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Estudios IN SILICO de la proteasa Mpro del virus SARS-CoV-2 y su
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del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnoloǵıa (CONACyT) por la beca otorgada nivel Maestŕıa
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y por nunca soltar mi mano.

A todos los integrantes del Laboratorio de Qúımica Medicinal que confiaron y me alentaron
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Resumen

En el presente trabajo se propone un grupo de estructuras qúımicas (derivados del ácido
cafeico) como posibles agentes antivirales enfocándose en la inhibición de la enzima Mpro del
virus SARS-CoV-2. Sin embargo, la investigación realizada fue más amplia ya que durante el
desarrollo del tema propuesto en el t́ıtulo de este informe, estuve investigando el mecanismo de
infección del virus SARS-CoV-2. Con la finalidad de evaluar una segunda serie de moléculas
(derivados metil tiomorfoĺınicos) y proponer más compuestos con posible actividad antivirica
enfocados en evitar la entrada del virus a la célula.

Se presentan los resultados del grupo de compuestos LQM 700 (derivados del ácido cafeico)
como posibles inhibidores de la Mpro , también una segunda propuesta de antivirales, los cuales
son el grupo de moléculas LQM 300 (derivados tiomorfoĺınicos) que interfieren en el mecanismo
de entrada del virus SARS-CoV-2.

Los compuestos derivados del ácido cafeico (LQM 700) se proponen como agentes antivirales
ya que poseen cierta similitud con estructuras de compuestos α-cetoamida ya reportados con
actividad antiviral en familias de SARS-CoV. En cuanto a los compuestos metiltiomórficos (LQM
300), fueron previamente diseñados como agentes antihipertensivos presentando afinidad por el
receptor ECA1 de humano demostrada experimentalmente. Utilizando técnicas de modelado
molecular se evaluaron estas dos series de compuestos en dos distintos mecanismos de infección
del virus SARS-CoV-2.

Se evaluó la afinidad de 5 compuestos de la serie LQM 300 por el receptor ECA2 en complejo
con la subunidad S1 de la protéına espiga del SARS-CoV-2 utilizando simulaciones de dinámica
molecular y se determinó que el compuesto LQM 322 posee la mejor interacción por la ECA2.
Para el estudio de la serie LQM 700 se evaluaron 51 compuestos utilizando un cribado virtual,
encontrando que los compuestos con mejor afinidad son LQM 778 y LQM 769. En estudios más
rigurosos se corroborarán estos resultados para proponerlos como candidatos a terapia en el
tratamiento de la enfermedad covid-19.
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Caṕıtulo 1

Introducción

La aparición del coronavirus en la provincia de Wuhan y su posterior expansión a nivel global
ha provocado daños inconmensurables a la salud y economı́a global debido a ello, es preciso que
todos los páıses trabajen en colaboración para proteger a la población de futuras consecuencias
debidas a la proliferación de este virus. A lo largo de esta pandemia han aparecido variantes
genéticas del SARS-CoV-2 que han estado emergiendo y circulando por el mundo, sobretodo
en páıses donde no se han tenido poĺıticas públicas que protejan a la población. Hasta la fecha
se tiene registro de 11 variantes bajo monitoreo (VBM) y una variante de preocupación (VOC)
la llamada ómicron, con 7 linajes hasta la fecha (B.1.1.529, BA.1, BA.1.1, BA.2, BA.3, BA.4 y
BA.5).1

El protocolo actual para la enfermedad de covid-19 dicta que los pacientes con alto riesgo de
progresión de la enfermedad sean tratados con una preparación de anticuerpos monoclonales o
con un medicamento antiviral. Estos tratamientos2 recientemente aprobados no quedan exentos
de que, a largo plazo, una potencial resistencia sea desarrollada por parte del virus.

La experiencia pasada demuestra que el uso de un fármaco en lugar de una combinación de
ellos eleva las probabilidades de que los virus desarrollen resistencia con el tiempo, lo que podŕıa
conducir a una pandemia de virus resistentes a los fármacos.3

Uno de los papeles de la qúımica medicinal es el entendimiento de las enfermedades para
colaborar en la producción de entidades qúımicas con propósitos medicinales y aśı contribuir
al mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes que presentan dichas enfermedades. El
desarrollo de fármacos es un procedimiento amplio y costoso, aśı que, para agilizar este proceso
se involucran técnicas de simulación computacional, lo cual se ha vuelto una parte imprescindible
ya que permite identificar y optimizar compuestos como posibles candidatos a fármacos antes
del proceso de ser sintetizados.

En este trabajo se utilizaron diversas técnicas computacionales para analizar y evaluar dos
blancos biológicos del SARS-CoV-2: la proteasa principal Mpro y la glucoprotéına spike. Se
investigaron los comportamientos in silico de los complejos correspondientes para estimar la
eficacia que tendŕıan dos series de compuestos: LQM 300’s y LQM 700’s como propuesta a dos
v́ıas de tratamiento para la enfermedad covid-19.
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Caṕıtulo 2

Antecedentes

2.1 Terapia combinada

Los fármacos antivirales actúan dirigiéndose a un sitio espećıfico encontrado en el virus.
Cuando un virus desarrolla cambios en el sitio que los medicamentos antivirales utilizan para
actuar, ese virus puede mostrar una susceptibilidad reducida o nula al mismo medicamento
antiviral. Los medicamentos antivirales pueden no funcionar con la respuesta deseada contra los
virus con susceptibilidad reducida.

Los virus de la gripe, a lo largo del tiempo, han mostrado una susceptibilidad reducida
a uno o más medicamentos antivirales empleados como la amantadina y la rimantadina, este
último antiviral, usado para la prevención y tratamiento de la gripe en 1976, fue utilizado hasta
que cuatro años después, en 1980, las primeras evidencias de la resistencia de los virus a la
amantadina extendeŕıan su periodo de incremento en la frecuencia hasta principios de la década
de los 2000. Desde entonces los centros para el control y prevención de enfermedades (CDC) ya
no recomiendan su uso, desde 2011, debido a la resistencia generalizada a esta clase de antivirales
entre los virus de la gripe A en circulación. Aśı mismo, se descontinuó su uso para tratar la gripe
aviara causada por el virus de la influenza H5N1.4,5

Debemos tener en cuenta las lecciones de anteriores epidemias de gripe y VIH sobre la
resistencia a los medicamentos. Durante los primeros d́ıas de la investigación sobre el VIH,
el fármaco azidotimidina, conocido como AZT, se prescrib́ıa a los pacientes con VIH como
monoterapia con resultados positivos iniciales. Sin embargo, ese enfoque acabó provocando una
resistencia en algunos pacientes y la transmisión de un virus evolucionado.6 Fue esta experiencia
la que condujo al desarrollo del estándar para el tratamiento del VIH: la terapia antirretroviral
combinada.7

Las terapias combinadas han tenido un valor incalculable para la quimioterapia contra el
cáncer y las infecciones v́ıricas crónicas, como el VIH, mediante la terapia antirretrov́ırica de
gran actividad (HAART), para reducir el potencial de resistencia y también para restringir los
niveles de infección debido a la escasa eficacia de los antivirales para eliminar el virus.6
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Este tipo de combinaciones suelen dirigirse a una v́ıa común o relacionada con la enfermedad
como: impedir que el virus haga copias de śı mismo en el organismo, reducir el daño que puede
causar, retrasar el desarrollo de enfermedades subsecuentes y prevenir la transmisión del virus
aśı como evitar su entrada a la célula del huésped.8 También, pueden combinarse fármacos para
tratar dos patoloǵıas diferentes de la enfermedad, lo que puede ser especialmente importante en
el caso de la covid-19. Lamentablemente, la eficacia de la combinación de intervenciones para
aumentar la eficacia antiviral no es predictiva y requiere pruebas.

Actualmente, no hay ninguna terapia combinada aprobada para el tratamiento de la covid-
19. Como el virus sigue evolucionando y mutando para evadir y suprimir nuestros sistemas
inmunitarios adquiridos e innatos, se recomienda explorar el uso de una terapia combinada para
combatir la resistencia a los medicamentos. El virus covid-19 ya ha evolucionado para crear las
variantes conocidas como delta u ómicron, siendo esta última resistente a todos los anticuerpos
monoclonales aprobados por la FDA, excepto el sotrovimab.9

Sin embargo, investigadores de Nueva Gales del Sur Australia han identificado serios proble-
mas con el sotrovimab como tratamiento. En un estudio10 determinaron la secuencia del virus
aislado de pacientes tratados con sotrovimab. De 100 pacientes iniciales 23 dieron positivo a la
infección por el SARS-CoV-2, de ellos se recogieron muestras de virus y notaron que para cuatro
de los pacientes hab́ıan encontrado 5 mutaciones para dos aminoácido de la glucoprotéına S que
son las siguientes: E340K/A/V y P337L/T. Los análisis de las mutaciones en esta región de la
espiga, el dominio de unión al receptor, indican que las mutaciones observadas disminuyen la
neutralización del sotrovimab en casi 300 veces.

Los investigadores australianos señalan que, antes de la llegada de los ensayos cĺınicos con
sotrovimab, las mutaciones en el aminoácido 340 que confieren resistencia eran extremadamente
raras. Comentan que la incidencia de estas mutaciones en el aminoácido 340 está aumentando
en las cepas del virus de todo el mundo, sin embargo no se sabe si esto es espontáneo por el gran
aumento en el número de personas infectadas debido a ómicron, o es resultado de la presión
selectiva ejercida por dicho fármaco.

Tenemos que seguir las estrategias utilizadas para el VIH y crear combinaciones de fármacos
seguras y potentes que se dirijan a una amplia gama de blancos con un alto ı́ndice terapéutico.
Todav́ıa hay muchas dianas inexploradas para el desarrollo de fármacos contra el SARS-CoV-
2.11 Es importante ampliar la gama de objetivos blanco para el desarrollo de fármacos mucho
más allá de la proteasa común a las muchas enzimas y protéınas reguladoras espećıficas del
SARS-CoV-2.

2.2 Inhibidores de proteasa principal (Mpro )

Reportes sobre el desarrollo de agentes antivirales contra miembros de la familia
Coronaviridae, indican que las principales protéınas proteasas (Mpro ) pueden considerarse co-
mo objetivos blancos para el desarrollo de nuevas moléculas. De acuerdo a lo anterior, estudios
cĺınicos en individuos infectados a los que se les administró lopinavir y ritonavir inhibidores de
la proteasa, mostraron mejoŕıa.12
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Se ha publicado una serie de alfa-cetoamidas que inhiben las principales proteasas de los
coronavirus de diversos géneros.13 Aśı mismo, en la FES Cuautitlán, se han sintetizado una
serie compuestos análogos del éster fenet́ılico de ácido cafeico (CAPE) denominada la serie LQM
700. Estos compuestos poseen actividad inhibitoria comprobada sobre diferentes ĺıneas celulares
como : HeLa y MDA-MB-231.14 Las estructuras de la serie LQM 700 antes mencionadas tienen
similitud con la serie de inhibidores de proteasa15 como lo muestra en la Figura 1

Figura 1: Comparación de las estructuras de los inhibidores α-cetoamidas15 y los compuestos de
la serie LQM 700

2.3 Inhibidores de Glucopotéına S (Spike)

La protéına espiga del SARS-CoV-2 es una glucoprotéına homotrimérica en donde cada
unidad (180 kDa, 1273 aminoácidos) está formada por dos fragmentos principales: S1, que com-
prende los aminoácidos (AA) 14 a 685, y que representa la región más variable. Aśı como el
segmento S2 (AA 686-1273), en el cual se conservada la estructura y la secuencia.16

El fragmento S1 consiste en un dominio N-terminal (NTD; AA 14-305), un dominio de unión
al receptor (RBD; AA 319-541), y un motivo de unión al receptor (RBM; AA 437-508). En cuanto
a la fragmento S2, contiene un péptido de fusión (FP; AA 788-806), dos dominios de repetición
heptada de aminoácidos (HR1; AA 912-984 y HR2; AA 1163-1213), un dominio transmembrana
(TM; AA 1214-1237), y un dominio citoplasmático (CP; AA 1238-1273).17

Para entrar en las células del huesped, los viriones del SARS-CoV-2 se unen al dominio
peptidasa (PD) de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) a través del dominio de
unión al receptor (RBD) de su segmento S1, y esto es seguido por una escisión de los segmentos
S1/S2, que puede ser realizada por proteasas como la proteasa transmembrana de serina 2
(TMPRSS2). Este último proceso desencadena un corte adicional del fragmento S2, lo que le
permite exponer el péptido de fusión y con cambios conformacionales, el virus puede fusionarse
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con la membrana de la célula huésped.18 19

Al d́ıa de hoy existen varios reportes en donde se resolvió estructuralmente la interacción
de una fracción del segmento S1 del Spike viral del SARS CoV-2 con la enzima convertidora
de angiotensina 2 humana. En estos estudios se han identificado las regiones espećıficas de
interacción y la repercusión de las mutaciones correspondientes en esa misma interacción.20

2.4 Modelado molecular de sistemas biológicos

La qúımica computacional fue impulsada en los años setenta por las principales compañ́ıas
farmacéuticas del mundo interesadas en el diseño de moléculas con actividad farmacológica.21

La qúımica computacional engloba aquellas técnicas computacionales que son utilizadas para
comprender la estructura y las propiedades de moléculas y materiales; involucra el uso de al-
goritmos matemáticos, estad́ıstica, creación de modelos, simulación computacional y manejo de
largas bases de datos.

Con los avances tecnológicos en cómputo, como dispositivos más rápidos y más baratos;
aśı como en el desarrollo de modelos y métodos numéricos más eficientes para describir sistemas
qúımicos, la qúımica computacional se ha vuelto una herramienta complementaria a las técnicas
experimentales tradicionales.21

En el estudio de sistemas qúımicos el éxito recae en la calidad del modelo utilizado, desde
un enfoque computacional es necesario un modelo matemático eficaz para calcular la enerǵıa del
sistema como función de su estructura.

La mecánica molecular utiliza modelos en los cuales los átomos son las part́ıculas más pe-
queñas del sistema en lugar de considerar electrones y núcleos como lo hace la qúımica cuántica.
Esto permite realizar el cálculo de enerǵıa de sistemas bioqúımicos y su ambiente con el uso
de modelos matemáticos y su apropiada optimización de parámetros para lograr la exactitud
qúımica deseada.22

El uso de funciones emṕıricas para calcular la enerǵıa de sistemas bioqúımicos logra cumplir
con las demandas requeridas. Las ecuaciones matemáticas reproducen las interacciones f́ısicas y
electrostáticas que dictan la estructura y propiedades de las moléculas. En la figura 2 se muestra
la representación gráfica de las relaciones entre átomos que se consideran: distancia de enlace
”b”, ángulos de enlace ”θ”, ángulos diedros ”χ” e interacciones a larga distancia entre dos pares
de átomos ”rij”.
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Figura 2: Representación esquemática de los componentes de la función potencial empleada en
la Mecánica Molecular

La función potencial es el conjunto de ecuaciones que permiten calcular la enerǵıa potencial
”U” de un sistema qúımico como función de su estructura tridimensional ”R”. La enerǵıa total
puede separarse en los términos intramoleculares e intermoleculares.

UR total = UR intra + UR inter

Las funciones matemáticas para definir las interacciones intramoleculares involucran tres térmi-
nos correspondientes a las variaciones de enlace, ángulos de tres enlaces y ángulos diedros.

UR intra =
∑
enlace

Kb(b− b0)2 +
∑
ángulo

Kθ(θ − θ0)2 +
∑
diedro

Kχ[1 + cos(nχ− σ)]

Donde: los términos ”b”, ”θ” y ”χ” se obtienen de la estructura tridimensional del sistema, las
constantes Kb,Kθ y Kχ representan las constantes de fuerza asociadas, las cuales se determinan
experimentalmente o con el empleo de cálculos más precisos de qúımica cuántica. Los parámetros
de ”b0”, ”θ0” y ”χ0” corresponden a los valores de equilibrio en Ångströms para cada uno de
los términos.

En cuanto al componente de la función potencial que busca reproducir las interacciones a
larga distancia, se involucran dos términos correspondientes a las interacciones de tipo van der
Waals y de tipo electrostático.

UR inter =
∑

pares de átomos

(
εij

[(
Rmin,ij
rij

)12

−
(
Rmin,ij
rij

)6 ]
+

qiqj
εDrij

)

Donde: εij es la profundidad del ”pozo de potencial” para la interacción entre un par átomos
y Rmin,ij el radio mı́nimo de interacción y qi es la carga átomica.
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2.5 Estudio de Enerǵıa Libre de Unión

Se realizaron una serie de simulación para los sistemas ACE 2 – LQM 300 para evaluar
la enerǵıa libre de enlace por el método de transformaciones alqúımicas (FEP, Free energy
Perturbation). El método FEP se implementó utilizando la herramienta BFEE2.23

Este software denominado BFEE2 permite generar los sistemas necesarios para determinar
la enerǵıa libre de unión dado un complejo protéına - ligando. Para un ciclo termodinámico
simple. Ejemplo Protéına-Ligando Se debeŕıan generar los sistemas:

1. Complejo Protéına-Ligando solvatado.
2. Ligando solvatado.
3. Protéına solvatada.

En los enfoques alqúımicos para determinar la enerǵıa libre de unión se requiere una simulación
del complejo protéına-ligando en su estado ”desacoplado” como se muestra en el estado B de
la figura 3 para ello se definen ciertos potenciales de restricción de acuerdo a las variables
colectivas.23

En un primer paso se calcula la enerǵıa de libre ”desacoplamiento” del ligando respecto al
disolvente. Después, se determina la enerǵıa libre de acoplamiento del ligando con la protéına
en su estado desacoplado, para producir estos sistemas se realiza una superposición. Finalmente
el ligando se acopla al sistema y se eliminan las restricciones para obtener la enerǵıa libre del
complejo en su estado desacoplado a acoplado.

Figura 3: Diagrama del ciclo termodinámico para los cálculos de enerǵıa libre de unión ∆Gunión
Tomado de Khalak 2021

Con este enfoque se toman en cuenta las contribuciones de interacción a larga distancia
(electrostáticas, vdW, de solvatación), y también las contribuciones entrópicas como es el cambio
de conformación del ligando para la determinación de la enerǵıa libre de unión (BFE)
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Caṕıtulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo General

Generar modelos moleculares para dos objetivos blanco del SARS-CoV-2: protéına espiga
(spike) y proteasa principal (Mpro ) para evaluar dos series de compuestos LQM 300 y LQM 700
respectivamente, mediante el uso de herramientas de la qúımica computacional para identificar
posibles inhibidores de las protéınas antes mencionadas y contribuir al desarrollo de una terapia
combinada.

3.2 Objetivos Particulares

Realizar simulaciones de dinámica molecular de la proteasa principal Mpro y llevar a cabo
un análisis de dinámica esencial (EDA) con la finalidad de obtener estructuras tridimen-
sionales representativas de la protéına en diferentes conformaciones.

Generar sistemas protéına-ligando empleando como receptor el modelo Mpro y como li-
gandos los compuestos de la serie LQM 700 utilizando técnicas de acoplamiento molecular
para proponer un modo de unión para cada molécula de la serie.

Elaborar y validar modelos tridimensionales para los sistemas ECA2-LQM300,
spike-ECA2 y spike-ECA2-LQM300, utilizando técnicas de modelado molecular y aco-
plamiento molecular (protéına-ligando y protéına-protéına) para definir modos de unión.

Realizar simulaciones de dinámica molecular de los sistemas ECA2-LQM300,
spike-ECA2 y spike-ECA2-LQM300 y evaluar su estabilidad con los parametros de des-
viación y fluctuación RMSD y RMSF para cada una simulación.

Evaluar la enerǵıa libre de enlazamiento para los complejos
ECA2 -LQM300 mediante estudios de dinámica molecular aplicando un modelo alqúımico
de acoplamiento para identificar el compuesto de mayor afinidad al receptor.
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Caṕıtulo 4

Metodoloǵıa

4.1 Dinámica molecular de Mpro y estudio EDA

Para el estudio de inhibición la protéına principal del SARS-CoV-2 el primer paso en fue
realizar 3 simulaciones de dinámica molecular y de ellas obtener estructuras promedio que re-
presenten la variabilidad conformacional de dicha Mpro .

Para generar los sistemas se partió de modelos tridimensionales archivados en la base de
datos PDB24 los códigos de identificación fueron los siguientes:

6M03 Corresponde a la forma APO de la protéına. Sin ligando.

5R83 Complejo no covalente con el ligando K0G. Forma HOLO.

6Y2F Complejo covalente con ligando O6K (α-cetoamida). Forma HOLO.

En la tabla 1 se muestran las estructuras de los ligandos para los sistemas con forma HOLO de
Mpro .

Tabla 1: Estructuras de los ligandos en los sistemas 5R83 y 6Y2F

PBD 5R83 (K0G)
N-fenil-N’-piridin-3-ilurea

PDB 6Y2F (06K) α-cetoamida

Se realizó una limpieza y preparación de los modelos para la simulación de dinámica molecular
utilizando el software MOE 2020.01.25 Se eliminaron las cadenas que no correspond́ıan a la
protéına y al ligando (iones, disolvente: agua, DMSO, etc.). Se completaron cadenas para los
aminoácidos faltantes en la estructura tridimensional. Después se solvató el sistema en una
caja cúbica de agua a condiciones periódicas (P1, 95 Å por lado) se agregaron contraiones de
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Na+ y Cl– . Una vez solvatado se realizó una minimización estructural de todo el sistema. En la
figura 4 se observa el sistema solvatado.

Se generaron los archivos de entrada para ejecutar las simulaciones de dinámica molecular
en el software NAMD 2.1326 utilizando el campo de fuerza de Amber se realizó el protocolo
mostrado en la tabla 2

Tabla 2: Protocolo para dinámica molecular

Etapa Tiempo Condiciones

Calentamiento 1 ns
Gradiente de

temperatura de 0K a
300K

Equilibrio 4 ns 300 K y 101 kPa

Producción 100 ns 300 K y 101 kPa

Figura 4: Sistema Mpro en caja de solvatación a condiciones periódicas para dinámica molecular.

Se evaluó la estabilidad estructural 3D calculando el parámetro de ráız desviación cuadrática
media (RMSD) de trayectoria graficando los resultados en función del tiempo de simulación. Se
analizaron los resultados de dinámica molecular implementando el análisis de dinámica esencial27

(Essential Dynamics Analysis) con el objetivo de identificar una parte o segmento de la dinámica,
que se utilizará para generar una estructura promedio. Para ello se empleó el módulo ProDy28

desarrollado en el lenguaje Python.29 El cálculo de la estructura promedio se realizó usando un
algoritmo (script) in house en el software VMD 1.9.330

4.2 Acoplamiento molecular de serie LQM 700 con Mpro

Tomando las tres estructuras promedio de la Mpro se realizó un cribado virtual con las 51
moléculas que forman la serie LQM 700 que se muestran en la tabla 3 utilizando Autodock
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VINA31 como motor de acoplamiento molecular. Se definió una caja de búsqueda alrededor del
sitio activo, con centro en el átomo de azufre del residuo Cys 145. El tamaño de la caja de
busqueda fue de 30 Å por lado, se delimitaron las poses a un rango de enerǵıa de 1 kcal

mol y se
analizaron los clusters.

Tabla 3: Estructuras de la serie LQM 700

LQM 701 LQM 702 LQM 706

LQM 707 LQM 708 LQM 709

LQM 715 LQM 716 LQM 717

LQM 720 LQM 721 LQM 721

LQM 723 LQM 725 LQM 726

LQM 728 LQM 731 LQM 732

LQM 733 LQM 734 LQM 735

LQM 737 LQM 738 LQM 739

LQM 740 LQM 745 LQM 748
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Tabla 3 (Continuación): Estructuras de la serie LQM 700

LQM 749 LQM 752 LQM 753

LQM 754 LQM 755 LQM 761

LQM 762 LQM 763 LQM 764

LQM 765 LQM 766 LQM 767

LQM 768 LQM 769 LQM 770

LQM 771 LQM 772 LQM 773

LQM 774 LQM 775 LQM 776

LQM 777 LQM 778 LQM 779

4.3 Preparación de sistemas Spike y ECA2

Para poder estudiar el efecto que tienen los compuestos LQM 300 en la infección por el virus
SARS-CoV-2 se propone estudiar el mecanismo que involucra al receptor del humano ECA2, la
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enzima convertidora de angiotensina ya que esta ha sido indentificada como el receptor celular
que utiliza el virus para entrar a la celula del huesped.32 Los sistemas se generaron utilizando
solamente la región de la glucoprotéına spike que tiene reconocimiento molecular con la ECA2
la cual se denomina domino de unión al receptor (RBD).33 esta también se le identifica como
subunidad S1.

Para la preparación del complejo ECA2-S1 se empleó como punto de partida el modelo con
código PDB: 7KMB, que contiene la interacción del dominio RBD, subunidad S1 de SARS-CoV-
2 con la ECA2 de humano. Sin embargo este modelo no contiene al cofactor de zinc Zn+ de la
ECA2. Por lo que se recurrió al modelo con código PDB: 3SCL para modelar principalmente al
cofactor Zn+. Empleando el software MOE 2020.01, se realizó una superposición de la estructura
de ECA2 en ambos modelos. Se eliminó el modelo de 3SCL conservando el ion Zn+. Se terminó de
preparar el sistema de modo análogo el de la dinámica molecular de Mpro : se eliminaron las
cadenas que no correspond́ıan a las protéınas y al cofactor, se completaron cadenas para los
aminoácidos faltantes en la estructura tridimensional.

Se prepararon 6 sistemas con el modelo de interacción ECA2 - S1, uno de ellos sin ligante
y a los otros 5 se les agregó una estructura de la serie de compuestos LQM 300 (Tabla 4). Se
eligieron solo 5 moléculas ya que en estudios previos34,35 se hab́ıan identificado como inhibidores
de la ECA1.

Tabla 4: Compuestos de la serie LQM 300 utilizados en este estudio.

LQM 304 LQM 318 LQM319

LQM 322 LQM 324

4.4 Dinámica molecular de complejos ECA2-LQM300 y cálculo
de enerǵıa libre con BFEE2

Desde que se identificó a la ECA2 como receptor de reconocimiento para el mecanismo de
entrada el SARS-CoV-236 se ha estudiado la interacción de esta enzima con la glucoprotéına
spike37 incluso se han propuesto un reposicionamiento de inhibidores ya conocidos de la ECA2
como tratamiento para el covid-19.38,39 Para que un fármaco se considere posible candidato
contra el SARS-CoV-2 tiene que debilitar esta interacción spike-ECA2, aśı impidiendo la entrada
del virus a las células del huésped.
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Bloquear la entrada del virus mediante la inhibición de la ECA2 es más conveniente que
inhibir las etapas posteriores del ciclo de vida del SARS-CoV-2. En esta etapa del estudio iden-
tificamos las molecular LQM 300 como inhibidores de ECA2. Para ello en necesario determinar
la enerǵıa libre de interacción de los complejos ECA2-LQM300.

Para evaluar la enerǵıa libre de unión se empleó el software llamado BFEE223 Se realizaron
simulaciones de dinámica molecular con los 5 sistemas ECA2-LQM300 utilizando NAMD 2.13.
La preparación de los archivos y el tratamiento post-simulación se realizó con la herramienta
BFEE2.

Los sistemas se prepararon (formación del complejo y solvatación) utilizando el lenguaje
script tcl de VMD 1.9.3.30 Se empleó el servidor CHARMM-GUI40 para generar los archivos
topológicos necesarios del ligando y de la protéına.
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Caṕıtulo 5

Resultados y Discusión

5.1 Sistema Mpro

5.1.1 Preparación de Mpro

El análisis estructural de enzimas en complejo con algún ligando, ya sea agonista o antagonis-
ta, es de gran relevancia para conocer la respuesta biológica que puede provocar dicha interacción
en un organismo. La función de las protéınas está estrechamente relacionada a su estructura tri-
dimensional y es sabido, que las protéınas no se comportan como estructuras estáticas ya que
pueden optar distintos estados conformacionales. Un ejemplo de ello es el llamado modelo de
los dos estados41 en donde se asume que solo ciertas conformaciones de un receptor pueden
provocar una respuesta biológica efectiva y a menudo esta conformación (activa) se ve inducida
por el ligando. Es por ello que estudiar un receptor como un ensamble de conformaciones nos
da una mejor perspectiva del reconocimiento que esta ocurriendo con un ligando.

En el estudio del blanco biológico Mpro los primeros resultados obtenidos son trayectorias de
las simulaciones de dinámica molecular de los 3 sistemas preparados APO (6M03) HOLO (5R83
y 6Y2F).

Figura 5: RMSD de la trayectoria de Mpro APO (6M03)

15



Figura 6: RMSD de la trayectoria de Mpro HOLO (5R83)

Figura 7: RMSD de la trayectoria de Mpro HOLO (6Y2F)

Una vez conociendo que las trayectorias de dinámica molecular fueron estables a lo largo
del tiempo de simulación, se procedió a realizar el análisis de dinámica esencial. Este es un
análisis de componentes principales utilizando como entrada las coordenadas cartesianas de la
trayectoria ponderadas por la masa atómica. Para llevar a cabo este análisis es necesario hacer
un ajuste el cual consiste en eliminar los movimientos de traslación y rotación para analizar
solamente el movimiento interno del sistema.42

Para analizar una dinámica molecular se utilizan coordenadas internas como, contactos entre
átomos, distancias de enlace y ángulos. Se gráfica la trayectoria de acuerdo a estas coordenadas
como se observa en la figura 8.
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Figura 8: Resultado para dos coordenadas en el análisis de la dinámica esencial para la simulación
del sistema Mpro

El recuadro negro es la dinámica molecular corresponde al inicio de la trayectoria (t=0 ns)
y el circulo negro corresponde al punto final de la simulación (t = 100 ns). Se iluminan tres
colores de acuerdo a la agrupación en racimos (clustering). Los datos en color rojo corresponden
a los primeros 15 ns de la trayectoria. Los puntos de color naranja corresponden al intervalo de
tiempo de 15 ns a 50 ns. Por último, el racimo de color azul corresponde a la simulación de 50
ns hasta 100 ns en que termina la simulación.

Para el caso del sistema HOLO (6Y2F) que contiene un ligando de α − cetoamida se
logró identificar 3 diferentes racimos correspondientes a 3 distintas conformaciones que pue-
de adoptar la protéına durante la simulación. Se seleccionó la correspondiente al color azul para
calcular una estructura representativa de este sistema.

El orden en que se asignan número a las coordenadas es de acuerdo a su relevancia en el
análisis siendo la coordenada 1 aquella que nos da más información sobre nuestro conjunto
de datos. Si agregamos una tercera variable (coordenada) a la gráfica observamos una mejor
separación de los datos en la trayectoria. Como se ve en la figura 9.
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Figura 9: Resultado para tres coordenadas en el análisis de la dinámica esencial para la simulación
del sistema Mpro

En la figura 10 se observa las gráficas para los tres componentes principales de la dinámica
esencial, para las simulaciones se los sistemas 6M03 y 5R83.

Figura 10: Resultado para 3 coordenadas en el análisis de la dinámica esencial para la simulación
de los sistemas Mpro APO (6M03) y HOLO (5R83)

Para los sistemas APO (6M03) y HOLO (5R83), toda la trayectoria de la etapa de pro-
ducción (100 ns) se agrupó en un único racimo. El cual se tomó para calcular una estructura
representativa de la Mpro .

Las conformaciones generadas se someten a una optimización energética para su uso posterior
en acoplamiento molecular.
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5.1.2 Cribado virtual Mpro - LQM700

Para estudiar el modo de unión de los 51 compuestos de la serie LQM 700 en complejo
con el ensamble de conformaciones deMpro se realizó un cribado virtual utilizando el motor de
acoplamiento molecular Autodock VINA.31 La caja de búsqueda se delimitó alrededor de los
residuos que conforman el sitio activo de la Mpro 43 se muestran los residuos en la figura 11 y se
enlistan los mismos en la tabla 5.

Figura 11: Representación en tubos para los
aminoácidos del sitio cataĺıtico Mpro .

Tabla 5: Residuos involucrados en el sitio activo
de Mpro .

Loop Residuos

Azul

(Thr 24 - Leu 27),
(His 41 - Val 42),
(Cys 44 - Ser 46),

Met 49, Pro 52, Tyr 54

Rojo
(Phe 140 - Cys 145),

His 163

Amarillo
(His 164 - Gly 170),

His 172

Blanco
Phe 181,

(Phe 185 - Ala 194)

Los resultados de acoplamiento molecular se presentan como una lista ordenada de acuerdo
a la enerǵıa de unión estimada para cada pose encontrada. Para este trabajo se seleccionaron
aquellas poses con una enerǵıa de unión no mayor a una unidad (kcal/mol) de la pose con mejor
puntaje, que tuvieran similitud en orientación y que cayeran dentro del sitio activo.

Se aplicó el mismo protocolo de acoplamiento para 5 ligandos que ya se encontraban cocris-
talizados a una estructura de Mpro y archivadas en la base de datos de RCSB PDB. A manera
de validación del protocolo de acoplamiento se verificó que se reprodujera el modo de unión de
dichos ligandos en complejo con Mpro .

En la figura 12 se visualizan los modos de unión para el ligando del archivo PDB: 5R83 y
para el compuesto LQM 778 en una de las conformaciones de Mpro .
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Figura 12: Racimo de modos de unión para el ligando 5R83 (lado izquierdo): modo de unión pro-
veniente de cristalograf́ıa en verde y poses obtenidas por el protocolo de acoplamiento molecular
en rosa. Racimo para el ligando LQM 778 (lado derecho): poses encontradas en el acoplamiento.

En la Tabla 6 se muestran solo los resultados de los 5 compuestos LQM 700 con mejor enerǵıa
de acoplamiento definida en los clústers.

Tabla 6: Resultados de enerǵıa libre de unión en el acoplamiento molecular de los ligandos de la
serie LQM 700 y los otros ligandos previamente reportados.

Mpro APO (6M03) Mpro HOLO (5R83) Mpro HOLO (6Y2F)

Ligando ∆Gunión / (kcal/mol) ∆Gunión / (kcal/mol) ∆Gunión / (kcal/mol)

LQM 778 -6.83 ± 0.30 -7.08 ± 0.33 -6.20 ± 0.21

LQM 753 - -5.88 ± 0.29

LQM 769 -6.75 ± 0.32 -6.79± 0.27 -5.76 ± 0.29

LQM 776 -6.58 ± 0.30 -

LQM 735 -6.48 ± 0.28 -6.57 ± 0.26

LQM 752 - -5.68 ± 0.39

LQM 754 -6.47 ± 0.28 - -5.67 ± 0.34

LQM 775 - -6.45 ± 0.32

LQM 720 - -6.29 ± 0.28

PDB 5R81 -5.47 ± 0.31 -5.41 ± 0.34 -4.05± 0.25

PDB 5R83 -5.16 ± 0.37 -5.26 ± 0.28 -4.19± 0.27

PDB 5R84 -5.12 ± 0.29 -5.23 ± 0.33 -4.61± 0.27

PDB 5R80 -4.97 ± 0.29 -4.70 ± 0.34 -3.68± 0.24

PDB 5R82 -4.23 ± 0.24 -4.13 ± 0.29 -3.52± 0.24
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5.2 Sistema Spike-ECA2

5.2.1 Dinámica molecular sistema S1 - ECA2

Para los estudios de dinámica molecular se realizaron simulaciones relativamente cortas
(40 ns) lo cual fue suficiente para alcanzar una estabilidad estructural de acuerdo al valor de des-
viación cuadrática media que se puede observar en la figura 13. El sistema sin ligando alcanzó un
RMSD promedio de 2 Å.

Figura 13: RMSD para el sistema S1-ECA2 sin ligando

Para el caso de los sistemas con las moléculas LQM 300 en el sitio activo de la ECA2, el
gráfico de RMSD (figura 14) no mostró una desviación mayor que el sistema sin ligando. Teniendo
valores máximos de 2.5Å para el complejo con LQM 324. El sistema S1-ECA2-LQM322 fue el
sistema que alcanzó una estabilidad espacial más rápido y a valores más pequeños, en promedio
RMSD 1.5Å.
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Figura 14: RMSD para los sistemas S1-ECA2-LQM300. Cada color representa un sistema según
los siguientes colores: LQM304: negro, LQM318: rojo, LQM319: morado, LQM322: amarillo y
LQM324 verde.

Se calculó el parámetro de fluctuación cuadrática media (RMSF) que se observa en la figura
15, estos valores corresponden a la desviación cuadrática media de cada carbono alfa de la
estructura de ECA2, respecto de su valor promedio, a lo largo de la trayectoria y miden por
lo tanto, la magnitud de las fluctuaciones relativas de los átomos en la trayectoria. Es decir,
aquellos aminoácidos con valores altos de RMSF poseen mayor flexibilidad durante el tiempo
de simulación. Los valores en la figura 15 no presentan fluctuaciones importantes que sugirieran
que los sistemas se desestabilizaban o que pierdan su integridad estructural.

Figura 15: RMSF para los sistema S1-ECA2-LQM300. Cada color representa un sistema según
los siguientes colores: LQM304: negro, LQM318: rojo, LQM319: morado, LQM322: amarillo y
LQM324 verde.
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Otra forma de verificar la estabilidad de la protéına durante la dinámica es el conteo de
puentes de hidrógeno intra-estructurales. Es decir, si los puentes de hidrógeno disminuyen puede
indicar una des-naturalización estructural de la macro-molécula durante la dinámica y esto se
puede deber a diversos factores.

De acuerdo con este parámetro en los casos de estudio se identificaron los puentes de
hidrógeno y no se encontró que existiera una des-estabilización de la protéına.

Se presenta en la figura 16 de enlaces de hidrógeno intra-estructurales para ECA2 en el
sistema S1-ECA2-LQM322.

Figura 16: Enlaces de hidrógeno intraestructurales para la protéına ECA2

5.2.2 Enerǵıa libre de unión para complejo ECA2-LQM300

En el desarrollo de fármacos un parámetro de gran importancia es la afinidad de un fármaco
por alguna diana biológica de interés. La afinidad se puede explicar como la fuerza medida con
la cual se forma un complejo biomolecular. La afinidad está relacionada a la enerǵıa libre de
enlazamiento lo cual indica que tan favorable es la interacción. Para este estudio una interacción
favorable entre ECA2 y LQM300 nos indica una posible atenuación o inhibición del mecanismo
de entrada del virus a la célula del hospedero.

Fue necesario realizar estudios complementarios que nos permitan tener una interpretación
adecuada de la interacción enzima-ligando (ECA2-LQM300). En el caso del presente trabajo, se
utilizó BFEE2 para estimar la enerǵıa libre.23 El Binding Free Energy Estimator (BFEE2) es
un software codificado en Python que automatiza los cálculos de enerǵıa libre de unión absoluta
a través de la v́ıa alqúımica o geométrica utilizando simulaciones de dinámica molecular.

Se obtuvieron los valores de enerǵıa libre como se muestra en la tabla 7
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Tabla 7: Resultados para enerǵıa libre de enlace, calculados con BFEE2 para los sistemas ECA2-
LQM300 estudiados.

Sistema ECA2-LQM ∆Gunión (kcal/mol)

319 -5.71 ± 0.41

322 -5.59 ± 0.26

304 -4.91 ± 0.21

318 -4.89 ± 0.20

324 -4.89 ± 0.29

Los sistemas con valores de enerǵıa libre de mayor magnitud (negativa) serán aquellos en los
cuales el ligando tiene una mayor afinidad por el receptor. Aśı pues los compuestos LQM 319
y LQM 322 son los que poseén una mejor interación con la ECA2. Esto se ve reflejado a que
durante la dinámica de estos compuestos la ECA2 se mantuvo en una conformación ”cerrada”
respecto a las demás simulaciones.

Esto lo analizamos al calcular la distancia entre los residuos Asn 63 y Asn 121 de la ECA2 los
cuales se encuentran en la periferia del sitio de unión. En la gráfica 17 se observa esta distancia
de entre estos residuos comparando los sistemas con ligando ACE2-LQM304 y ACE2-LQM322.
La distancia promedio entre estos residuos para la simulación con LQM 304 fue 17 Å y para la
simulación con LQM 322 fue 14 Å.

Figura 17: Variación de la distancia entre los aminoácidos Asn 63 y Asn 121 frente al tiempo de
la simulación ACE2-LQM304 (izquierda) y ACE2-LQM322
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Caṕıtulo 6

Conclusiones

Se realizaron simulaciones de dinámica molecular de la Mpro en su forma monomérica
y mediante la metodoloǵıa de Dinámica Esencial (EDA) se analizó la trayectoria para
generar una estructura representativa, tomando en cuenta su variabilidad conformacional
en las condiciones de simulación (solvatación con agua, 300 K de temperatura).

Utilizando la estructura promedio de Mpro se realizó un cribado virtual con los 50 com-
puestos que conforman la serie LQM700, centrando el sitio de búsqueda en el aminoácido
Cys145. Comparando los resultados de enerǵıa de afinidad se observó que 20 compuestos
de los 50 que conforman la serie LQM 700 mostraron un mejor valor de afinidad que los
ligandos que previamente ya se hab́ıan reportado como inhibidores de Mpro .

Los compuestos que mostraron una enerǵıa de afinidad favorable, por acoplamiento mole-
cular, fueron principalmente LQM 778 y LQM 769. Los cuales sobresalieron en el acopla-
miento de las tres conformaciones de Mpro .

Se construyeron los modelos respectivos a la inhibición de la enzima ECA2 de humano con
5 diferentes ligandos: LQM322, LQM319, LQM324, LQM318 y LQM304, que pertenecen a
una serie de compuestos derivados tiomorfoĺınicos. Aśı también, se generaron los sistemas
spike-ECA2-LQM300 considerando una subunidad S1 de la glucoprotéına correspondiente
al dominio RBD.

Del análisis de interacción entre la subunidad S1 del glucoprotéına del SARS-CoV-2 y el
receptor humano ECA2, se predijo que al utilizar el compuesto LQM 322 como inhibidor
en ECA2 la interacción entre las protéınas del sistema disminuyó (en comparación con
el sistema spike-ECA2 sin inhibidor). Prediciendo que las interacciones y estabilidad del
complejo Spike-ECA podŕıan verse afectadas al utiliza el compuesto mencionado.

Al comparar los sistemas en los que están presentes los compuestos LQM300 como inhibi-
dores, utilizando los parámetros RMSD, RMSF, y el número de enlaces de hidrógeno por
residuo, se identificó que la interacción protéına-protéına se ve significativamente alterada
con el compuesto LQM322. Aśı mismo, para los demás sistemas con compuestos LQM
también se predice una alteración en la interacción, sin embargo este estudio aún requiere
de confirmación experimental.
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Se efectuó un estudio de dinámica molecular aplicando el modelo alqúımico usando la
herramienta BFEE2 para predecir las enerǵıas de enlace para cada compuesto. Las inter-
acciones menos favorables de los compuestos con ECA2 corresponden a LQM 304, LQM
318 y LQM 324 que tiene la menor enerǵıa libre de unión como consecuencia de una cavidad
más amplia (conformación abierta) en ECA2 durante la simulación de dinámica molecular.
Por su parte, los compuestos LQM319 y LQM322 son los que exhiben una mejor enerǵıa
libre de unión estimada en el complejo.

Se predijeron las variaciones en el número promedio de enlaces de hidrógeno en los sistemas
de ECA2-LQM300. Estas observaciones indican cual de los complejos ECA2-inhibidor
presenta una mejor estabilidad predicha durante el tiempo de simulación ya que, los enlaces
de hidrógeno contribuyen directamente a la estabilidad. Evaluando la interacción spike-
ECA2 en conjunto con las enerǵıas de interacción podemos proponer que compuestos tienen
una afinidad adecuada y se consideran candidatos idóneos para ser evaluados mediante un
método experimental (in vitro).
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Cell 2020, 181, 271–280.e8.

[20] Sakkiah, S.; Guo, W.; Pan, B.; Ji, Z.; Yavas, G.; Azevedo, M.; Hawes, J.; Patterson, T. A.;
Hong, H. Front. Chem. 2021, 8, 1–11.

[21] Cuevas, Gabriel; Cortés, F. Prof. Psychol., 1st ed.; Fondo de Cultura Económica: México,
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Vilchis, R.; Velázquez, A. M.; Mart́ınez, L.; Ruiz, M.; Camacho, B.; López-Castañares, R.;
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