitar y predecir el comportamiento de las
moléculas. EI modelado molecular son las representaciones estructurales y
simbdlicas de los compuestos quimicos. El modelo de esferas y resortes propuesto
por August Wilhelm Hoffmann es el mas representativo actualmente [5].

El “Docking” o reconocimiento molecular y la Dindmica Molecular (DM) son
las simulaciones que se utilizaron en el presente trabajo. El Docking es un estudio
independiente del tiempo que busca las posiciones mas favorables para la
interaccion entre dos 0 mas especies a través de la evaluacion de parametros
energéticos. En cuanto a la Dindmica Molecular, la cual, es un estudio dependiente
del tiempo, se busca ampliar el entendimiento de un sistema, tanto termodinamico
como quimico a través de las vibraciones intramoleculares e intermoleculares.

La aplicacion principal del reconocimiento molecular (Docking) es para
moléculas pequefias o0 macromoléculas buscando una posicidn y orientacion del
ligando respecto al receptor también llamado “modo de union”. Este proceso es
iterativo, ya que las moléculas son estructuras flexibles y por lo tanto el
reconocimiento involucra rearreglos estructurales que afectan las propiedades
energéticas del complejo formado.

En la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn en el Laboratorio de
Quimica Medicinal (LQM) en afios anteriores se propuso la sintesis de 27 nuevos
compuestos denominados la serie LQM300. Algunas moléculas de esta serie
presentaron actividad biolégica favorable frente a la isoforma 1 de la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECAL). Dicha actividad se corroboré a través de
estudios tedrico-experimentales. Mediante los estudios computacionales se logré
realizar el acoplamiento molecular entre la ECA1 con los ligandos propuestos
“‘LQM300”; asi como las dinamicas moleculares de los complejos realizados. En
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cuanto a los estudios experimentales de electroforesis capilar se confirmé la
interaccion favorable que permitié concluir que existe un grado de inhibicion de la
ECAL por efecto de los LQM300 [6].

Es por esto que en el presente trabajo se realiza la investigacion sobre la
actividad de 5 compuestos de esta serie que fueron estudiados. Partiendo de estos
resultados se propone demostrar por medio de estudios in silico si existe la
inhibicidn en el proceso de interaccion entre la subunidad S1 del spike y la ECA2.
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2. ANTECEDENTES

2.1 COVID 19

La enfermedad de COVID 19 es ocasionada por el nuevo coronavirus “SARS-
CoV-2”. La OMS supo de la existencia de este nuevo virus el 31 de diciembre de
2019, al ser informada de un grupo de casos de “neumonia virica” que se habia
declarado en Wuhan (Republica Popular de China) [2]. La transmisién de este virus
ocurre principalmente entre los miembros de la familia, amigos o personas que se
comunican intimamente con pacientes o portadores de incubacion [7]

Esta enfermedad infecciosa respiratoria aguda emergente, se propaga
principalmente a través del tracto respiratorio, por goticulas, secreciones
respiratorias y contacto directo. Es altamente transmisible en humanos,
especialmente en ancianos y personas con enfermedades subyacentes. Los
sintomas mas frecuentes de esta enfermedad son la fiebre, tos seca y cansancio,
algunos sintomas menos frecuentes son la pérdida del gusto o el olfato, congestion
nasal, conjuntivitis, dolor de garganta, dolor de cabeza, dolores musculares o
articulares, diarrea, nauseas o vomitos [2].

2.2 SARS-CoV-2

Los coronavirus (CoV) son virus de RNA monocatenario con polaridad positiva,
de acuerdo con estas caracteristicas el virus pertenece al grupo IV segun la
clasificacion de Baltimore, se encuentra dentro del género Betacoronavirus. El
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) clasifica la familia
Coronaviridae en cuatro géneros: alfacoronavirus (14 subgeneros), Betacoronavirus
(5 subgeneros), Deltacoronavirus (3 subgenereos) y Gammaacoronavirus (3
subgeneros) [8]

El término “coronavirus” se refiere a la apariencia de los viriones CoV cuando se
observa bajo microscopia electronica, donde las proyecciones en pico de la
membrana del virus dan la apariencia de una corona solar [4], como se puede
observar en la Figura 1. Estructuralmente, el SARS-CoV-2 tiene cuatro proteinas
estructurales principales que incluyen la glucoproteina del spike (S), la
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glucoproteina de envoltura pequefia (E), la glucoproteina de membrana (M) y la
proteina de la nucleocapside (N) [9].

N Matri
N Protein _____\S- ‘ ’ I /’/,/, X
§ ot ’_4 —— Spike

. O - —

ssRNA___ S Ve ) : E Protein
s » ' o . ‘\\“

Figura 1: Estructura del sindrome respiratorio agudo coronavirus 2 [9]

El spike o glucoproteina S es una proteina transmembranal con un peso
molecular aproximadamente de 150 kDa, se encuentra en la parte externa del virus.
En la subunidad S1 del spike se encuentra el dominio de union al receptor, mientras
gue la subunidad S2 actia para promover la fusién del virus en las células
transmisoras del huésped [9].

El spike forma homotrimeros que, al encontrarse expuestos en la superficie
viral, facilita la union de los virus con las células huésped a través de la ECA2 [9].
Esta proteina se encuentra en varios 6rganos humanos (mucosa oral y nasal,
nasofaringe, pulmon, estdmago, intestino delgado, colon, piel, ganglios linfaticos,
timo, médula ésea, bazo, higado, rifion y cerebro). La ECA2 esta presente en
abundancia en los seres humanos en el epitelio del pulmon y el intestino delgado,
lo que podria proporcionar posibles vias de entrada para el SARS-CoV-2 [10].

2.3 Disefio de Farmacos Asistido por computadora (DiFAC)
El Disefio de Farmacos Asistido por Computadora (DiFAC) tiene como

principio entender las relaciones estructura-actividad biolégica o farmacolégica de
los compuestos. Los objetivos del DIFAC pueden dividirse en tres:
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e Disefio o identificacion de nuevos compuestos: Se refiere al disefio de
nuevas estructuras con efecto biolégico en una categoria terapéutica. Una
alternativa es la busqueda dentro de colecciones de compuestos ya
existentes, moléculas que tengan una actividad biolégica especifica.

e Seleccion candidatos: Los métodos computacionales ayudan a distinguir las
moléculas sobre las cuales se deben enfocar las pruebas experimentales
desde un inicio, por ejemplo, compra de reactivos, sintesis y evaluacion
biolégica. Sin embargo, los métodos computacionales no reemplazan a los
experimentales.

e Optimizacion de lideres: Para mejorar las propiedades deseadas y disminuir
los efectos adversos [11].

El DIFAC cobra cada vez mayor importancia en el area de investigacion y
desarrollo de medicamentos. Se ha visto beneficiado por la aplicacion de exitosos
métodos de computo para el desarrollo de compuestos que en la actualidad se
encuentran en el mercado. El DIFAC forma parte de un esfuerzo multidisciplinario
(Figura 2) integrado por diversas areas de la investigacion que incluyen el modelado
molecular, quimioinformatica, quimica teorica y quimica computacional [12].

Quimiogendémica computacional

Reposicionamiento de farmacos
Modelado del

. Similitud molecular
farmacoforo

Relaciones estructura-actividad
QSAR
Panoramas de actividad

Identificacion de compuestos
con actividad biolégica

Analisis quimionformatico o
de bibliotecas moleculares Mineria de datos
(data mining)

Figura 2: Lineas de investigacion representativas de un grupo académico
enfocado en DIFAC [12].
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2.4 Moléculas con actividad biolégica frente a la ECAL

En 1985 Stout y un grupo de investigadores realizaron un estudio de la
Changrolina proponiendo una posible actividad antiarritmica. Para el andlisis de la
actividad biologica dividieron la estructura en tres regiones. La investigacion
consistid en modificar cada una de las regiones para determinar qué parte de la
molécula era necesaria para llevar a cabo su actividad.

:N: OH :N:
REGION II
H H

REGION Il
i

REGION |

Figura 3: Regiones estudiadas por Stout y su grupo de la Changrolina [13].

Dentro de las conclusiones de esta investigacion se encontr6 que la region Il
presenta actividad antiarritmica y sin ésta la actividad es nula [6] Partiendo de estos
estudios la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en el LQM propuso sustituir
los grupos pirrolidinicos de la region Il por otros heterociclos, publicando la sintesis
de 27 nuevos compuestos derivados del fenol denominados la serie LQM300 [19].
Estos compuestos anteriormente se estudiaron comparandolos con captopril y
lisinopril en ratas normotensas e hipertensas.

Todo esto llevd a nuestro grupo a estudiar compuestos andlogos a la
Changrolina, en los cuales los grupos pirrolidinicos se sustituyeron por morfolina,
tiomorfolina y piperidina con diferentes sustituyentes, para ir construyendo series de
entrenamiento y prueba [6].
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2.5 Estudios entre la Enzima Convertidora de Angiotensinay los LQM300

En el estudio de “Sintesis y efectos antihipertensivos de nuevos derivados de
metiltiomorfolinfenol se determiné que existen algunos compuestos de la serie
LQM300 que reducen la presién arterial siguiendo un mecanismo semejante al de
los inhibidores de la ECAL [14]. Un segundo estudio tedrico experimental sobre el
reconocimiento molecular entre la ECA1 y compuestos heterociclicos derivados del
fenol realiz6 estudios multipaca con un hibrido de mecanica cuantica y mecéanica
molecular de Gaussian partiendo de la estructura promedio de la dinamica
molecular durante la etapa de produccion. Se obtuvo los siguientes resultados
previos de la energia de interaccion entre los complejos de ECA1-LQM300y ECAL-
Captopril (Tabla 1).

Tabla 1: Resultados previos de energia de interaccién de los complejos ECAL-
LQM en esta tabla se presentan al Captopril y Lisinopril como controles [6].

Complejo Kcal/mol Complejo Kcal/mol
322 -87.31419 314 -38.962174
324 -59.860591 306 -32.35059
304 -56064164 305 -32.296532
337 -53.301342 Lisinopril -30.58583

Captopril -51.175811 312 -26.231985
318 -50.969937 329 -15.276494
344 -50.80808 323 -14.659728
341 -47.870039 335 -14.000115
308 -46.264796 309 -11.676491
328 -46.233113 336 -6.6737138
319 -43.913425 307 -0.4188641

Se reportaron los resultados de la energia de interaccion de los complejos,
este parametro da a conocer gue compuesto tiene una interaccion mas estable con
el receptor, al tener un valor mas bajo de kcal/mol indica que se debe aplicar mayor
energia para desestabilizarlo. Por lo tanto, el complejo que presenta mayor
estabilidad y afinidad, con respecto a los otros compuestos estudiados, es el ECAL-
322.
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Parte de este estudio se realiz6 por medio de electroforesis capilar de zona,

en la Tabla 2 se muestra que la inhibicion méas favorable la presenta el LQM322.

Tabla 2: Porcentaje total de la inhibicién de la ECA y su inhibicion relativa con
respecto al Captopril [6].

Inhibidor Tm AH/H20 (min) | %Inhibicién Total | %Inhibicién Relativa
318 2.3210810 26.546422 28.838398
319 2.3399280 29.306379 31.836645
322 2.5046343 79.945930 86.848334
328 2.5035587 33.728765 36.640853
329 2.3856548 4.6994579 5.1052016
Captopril 2.7856420 92.052347 100
Sin inhibidor 2.6088328 0 0

Con base en lo anteriormente escrito se realizo este trabajo para estudiar la
relacion entre la isoforma de la proteina ECAZ2 con los compuestos que tuvieron una
mejor interaccion con ECAL.
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3. HIPOTESIS

Si existe una interaccién favorable entre la ECA2 y los compuestos
tiomorfolinicos de la serie LQM300 lideres del estudio frente a ECAL, entonces se
presentaran cambios conformacionales que afectaran la estabilidad del complejo
ECA2-spike del SARS-CoV-2.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la posible actividad bioldgica de los compuestos de la serie LQM300
mediante estudios in silico con la finalidad de determinar la posible inhibicion de la
interaccion del spike del SARS-CoV-2y la ECA2.

4.2 Objetivos Particulares

1. Obtener los parametros para realizar el acoplamiento molecular a través de
una validacién del Docking.

2. Simular el proceso de reconocimiento molecular entre la ECA2 y los
compuestos de la serie LQM300.

3. Realizar el acoplamiento molecular entre la ECA2 y el spike del SARS-CoV-
2.

4. Determinar el posible acoplamiento molecular entre el complejo ECA2-LQM
con el spike del SARS-CoV-2.

5. Cuantificar los parches de interaccion para cuantificar las aportaciones
generadas durante el reconocimiento molecular de cada uno de los
complejos propuestos.

6. Calcular las trayectorias de dinamica molecular de cada uno de los complejos
obtenidos del Docking.

7. Evaluar el nivel de inhibicion de las interacciones a través de los parametros
termodinamicos.
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5. METODOLOGIA
5.1 Modelado de las estructuras LQM

Para generar las estructuras de los 5 compuestos tiomorfolinicos (Tabla 3) con
posible actividad inhibitoria de la serie LQM300 en MOE (Molecular Operating
Environment) [21]. Se dibujaron en el modulo “Builder”, generando una base de

datos.
Tabla 3: Estructuras 2D de los compuestos estudiados

LQM304 LQM318
OH OH
- Y N
I\/o F I\/
LQM319
OH
() @
LQM322 LQM324
HO OH HO OH
HO
N N N
ocakelesinlle
\__/ o
S S
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5.2 Validacion del acoplamiento molecular proteina-ligando en MOE.

De la base de datos Protein Data Bank (PDB) se descargo la estructura cristalina
“Complex of the anti-hypertensive drug captopril an the human testicular angiotensin
I-converting enzyme” (1UZF) [15]. La validacién con esta isoforma se llevé a cabo
debido a que el complejo y la familia de la ECA mantienen regiones conservadas
entre las dos isoformas (ECA1 y ECA2) y el captopril (ligando) es la molécula que
se encuentra interaccionando con esta proteina.

Se comenz6 a trabajar en el programa MOE el sistema del PDB descargado.
Teniendo unicamente la proteina “ECA2” en el programa, se prepar6 en el modulo
QuickPrep la optimizacidbn geométrica y energética, utilizando una correccion que
toma en cuenta los atomos junto con las cargas parciales con respecto a un campo
de fuerza (FF) “Amber10:EHT”. También se ajustan las distancias y angulos de los
grupos OH permitiendo su O6ptima orientacion, las moléculas de agua se
mantuvieron rigidas y el gradiente utilizado para la minimizacion fue de 0.01 RMS
Kcal/mol/A.

Al terminar la optimizacion se reincorporé el captopril a la proteina en el
programa MOE. El acoplamiento molecular entre estas dos especies se ejecutd con
el modulo de “Dock™ General. Los parametros seleccionados son los siguientes:
“Triangle Matcher” siendo el método para la busqueda del posicionamiento inicial
de cada uno de los ligandos, “London dG” con 100 posiciones del ligando en el sitio
de posible interaccién para la evaluacion energética. En cuanto al refinamiento final
de las posiciones “GBI/WSA dG” para la evaluacién energética con 50 posiciones
probables.

La mejor posicion del acoplamiento molecular proteina-ligando se seleccion6
con el célculo de desviacion media cuadratica (RMSD) de las coordenadas
atomicas.
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Desviacion de la raiz cuadrada media (RMSD) donde N es el numero de atomos y
dies la distancia entre atomos. Los valores menores de 1 indican que el plegamiento
de la proteina se conserva mejor entre el modelo y la plantilla.

Para obtener el RMSD se abri6 en el programa MOE la estructura de
referencia (LUZF) y se comparé visualmente con todas las posiciones que son
generadas en la base de datos del acoplamiento molecular. Realizando la
superposicion de cada uno de los ligandos se seleccion6 la molécula modelada que
se encontraba en el mismo sitio que la estructura 1UZF y se descartaron los
resultados donde ningun atomo se empalmaba con el de referencia. Una vez
teniendo ambos complejos en MOE se fijaron y ataron los &tomos.

El calculo del RMSD se ejecuto en el modulo Aling/Superpose, seleccionando todos
los atomos de la estructura de referencia (cadena A) y los &tomos de la posicidén
seleccionada (cadena B) llevando a cabo la alineacion y superposicion de ambas
cadenas, posteriormente se realizé el calculo del RMSD y una vez obtenido los
resultados se promediaron.

5.3 Validacion del acoplamiento molecular proteina-proteina en MOE.

De la base de datos Protein Data Bank (PDB) se obtuvo la estructura
cristalina “Crystal structure of spike protein receptor-binding domain from SARS
coronavirus epidemic strain complexed with human-civet chimeric receptor ACE2”
(3SCL) [16].

Se trabajo en el programa MOE el sistema del PDB descargado, preparando
por separado las dos estructuras del complejo. La primera correspondiente a la
proteina de la subunidad del homotrimero del spike viral (subunidad S1) y la
segunda correspondiente a la proteina “ECA2”. En el médulo “Sequence Editor” se
seleccionaron los aminoacidos de las regiones de interés para cada proteina,
creando los sets (Tabla 4) que posteriormente se utilizaran para el acoplamiento
molecular entre la ECA2 y el Spike subunidad S1. Estos aminoacidos se han
reportado previamente en otros estudios como el sitio de unién entre el spike viral y
la ECA2 [16].
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Tabla 4: Set de aminoacidos para la subunidad S1 (RBD) del spike y la ECA2

Set para la subunidad S1 (RBD) Set parala ECA2
Serinal09 Asparaginal56 Serinal
TreoninallO Ac. Asparticol57 Treonina2
Prolinal47 Tirosinal58 Leucina6
Alaninal48 Glicinal59 Treonina9
Leucinal49 Fenilalaninal60 Treoninal3
Asparaginal5s0 Tirosinal6l Tirosinal6
Cisteinal51 Treoninal62 Ac. Gltdmico20
Tirosinal52 Treoninal63 Glicina334
Triptofano153 Treoninal64 Lisina335
Prolinal54 Glicinal65 Glicina336
Leucinal55 Isoleucinal66 Ac. Aspartico 337

En el médulo QuickPrep se llevo a cabo la optimizacion geométrica y energética,
utilizando una correccién que toma en cuenta los atomos junto con las cargas
parciales con respecto a un campo de fuerza (FF) “Amber10:EHT”. Se ajustaron las
distancias y angulos de los grupos OH utilizando 0.01 RMS Kcal/mol/A? para la
minimizacion.

Terminada la preparacion de las proteinas se inicié el acoplamiento molecular
proteina-proteina mediante el modulo de “Dock” Protein-Protein de MOE. El
receptor fue seleccionado por los “sets” de la ECA2 siendo el sitio de reconocimiento
y para el ligando se eligieron como sitio de reconocimiento del spike viral (subunidad
S1) los “sets” del RBD como posibles regiones de interaccion.

La mejor posicion del acoplamiento molecular se selecciono con el célculo de

desviacion media cuadratica (RMSD) de las coordenadas atémicas. Mediante la
metodologia “Validacién del acoplamiento molecular proteina-ligando en MOE”.

5.4 Acoplamiento molecular “Docking” en MOE
Se llevaron a cabo tres procesos de acoplamiento molecular por las diferentes

etapas que se plantearon en el trabajo: la primera fue la interaccién del receptor
ECAZ2 y los ligandos propuestos con posible actividad inhibitoria, en la segunda se
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simuld el ingreso del virus cuando ocurre el reconocimiento molecular entre la ECA2
y el RBD de la subunidad S1 vy la tercera se realiz6 para la interaccidén del receptor
ECA2 y el Spike subunidad S1 con los ligantes de posible actividad inhibitoria.

Para generar los primeros complejos en MOE del acoplamiento molecular
proteina-ligando fueron utilizados la ECA2 previamente preparada y las moléculas
de la serie LQM300 para formar los complejos (ECA2-LQM), abriendo ambos
archivos al mismo tiempo en el programa. Se ejecut6 en el médulo Dock “General”,
el cofactor de la ECA2 (Zn**) que fue incluido en la seleccién como parte del receptor
y para el ligando se trabajo por separado las 5 estructuras con posible actividad
inhibitoria obtenidos de la base de datos realizada. Los parametros utilizados se
mencionan en la metodologia de “Validacion del acoplamiento molecular proteina-
ligando en MOE".

Posteriormente se llevé a cabo el acoplamiento molecular entre el receptor
ECA2y el ligando Spike subunidad S1, ambas estructuras previamente preparadas
se abrieron en MOE. Se ejecut6 en el médulo “Dock” Protein-Protein, los parametros
utilizados se mencionan en la metodologia de “Validacion del acoplamiento
molecular proteina-proteina en MOE”.

El dltimo acoplamiento molecular realizado fue entre el receptor “ECA2-LQM”
y el ligando “Spike subunidad S1” para formar el complejo ECA2-LQM-SS1. Este
proceso se llevo a cabo mediante el programa MOE con el médulo y las condiciones
descritas previamente en el proceso de “Validacion del acoplamiento molecular
proteina-proteina en MOE”.

Una vez terminado el acoplamiento molecular de cada complejo se
generaron diferentes bases de datos con las posibles posiciones entre el receptor y
el ligando (ECA2-LQM, ECA2-SS1 y ECA2-LQM-SS1). La seleccién de los
complejos més favorables se llevd a cabo bajo dos criterios de aceptacion, el
primero fue por medio de la blsqueda conformacional, esto quiere decir que la
estructura debe conservar el modo de unién y el segundo fue por medio del célculo
de energia mediante la funcion evaluadora (Score final “S”). Al elegir la mejor
posicion de los diferentes ligandos estos se fijaron “Keep” y se guardaron.
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5.5 Dindmica molecular

Para el estudio de dinamica molecular se utilizé el programa MOE como
interfaz para preparar los archivos de la simulacion. Estos archivos fueron
realizados con NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics) y se analizaron los
resultados con el programa VMD (Visual Molecular Dynamics).

5.5.1 Dinamica molecular para los complejos ECA2-LQM

Los complejos utilizados para esta dinAmica molecular fueron obtenidos del
acoplamiento molecular entre la ECA2 y los compuestos de la serie LQM300. En el
modulo “Solvate” se ajustaron las condiciones periddicas de cada sistema con la
finalidad de mantener constante el nimero de moléculas, volumen y temperatura,
aproximando las condiciones de los complejos para sistemas largos. La solvatacion
se realiz6 con moléculas de agua y contraiones Na* en un margen de 6 A; se
centraron los complejos y alinearon los ejes de la caja. Posteriormente los complejos
fueron minimizados por medio de un script SVL, llevando a cabo cada minimizacion
de manera progresiva comenzando con las areas de mayor energia.

Para realizar los archivos en NAMD se utilizé como interfaz MOE, ejecutando
en el moédulo “Dynamics” los parametros utilizados son: Forcefield Amberl10:ETH,
reparacion de cargas y Gradiente: 0.2 RMS. Para la dindmica el Sample time fue de
0.5 ps y el time step de 0.002 ps. El tiempo total de la simulacién fue de 35 ns, de
los cuales 5 ns son del proceso de calentamiento y equilibrio del complejo.

Los resultados de la dinamica molecular se analizaron con el programa VMD,
se ejecutaron los archivos previamente preparados y guardados en MOE por medio
de una terminal “Tk Console”. Una vez abierto el complejo se identificaron las
especies presentes, en la extension “Graphics” y “Representations” seleccionando
las cadenas “Chain A y Chain B” segun fuera el caso.

Al tener seleccionadas ambas especies se realiz6 el analisis, para los
puentes de Hidrégeno, ejecutandolo en la extension “Analysis” seguido de
‘Hydrogen Bonds”. En este apartado se fueron seleccionando las cadenas,
obteniendo graficos de puentes de Hidrogeno para ECA2-LQM y puentes de
Hidrogeno para el receptor ECA2. El RMSD se ejecutd en esta extension “Analysis”
seguido de “RMSD Trajectory Tool”, de igual manera se seleccionaron las cadenas
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de estudio, se alinearon y posteriormente se obtuvieron los gréaficos del RMSD para
el ligando (LQM) y del receptor (ECA2).

El grafico de RMSF se obtuvd por medio de una consola “Terminus®’,
ejecutando el archivo previamente preparado de la dinamica molecular, las
condiciones que se ejecutan son “steps inicial 100” y “muestreo 0.5” posteriormente
se ingreso la cadena de interés (ECA2) y por ultimo el namero del primer residuo.

5.5.2 Dindmica molecular para los complejos ECA2-LQM-SS1

Las dinamicas moleculares para los ultimos complejos ECA2-LQM-SS1 se
terminaron de preparar en MOE mediante una correccion de errores localizados,
ejecutando en el modulo “Protonate 3D”. Las condiciones peridédicas para cada
sistema se realizaron de igual manera como se menciona en la metodologia
“Dinamica molecular para los complejos ECA2-LQM”

En la preparacion de los archivos NAMD se siguid la metodologia de
“Dinamica molecular para los complejos ECA2-LQM” realizando un cambio en el
tiempo de simulacion de 35ns a 45ns. Para los resultados del analisis de puentes
de Hidrégeno, RMSD y RMSF se ejecutd la metodologia de “Dindmica molecular
para los complejos ECA2-LQM”, en este apartado se obtuvieron graficos para el
receptor ECA2-LQM, el Spike Subunidad S1 y del complejo ECA2-LQM-SS1.

5.6 Andlisis de “Parches” en MOE

El andlisis de parches fue realizado para el receptor ECA2 y el Spike de la
subunidad S1 en el complejo ECA2-SS1 y posteriormente se compard con los
parches analizados de los complejos ECA2-LQM. Este calculo se llevo a cabo con
el modulo “Patch Analyzer” en MOE.

El andlisis de parches se realiz6 en los sets de cada una de las proteinas con la
finalidad de evaluar si existe algun cambio en el area de interacciéon de las
estructuras tomando al complejo sin inhibidores como referencia. Las aportaciones
del comportamiento de los parches se evaluaron dependiendo los tipos de
interaccion, los cuales pueden ser hidrofobica, positiva o negativa.

25



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Modelado de las estructuras

Se modelaron las estructuras presentes en la Tabla 4 obteniendo estructuras
tridimensionales con geometria optimizada (Figura 4) para llevar a cabo el
acoplamiento molecular con el receptor ECAZ2.

c) ECA2-319

d) ECA2-322 e) ECA2-324

Figura 4: Estructuras 3D de los compuestos estudiados.
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6.2 Validacion del acoplamiento molecular en MOE

La validacion de cualquier método es importante para la obtencion de resultados
confiables. En esta seccion se valido el acoplamiento molecular proteina-ligando y
proteina-proteina partiendo de dos estructuras cristalinas previamente
mencionadas en la “Validacion del acoplamiento molecular proteina-ligando y
proteina-proteina en MOE” (1UZF y 3SCL).

6.2.1 Acoplamiento molecular proteina-ligando

La Figura 5 representa graficamente la validacion del acoplamiento molecular,
se observa de color verde la posicién del Captopril en el sitio activo de la estructura
reportada del PDB y en color rosa se representa la estructura del ligando calculada
por la metodologia de la validacién proteina-ligando. Esta representacién nos
permite tener una idea inicial de como la metodologia utilizada se encuentra
trabajando para el reposicionamiento del ligando.

Figura 5: Resultado de la validacion del proceso de reconocimiento molecular.
Estructura en color verde obtenida del PDB (1UZF) y estructura de color rosa el
resultado de la validacion con MOE

El RMSD promedio obtenido entre la estructura 1 (1UZF) y la estructura 2
(posicién obtenida de la validacion) fue de 0.032 A. El valor de RMSD puede variar
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entre 1.5-2.0 A, dependiendo del tamafio del ligando. Por lo tanto, cualquier valor
por debajo de este intervalo es aceptable para validar un proceso de reconocimiento
molecular.

6.2.2 Acoplamiento molecular proteina-proteina

En la Figura 6 se representa graficamente la validacion del acoplamiento
molecular de ECA2-SS1 (proteina-proteina), se generaron 100 posiciones en la
base de datos a partir de las condiciones descritas anteriormente, la posicion
namero 98 se selecciond por la similitud visual al complejo de referencia. Esta
representacion permite tener una idea inicial de como se encuentra trabajando el
protocolo elegido para el reposicionamiento de las proteinas.

Figura 6: Resultado de superposicion del proceso de reconocimiento molecular.
Proteina de color naranja obtenida del PDB (3SCL) y proteina de color azul el
resultado de la validacion en MOE.

Partiendo de este resultado se célculo el RMSD, ya que este valor es
necesario para verificar si la validacion es correcta. Al terminar el calculo (Figura 7)
se obtuvo que la diferencia para la posicién del spike de la subunidad S1 con
respecto a la experimental es de 0.47 Ay para la posicion de la ECA2 con respecto
a la experimental es de 0.46 A. Los resultados indican que se esta validando el
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acoplamiento molecular para este complejo, ya que mientras menor sea el valor de
esta desviacion de coordenadas atbmicas mejor es la similitud estructural.

Figura 7: RMSD del complejo ECA2-SS1, el recuadro amarillo compara la cadena
1y 4 de la ECA2 con 0.46 A de desviacion y el recuadro verde compara las
cadenas 3y 5 de la subunidad S1 con 0.47 A de desviacion.

6.3 Acoplamiento molecular “Docking” en MOE y dinamica molecular
MOE-NAMD.

Los resultados en esta seccion se reportan juntos debido a que los complejos
utilizados para la dinamica molecular fueron obtenidos previamente del
acoplamiento molecular. Como se mencioné en la metodologia se realizaron
diferentes etapas de “Docking”, con esta herramienta obtenemos informacion
independiente del tiempo sobre la unidn, posicion y orientacion de las estructuras
en estudio.

Los primeros complejos formados fueron entre la interaccion de los
compuestos LQM300 con el receptor ECA2 (ECA2-LQM), este acoplamiento se
llevé a cabo principalmente entre el Zn** que es el cofactor de la ECA2 y los
compuestos tiomorfolinicos propuestos. En la Figura 8 se representa el
acoplamiento molecular de estos complejos y el “pocket” o bolsillo que nos da
informacion sobre el posible acceso a un lugar de acoplamiento de otras estructuras.

29



c) ECA2-LQ319 d) ECA2-LQ322
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d) ECA2-LQ324

Figura 8: Acoplamiento molecular y “pocket” del receptor ECAZ2 con los
compuestos tiomorfolinicos de la serie LQM300.

Durante los estudios de dinamica molecular de los complejos ECA2-LQM se
cuantificaron los puentes de Hidrégeno de cada ligando con el receptor ECA2
durante su interaccion. Obteniendo que cuanto mayor es el tiempo y el nUmero de
puentes de Hidrégeno es mas favorable la interaccion para los complejos.

Como se muestra en el Gréfico 1, el ligando del complejo ECA2-304 es el
gue tiene un menor numero de puentes de Hidrégeno durante el tiempo de
simulacion, permaneciendo Unicamente ese enlace. Por otro lado, el ligando del
complejo ECA2-322 fue el que mantuvo con mayor fluctuacion los puentes de
Hidrégeno en un rango de 2 y 4 durante toda la simulacion.
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Numero de puentes de Hidrogeno

a) ECA2-304 4 b) ECA2-318

A I
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c) ECA2-319 4 d) ECA2-322
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Gréfico 1: Numero de puentes de Hidrogeno del ligando LQM para los complejos
estudiados ECA2-LQM
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Los puentes de Hidrégeno de estos ligandos se justifican debido a la cantidad
de centros de enlace que tienen dichos compuestos. El ligando LQM304 tiene dos
centros de enlace, el OH en el benceno y el N en morfolina, en cambio el ligando
LQM322 presenta en su estructura tres OH del polifenol disponibles para hacer
puentes de Hidrégeno (Anexo 1). Esta informacién es una forma para evaluar la
posible complementariedad que tendr& el receptor. Si existiera alguna disminucién
de los puentes de Hidrégeno durante la dindmica molecular podria indicar junto con
otros parametros que el ligando carece de afinidad.

El Gréfico 2 representa los puentes de Hidrégeno del receptor ECA2 bajo el
rango de 100 a 160, con estos resultados se corrobora que no hay desnaturalizacion
de la proteina, ya que se conservan todos los puentes de Hidrégeno de los
complejos estudiados.

¥6 Puentes de Hidrogeno del receptor ECA2

S
S

Puentes de Hidrogeno

(==Y
N
o

100

Tiempo (ns)
——ECA2-304 —— ECA2-318 ECA2-319 ECA2-322 —ECA2-324

Grafico 2: Puentes de Hidrégeno del receptor ECA2 para los complejos estudiados
ECA2-LQM

Se calculé el RMSD de los complejos ECA-LQM, el Grafico 3 representa los
resultados unicamente del ligando y el gréfico 4 los resultados del receptor (ECA2).
El complejo ECA-304 obtuvo los valores de RMSD mas bajos, 0.2951 + 0.1941 A
para el ligando y 1.4067 +0.1843 A del receptor. Por otro lado el complejo ECA-319
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presento los valores mas altos de RMSD, 1.101 + 0.3266 A para el ligando y 1.8567
+ 0.4058 A del receptor. Los resultados indicaron que se alcanzo la estabilidad de
estos complejos durante la simulacion de la dinamica molecular ya que no
presentaron desviaciones que sugierieran lo contrario para este parametro.

RMSD del ligando (LQM)
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'
IS

N
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Tiempo (ns)
——ECA2-304 —ECA2-318 — ECA2_319 ECA2 322 —ECA2_324
Grafico 3: RMSD del ligando LQM para los complejos estudiados ECA2-LQM.
RMSD para el receptor ECA2
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Grafico 4: RMSD del receptor ECA2 para los complejos estudiados ECA2-LQM.
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El RMSF calculado es el parametro que nos indica cuando un sistema
dinamico fluctua alrededor de una posicién bien definida (residuos). EI RMSF se
calculé para determinar el nivel de fluctuacion de cada aminoacido en los complejos
estudiados (ECA2-LQM), con la finalidad de determinar si durante la dindmica
molecular se encontraba alguna desviacién que se pudiera considerar. Para este
caso, el RMSF no presenta fluctuaciones mayores a 0.6 A en ninguna posicién
definida entre los complejos estudiados por lo tanto no sugiere que estos sistemas
se desestabilicen o pierdan su conformacion.

En el Grafico 5 se observa que los niveles de fluctuacion mas importantes en
todos los complejos estudiados se encuentran entre los residuos 120, 325, 400 y
600. Al realizar una revision de los aminoacidos de estas regiones (Figura 9) se
obtiene que estos aminoacidos se encuentran expuestos y no tienen una geometria
bien definida carecenciendo de estabilidad, por lo tanto el nivel de fluctuacién
durante la dinamica molecular aumenta.

RMSF para los complejos ECA2-LQM

RMSF (Angstrom)
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Gréfico 5: RMSF del receptor ECA2 para los complejos estudiados ECA2-LQM.
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Figura 9: Regiones con mayor fluctuacion en la proteina ECA2 (encerradas en
amarillo).

La Figura 10 representa el reconocimiento molecular del complejo ECA2-
SS1 sin inhibidor, se sefalan de color verde los sets del receptor ECA2 y de color
rosa los sets del RBD del spike viral.

Figura 10: Acoplamiento molecular del complejo entre el spike viral de la
subunidad S1 con la ECA2, representando los sets del RBD de color rosa 'y
aminoacidos de los sets del receptor ECA2 involucrado en color verde.
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Los resultados obtenidos de los puentes de Hidroégeno del receptor ECA2 de
la simulacion para los complejos ECA2-304-SS1 (ligando menos estable) y ECA2-
322-SS1 (ligando méas estable) en comparacion con el complejo de referencia
(3SCL) nos da informacion que una vez interaccionando el receptor con los
diferentes ligandos, esta proteina sigue conservando de 96 a 159 puentes de
Hidrogeno como se muestra en el Gréfico 6. Si existiera la desnaturalizacion de esta
proteina durante la dinAmica molecular se veria reflejado en la disminucion de estos

enlaces.

Durante la simulacion se reportaron de 17 a 52 puentes de Hidrogeno del
spike viral en los complejos (ECA2-304-SS1, ECA2-322-SS1 y Referencia(3SCL),
obteniendo que la estabilidad de esta proteina de igual manera se mantiene durante
toda la dinAmica molecular (Grafico 7).
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Grafico 6: Numero de puentes de Hidrégeno del receptor ECA2 para los
complejos estudiados ECA2-LQM-SS1
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Puentes de Hidrégeno del Spike subunidad S1 (SS1)
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Gréfico 7: Numero de puentes de Hidrogeno del Spike subunidad S1 para los
complejos ECA2-LQM-SS1.

Los puentes de Hidrogeno que se cuantificaron entre la ECA2 y el spike viral
Subunidad S1 evallan junto con otros parametros la estabilidad de la interaccion
entre el complejo. En el Grafico 8 se obtiene que los puentes de Hidrégeno que
ocurrieron entre la ECA2 y el Spike oscilan entre 4 enlaces durante la simulacion de
45ns.

Al cuantificar los puentes de Hidrogeno en el complejo ECA2-322-SS1 se
observo una disminucion de 2 enlaces entre las dos especies ECA2-SS1 (Gréfico
9). Este inhibidor (LQM322) afecta la interaccion entre la ECA2 y el spike Subunidad
S1 de tal manera que desestabiliza el complejo y la interaccion entre la ECA2 y el
spike Subunidad S1 no es completa.
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Puentes de Hidrogeno del complejo ECA2-SS1
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Gréfico 8: Numero de puentes de Hidrogeno del complejo ECA2-SS1 (3SCL).
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Grafico 9: Numero de puentes de Hidrégeno del ligando del compejo ECA2-322-
SS1.
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Para seguir evaluando la estabilidad de la interaccién de los complejos ECA2-LQM-
SS1 primero se midi6 el RMSD del complejo ECA2-SS1 como referencia,
posteriormente se realizd la comparacion con los complejos estudiados. El Gréafico
10 muestra el RMSD de referencia (3SCL) teniendo un valor por debajo de los 2.5
A. El complejo ECA2-322-SS1 mostr6 un RMSD mayor a 2.5 A (Gréfico 11),
indicando que hay mayor movimiento de los &tomos de ambas especies durante la
simulacion.
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Gréfico 10: RMSD Spike de la subunidad S1 (3SCL) para el complejo ECA2-SS1.

RMSD del complejo ECA2-322-S51

ha
o

RMSD (Angstrom)
[2%]

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (ns)

Grafico 11: RMSD para el complejo estudiados ECA2-322-SS1



Se obtuvieron los valores de RMSF, los cuales no presentan fluctuaciones mayores
a 0.8 A en ninguna posicion definida entre los complejos estudiados para ECA2 lo
gue indica que no existe alguna alteraciéon relevante (Gréafico 12), por lo tanto se
mantuvo estable durante toda la simulacién junto con el ligando preservando la
estabilidad de interaccion del complejo. En cuanto a la subunidad S1 mostré una
fluctuacién en el RBD (Grafico 13), la region sefialada con rojo, en el complejo
ECA2-322-SS1 la fluctuacion fue mayor por 0.6 A, suponinedo que puede existir un
cambio conformacional para el spike viral frente a este ligando.

10
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ECA2-318-551

ECA2-319-851

RMSF del receptor ECA2 para los complejos ECA2-LQM-SS1

35 40 45

ECA2-322-S81

Grafico 12: RMSF del receptor ECA2 para los complejos estudiados ECA2-LQM-

SS1.
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RMSF del Spike de la subunidad S1
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Grafico 13: RMSF del Spike subunidad S1 para los complejos estudiados ECA2-
LQM-SS1.

6.4 Analisis de “Parches” en MOE

Para finalizar el trabajo se realiz6 un andlisis de parches con la finalidad de
analizar la complementariedad quimica existente entre los complejos ECA2-SS1 y
ECA2-LQM-SS1. Los resultados obtenidos para el Spike viral subunidad S1 se
muestran en la Tabla 5, tnicamente en los sets previamente realizados (RBD). Se
muestran tres diferentes tipos de parches, donde cada una de estas regiones tiene
su contraparte con el receptor ECA2. Se presenta el area y porcentaje.

Esto incluye los diferentes tipos de parches, donde cada una de estas regiones
tiene su contraparte en el receptor ACE2. Ademas, se muestra el nimero de
identificacion del parche, seguido de los aminoacidos presentes en cada parche.
También esta el area en A de cada uno de los parches y al final el porcentaje del
area con respecto a la superficie total en A

42

45



Tabla 5: Andlisis de parches, hidréfobico, carga positiva y negativa para el Spike de

la subunidad S1.

Spike subunidad S1

Area A %ASA
Hidrofébico 4194 4.87
Negativo 224.7 2.62
Positivo 204.3 2.38

Tabla 6: Andlisis de parches hidrofobico, carga positiva y negativa para el receptor
ECA2 y los complejos ECA2-LQM.

ECA2_322

ECA2_324

S

Area

%Asa

72.85 | 0.33

63.90

0.29

ECA2 ECA2_304 ECA2_318 ECA2_319
Area |%Asa| Area | %Asa | Area | %Asa | Area | %Asa

Hidrofébico | 127.45 | 0.57 | 112.25| 0.50 66.37 0.30 73.40 0.33
Negativo | 150.20 | 0.67 |157.65| 0.70 [156.35| 0.72 |148.50| 0.66
Positivo 58.60 | 0.26 | 0.00 0.0 214.00| 0.95 50.50 0.20

152.15

0.68

165.10| 0.73
163.40| 0.74

164.10

0.73
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7. CONCLUSIONES

Se llevaron a cabo los estudios in silico para evaluar la actividad biologica posible
de los compuestos LQM300 en la inhibicion de la interaccion del spike del SARS-
CoV-2yla ECA2.

Se cumplieron los objetivos particulares en cuanto a la determinaciéon de los
parametros adecuados para llevar a cabo el acoplamiento molecular a través de
una validacion del Docking, generando los resultados de reconocimiento molecular
entre la ECA2 y los compuestos LQM (304, 318, 319, 322 y 324), se obtuvo el
acoplamiento molecular entre la ECA2-LQM vy el spike del SARS-CoV-2, se
analizaron los parches de interaccion para cuantificar las aportaciones generadas
durante el reconocimiento molecular de cada uno de los complejos propuestos, se
calcularon las trayectorias de dinamica molecular de cada uno de los complejos
obtenidos previamente en Docking.

Se evalugd el nivel de inhibicion de las interacciones a través de los parametros
termodinamicos y estadisticos: por medio de puentes de hidrégeno, el complejo
ECA2-SS1 durante la simulacién conserva 4 enlaces, por otro lado, el complejo
ECA-322-SS1 disminuye a 2 puentes de hidrogeno durante la simulacion. El
segundo parametro fue el calculo del RMSD donde el valor para el complejo ECA2-
SS1esde 2.5A, en cuanto el complejo ECA2-322-SS1 su valor de RMSD fue mayor
de 2.5 A. Por tltimo, se calculo el RMSF para lo aminoacidos de la ECA2 y del Spike
obteniendo una fluctuacioén relevante en el spike frente al ligando LQM322.

Los estudios computacionales realizados en este trabajo para evaluar la
interaccién entre el receptor ECA2 humano y la subunidad S1 del Spike viral “SARS-
CoV-2”, indican que el candidato LQM322 disminuye la interaccién entre ambas
proteinas. Los resultados de los analisis computacionales permitieron determinar
gue las estabilidades e interacciones complejas se ven afectadas al utilizar el
compuesto antes mencionado al comparar el comportamiento con un sistema sin
inhibidores (referencia) para asi conocer el comportamiento de la interaccion del
complejo proteico con respecto al tiempo (45ns).

Al realizar la comparacion de los diferentes sistemas propuestos con
inhibidores, los pardmetros como enlaces de Hidrégeno, RMSD, RMSF y parches
de interaccion indican que la interaccion entre ambas proteinas se reduce
significativamente con el compuesto LQM322. A pesar de que con los otros
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compuestos LQM se observa una ligera alteracion en la interaccion, estos estudios
no nos permiten afirmar si es significativa.

Por otro lado, el compuesto LQM304 fue el candidato con menor alteraciones
durante todo el estudio computacional de dinamica molecular, cabe resaltar que
debido al tipo de estudio no es necesario utilizar todo el sistema completo del Spike
viral, esto permite que el tiempo de calculo sea menor. Obteniendo un beneficio en
la optimizacién del tiempo.

Con base en todo lo anteriormente expresado, es posible afirmar que el
compuesto LQM322 es un buen candidato para la inhibicion de estas dos proteinas
(ECA-SS1),se espera que posterior a esta investigacion se pueda llegar a la etapa
de estudios in vitro y de esta manera evaluar su actividad.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Interaccion de ligandos para los compuestos LQM
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Anexo 2: Articulo publicado en la revista “Pathogens”: Evaluation of Inhibitory
Activity In Silico of In-House Thiomorpholine Compounds between the ACE2
Receptor and S1 Subunit of SARS-CoV-2 Spike. Pathogens.
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Abstract: At the end of 2019, the world was struck by the COVID-19 pandemic, which resulted
in dire repercussions of unimaginable proportions. From the beginning, the international scien-
tific community employed several strategies to tackle the spread of this disease. Most notably,
these consisted of the development of a COVID-19 vaccine and the discovery of antiviral agents
through the repositioning of already known drugs with methods such as de novo design. Previ-
ously, methylthiomorphic compounds, designed by our group as antihypertensive agents, have
been shown to display an affinity with the ACE2 {angiotensin converting enzyme) receptor, a key
mechanism required for SARS-CoV-2 {severe acute respiratory syndrome coronavirnus 2) entry into
target cells. Therefore, the objective of this work consists of evaluating, in silico, the inhibitory activity
of these compounds between the ACE2 receptor and the 51 subunit of the SARS-CoV-2 spike protein.
Supported by the advances of different research groups on the structure of the coronavirus spike
and the interaction of the latter with its receptor, ACE2, we carried out a computational study that
examined the effect of in-house designed compounds on the inhibition of said interaction. Our results
indicate that the polyphenol LOM322 is one of the candidates that should be considered as a possible
anti-COVID-19 agent.
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