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Resumen 
 
Hasta la fecha se han reportado a nivel mundial más de 262 millones de 

casos confirmados de COVID–19. El agente causal de esta enfermedad es 

el SARS–CoV–2, el cual apareció a finales del 2019 en Wuhan, China. 

Taxonómicamente hablando, el SARS–CoV–2 pertenece a la familia de los 

Nidovirales, al género Coronaviridae, dentro del grupo de los ! − #$%&. 

Dentro del ciclo replicativo de este coronavirus existen varias proteínas 

de gran importancia, tal es el caso de la proteasa principal, 3CLpro, la 

cual se ha determinado como uno de los principales blancos terapéuticos 

para la generación de candidatos con potencial actividad inhibitoria contra 

SARS–CoV–2. Hasta el día de hoy se han identificado una amplia variedad 

de potenciales inhibidores de este virus que interactúan con diferentes 

blancos terapéuticos, sin embargo, la actividad de estos fármacos para 

prevenir o reducir la severidad de los síntomas de la COVID–19 no se ha 

establecido completamente, por lo que prevalece la urgencia del 

desarrollo e identificación de candidatos farmacológicos adicionales cuyos 

blancos terapéuticos en SARS–CoV–2 sean eficaces en el tratamiento de 

la COVID–19. 

En el presente estudio se ejecutó el diseño y desarrollo de un MFC, 

haciendo uso de la amplia información cristalográfica generada durante la 

actual pandemia mundial. 
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El MFC logró representar el sistema proteína ligando reportado entre la 

díada catalítica de 3CLpro (His41 y Cys 145) y una amplia variedad de 

ligandos cocristalizados, de forma tal que mediante su empleo en un 

cribado virtual y tras el uso de un protocolo de acoplamiento molecular, 

se logró la obtención de 12 moléculas como candidatos con potencial 

actividad inhibitoria de 3CLpro con miras al desarrollo de un agente 

terapéutico contra la COVID–19. 

 

Palabras clave: SARS–CoV–2, COVID–19, farmacóforo, modelo 

farmacofórico consenso, inhibidores, 3CLpro. 
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I. Introducción 

1.1 Epidemiología 

Desde finales del 2019, un nuevo coronavirus hallado en Wuhan, provincia 

de Hubei, China, ha sido el agente etiológico responsable del brote de 

neumonía viral 2019-2020 por coronavirus, enfermedad conocida como 

COVID–19 (del inglés, Coronavirus disease–2019) [1–4]. Posteriormente, 

el 11 de marzo de 2020 la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró 

la ocurrencia de la pandemia de COVID-19, exhortando a la población 

mundial a tomar las medidas de higiene y distanciamiento necesarias, así 

como a conjuntar esfuerzos de control en la mayor emergencia en salud 

pública mundial de los tiempos modernos [5]. 

Según la OMS, para el 2 de diciembre del año 2021 la COVID–19 acumuló 

un total de 262.1 millones de caso confirmados y 5.2 millones de muertes 

alrededor del mundo, donde México aportó el 1.5% y el 5.7% de las cifras 

totales, respectivamente [6]. 

Cabe destacar que la enfermedad presenta un peor pronóstico para la 

población adulta de entre 30 – 79 años con una letalidad global del 2.3% 

(CFR) [7]. Del mismo modo, el 34º Informe Epidemiológico de la Situación 

de COVID–19 del gobierno de México reportó para el 25 de octubre de 

2021, que la letalidad para adultos mayores de 60 años a nivel nacional 

fue del 29%. 
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1.2 Agente Etiológico 

El virus del síndrome respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS–CoV–2, por 

sus siglas en inglés) es el causante de la enfermedad COVID–19. 

Taxonómicamente, es un miembro del género Betacoronavirus, 

perteneciente a la subfamilia Coronavirinae, en la familia Coronaviridae 

dentro del orden de los Nidovirales [8–10]. Los coronavirus, llamados así 

por su cápsula lipoproteica de forma esférica rodeada de múltiples 

espículas (proteína Spike o glicoproteínas-S) que le dan aspecto de corona 

[11], suelen causar enfermedades respiratorias leves en humanos y 

animales, además se estima que producen entre el 10% y el 30% de los 

casos de resfriado común [5]. A pesar de lo anterior, la subfamilia 

Coronaviridae, constituida por 4 géneros (Alpha, Beta, Gamma y Delta-

coronavirus) [9], presenta otras especies, principalmente dentro del 

género beta, que anteriormente han generado epidemias con grandes 

estragos en la humanidad. Tal es el caso del coronavirus responsable del 

síndrome agudo severo (SARS–CoV) en 2002-2003, con una tasa de 

letalidad del 9.6%, y del coronavirus responsable del síndrome agudo 

respiratorio del medio este (MERS–CoV) en 2012, con una tasa de 

letalidad de 34.3% [7,10]. 
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1.2.1 Genoma viral del SARS–CoV–2 

En cuanto al genoma de SARS–CoV–2, éste se encuentra constituido por 

ácido ribonucleico (RNA, por sus siglas en inglés) de cadena sencilla con 

sentido positivo [(+)ssRNA] de aproximadamente 30 kb [4] (Figura 1). 

Los coronavirus cuentan con dos características particulares dentro de 

todos los virus de RNA: 1) cuentan con el genoma más largo y 2) son uno 

de los pocos virus con un mecanismo de revisión genómica que evita que 

acumulen mutaciones que podrían debilitarlo [12]. 

Cuentan con 15 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en 

inglés), capaces de formar hasta 28 proteínas, entre las cuáles 

encontramos 4 proteínas estructurales: la proteína Spike (S), la proteína 

de envoltura (E), la proteína de membrana (M) y la proteína de la 

nucleocápside (N); además de 16 proteínas no estructurales (NSPs, por 

sus siglas en inglés) y proteínas accesorias [13]. 

El genoma viral está listo para ser traducido por las poliproteínas 

replicasas, una vez dentro del hospedero, debido a que cuenta con un 

extremo 5’ no codificante con un cap, conformado por 7-metilguanosina, 

y un extremo 3’ con una cola de poli A, características que le permiten 

actuar como RNA mensajero (mRNA) [5,14]. 

Al enfocarnos en su RNA, las dos terceras partes codificantes en dirección 

al extremo 5’ se encuentran ocupadas por los ORFs 1a y 1ab, siendo este 

último el gen más largo en SARS–CoV–2 [15]. Ambos ORFs codifican para 
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proteínas largas que mediante proteólisis dan lugar a una amplia variedad 

de NSPs de tamaño variable [15]. El ORF1ab codifica para la proteína 

pp1ab y 15 NSPs, mientras que el ORF1a codifica para la proteína pp1a y 

contiene 10 NSPs [16–18]. Dentro de las mencionadas NSPs, destacan: 

una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp, por sus siglas en inglés), 

una Helicasa y dos proteasas de vital importancia, la proteasa principal 

(Mpro por sus siglas en inglés o 3CLpro del inglés 3-

chimyotripsinchymotrypsin-like protease) y la proteasa similar a papaína 

(PLP por sus siglas en inglés). Estas últimas se encargan de escindir las 

poliproteínas en sus fragmentos funcionales [19]. La otra tercera parte 

del genoma hacia el extremo 3’, contiene los ORFs correspondientes a las 

proteínas estructurales N, M, E y S, además de otras nueve proteínas 

pequeñas de función desconocida [5]. 

Entre los dos ORFs, ORF1a y ORF1ab, hay una región que mediante la 

replicasa de SARS–CoV–2 codifica para dos poliproteínas sobrelapadas – 

pp1a y pp1ab – las cuales son requeridas para transcripción y replicación 

viral. Los polipéptidos funcionales son liberados de las poliproteínas 

mediante un proceso proteolítico que tiene lugar gracias a PLP y, 

predominantemente, gracias a 3CLpro. Por otra parte, ambas proteasas 

bloquean la respuesta inmune innata del huésped. La 3CLpro escinde a 

pp1a y pp1ab en al menos 11 sitios conservados [20,21] (ver Figura 1). 
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Las NSPs fungen un papel importante en los procesos de replicación, 

transcripción y recombinación viral durante el proceso infectivo [10,22]. 

Por ejemplo, la NSP 1 es usada por el virus para evadir la respuesta 

inmunitaria del hospedero [23]. La NSP 2 es indispensable para la 

replicación viral y su función sigue sin ser muy clara, además las NSP 2 y 

3 interactúan para formar la proteasa que escinde el ORF1ab [24,25]. Por 

otra parte, las NSP 3 y 4 interactúan con otros cofactores para inducir un 

rearreglo membranal para el mecanismo de replicación viral y la pérdida 

de este complejo elimina este proceso [26]. La NSP 5 (3CLpro) es una 

proteasa de cisteína encargada de la escisión de 11 sitios en las 

poliproteínas para liberar NSP 4–NSP 16 durante la replicación [27]. La 

NSP 6 genera autofagosomas en el retículo endoplásmico y está envuelto 

en la autofagia [28]. La NSP 12 en complejo con las NSP 7 y 8 forman la 

maquinaría de replicación [29]. La NSP 9 en complejo con la NSP 8 están 

envueltas en la RNA replicasa y en la virulencia [30]. El complejo entre 

las NSP 10-NSP 16 es esencial para generar el 7-metilguanilato o cap en 

el mRNA viral para una eficiente traducción y ayuda a evadir la respuesta 

inmunitaria [31]. La NSP 14 en complejo con la NSP 10 están involucradas 

en la actividad de exonucleasa [32]. La NSP 13 tienen actividad RNA 

TPasa [33] y la NSP 14 tiene actividad exoribonucleasa [33]. Finalmente, 

las NSP 11 y 15 tienen actividad endorribonucleasa [22]. 
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Figura 1. Organización genómica del SARS–CoV–2. 
(1a) El genoma de SARS-CoV-2 codifica dos genes, ORF1a (naranja) y ORF1ab 
(azul). Estos codifican 16 NSPs. Las NSP 3 y NSP 5 codifican para la PLP y para 
la 3CL-pro, respectivamente. La NSP 12 codifica para la RdRp. La NSP 13 codifica 
para la RNA helicasa. Los genes que codifican las proteínas estructurales: S, E, 
M y N, destacan en verde. Las proteínas accesorias (gris) son únicas para SARS–
CoV–2 en términos numéricos, organización genómica, secuencia y función. 
(1b) Representación estructural de una partícula viral de SARS–CoV–2. (1c) 
Sitios de corte de 3CLpro y PLpro sobre el ORF 1a y 1ab de SARS–CoV–2. 
Modificado de [34,35]. 

1.2.2 Estructura del SARS–CoV–2 

Las principales características de los coronavirus son que poseen forma 

esférica pleomórfica, con un diámetro aproximado de 125 nm [15]. 

Estructuralmente está constituido por 4 proteínas estructurales 

incluyendo la proteína N y S, así como la glicoproteína M y E [36]; estás 
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últimas tres se encuentran ancladas en la envoltura lipídica. La proteína 

S genera homotrímeros qué se posan en la superficie del virus y le 

permiten el ingreso a las células hospederas mediante la identificación de 

sus receptores, la enzima convertidora de angiotensina II (ACE2, por sus 

siglas en inglés) [2] presente en las células del tracto respiratorio 

superior. Además, le brinda a la partícula viral la apariencia de una 

corona. Por otra parte, SARS–CoV–2 muestra una extensiva glucosilación 

en la proteína S de la superficie viral, la cual puede influenciar diversos 

aspectos, tales como la estabilidad de los componentes proteicos, 

tropismo celular, reconocimiento por mecanismos inmunitarios, y 

camuflaje de antígenos reconocidos por anticuerpos neutralizantes [37]. 

Asimismo, es el principal inductor de estos últimos [38]. 

La proteína N es responsable del empaquetamiento del genoma viral y la 

proteína M permite el ensamble de las partículas vírica [15]. Esta última 

determina la forma de la envoltura viral, estabiliza la proteína N y el 

complejo N–RNA permitiendo el ensamble completo del virus. 

Finalmente, la proteína E juega un papel importante en la maduración y 

producción de partículas virales [5,36]. 

1.3 Cuadro clínico y patogénesis del SARS–CoV–2 

La infección de COVID–19, inicialmente llamada nCOVID–19 (del inglés, 

novel coronavirus disease 2019), es principalmente transmitida de 
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humano a humano por contacto mediante gotas de flugge (secreciones 

respiratorias >5µm) y en ocasiones también por aerosoles. Se ha 

reportado que puede permanecer en superficies de plástico o metal de 24 

hasta 72 horas [39]. Presenta un alto índice de contagio con un numero 

de reproducibilidad  (R0)=5, lo que indica que una persona contagiada 

puede infectar de 2 a 5 personas, explicando el crecimiento exponencial 

del número de casos [11,40]. El periodo de incubación es de 1 a 14 días 

con una media de entre 5 y 6 días [11]. 

La patogénesis de la infección por SARS–CoV–2 en humanos se manifiesta 

con diversos síntomas que pueden ser desde leves hasta severas 

insuficiencias respiratorias. Una vez que este virus se instala en células 

epiteliales en el tracto respiratorio, se inicia la replicación y migración a 

las vías respiratorias, para finalmente ingresar a las células epiteliales 

alveolares en los pulmones. Este proceso inicia con la proteína S y su 

reconocimiento por su receptor, lo cual se ha debido a un dominio de 

unión al receptor (RBD, por sus siglas en inglés) que media el contacto 

directo con la ACE2 y con un sitio de escisión polibásico S1/S2 que se 

escinde proteolíticamente por la catepsina L celular y la proteasa 

transmembranal de serina (TMPRSS2, por sus siglas en inglés). La 

TMPRSS2 facilita la entrada viral en la superficie de la membrana 

plasmática, mientras que la catepsina L activa a la proteína S en los 

endosomas. Una vez que el genoma viral se libera en el citosol del 
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huésped, los ORF1a y ORF1ab se traducen en replicasas virales, las cuales 

son escindidas en NSPs individuales (a través de proteasas virales – 

3CLpro y Plpro – del huésped); estas replicasas forman la RdRp. A 

continuación, los componentes de la replicasa reorganizan el retículo 

endoplásmico en vesículas de doble membrana que facilitan la replicación 

viral de los RNA genómicos y sub genómicos; estos últimos se traducen 

en proteínas estructurales y accesorias que facilitan la formación de 

partículas virales [41]. El proceso de ingreso y desarrollo viral dentro de 

la célula se resume en la Figura 2. 

 

Figura 2. Procesos de ingreso y desarrollo viral dentro de la célula. 
(1) El virus ingresa a su blanco celular hospedero tras su unión al receptor ACE2 
en sinergia con la TMPRSS2 del huésped. Esto conduce a la fusión de membranas 
y liberación del material genómico dentro del citoplasma del hospedero (2). Las 
etapas (3-7) muestran los pasos restantes de la replicación viral, que conducen 
al ensamblado, maduración y liberación viral. Las etapas muestran el 
ensamblado viral, maduración y liberación, respectivamente. Modificado de [42]. 
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Su rápida replicación dentro del pulmón puede desencadenar una fuerte 

respuesta inmune. La tormenta de citosinas origina el síndrome 

respiratorio agudo severo (SARS, por sus siglas en inglés) e insuficiencia 

respiratoria, está última se considera la principal causa de muerte por 

COVID–19 [43,44]. Además, múltiples grupos han reportado falla 

múltiple de órganos en algunos casos de COVID–19 [7,45,46]. 

Dentro de los signos y síntomas más comunes destacan: fiebre, fatiga y 

tos seca [44,45,47,48]. Los menos comunes incluyen producción de 

esputo, dolor de cabeza, hemoptisis, diarrea, anorexia, dolor de garganta, 

dolor de pecho, escalofríos, náuseas, vomito, dificultad para respirar 

(disnea), linfocitopenia, trombocitopenia, un aumento del dímero-D y 

trastornos del olfato y del gusto. Síntomas que ocasionalmente pueden 

derivar a complicaciones tales como neumonía, SARS e inclusive la 

muerte [14]. 

De forma general, la distribución de los receptores ACE2 en diferentes 

tejidos pueden ayudar a explicar los sitios de infección y los síntomas del 

paciente (generalmente multifactoriales) [42], por ejemplo, el receptor 

ACE2 se encuentra en el epitelio de órganos como el intestino y las células 

endoteliales del riñón y los vasos sanguíneos, lo que puede explicar los 

síntomas gastrointestinales [49], las complicaciones cardiovasculares 

(inflamación vascular, miocarditis, arritmias cardíacas [44] y el Síndrome 
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Coronario Agudo (SCA) [50]), trombocitopenia [51], hipercoagulabilidad 

[52], lesiones hepáticas [53] o lesiones renales [54]. Se ha propuesto 

que, fuera de la distribución y unión al receptor ACE2, estas 

manifestaciones están relacionadas con la inflamación inducida por 

citosinas, el daño citotóxico directo del virus y otras comorbilidades [55]. 

De forma particular, la patogenia de la neumonía inducida por SARS–CoV–

2 se explica mejor en dos etapas, una fase temprana y una tardía. La 

primera se caracteriza por la replicación viral que resulta en daño tisular 

directo mediado por virus, que a su vez puede causar altos niveles de 

piroptosis, seguida de la fase tardía donde las células huésped infectadas 

desencadenan una respuesta inmune con el reclutamiento de linfocitos T, 

monocitos y neutrófilos. Utilizando una amplia variedad de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés), las células 

epiteliales alveolares y los macrófagos alveolares detectan los patrones 

moleculares asociado a patógenos (PAMP, por sus siglas en inglés) 

liberados, como el RNA viral, y los patrones moleculares asociados a daño 

(DAMP, por sus siglas en inglés), incluido el adenosín trifosfato (ATP) y el 

ácido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés). Lo anterior da 

origen a una ola de inflamación local, lo cual implica un aumento en las 

secreciones de citosinas proinflamatorias y quimiocinas, tales como la 

interleucina 6 (IL–6), el interferón γ (IFNγ), la proteína quimioatrayente 

de monocitos 1 (MCP-1) y la proteína 10 inducible por interferón gama 
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(IP-10) en la sangre de pacientes infectados. Estas citosinas, por un lado 

son indicadores de una respuesta de células T helper 1 (Th1); mientras 

que por el otro lado, atrae a las células inmunitarias, en particular a los 

monocitos y linfocitos T, de la sangre al sitio de infección con el fin de 

eliminar a las células infectadas [56]. 

En la COVID–19 severa, la sobre activación del sistema inmunológico da 

como resultado una tormenta de citosinas caracterizada por la liberación 

de altos niveles de citosinas (especialmente IL–6 y el factor de necrosis 

tumoral α o TNF–α) en circulación, lo que provoca una respuesta 

inflamatoria local y sistémica [57,58]. Además la unión de SARS–CoV–2 

al receptor TLR (del inglés Toll–Like Receptor) induce la liberación de pro–

interleucina 1β (pro–IL–1β), que se escinde en la interleucina 1β (IL–1β) 

madura y activa quien media la inflamación pulmonar hasta la fibrosis 

[55,59]. 

1.3.1 Tratamientos disponibles  

Desde el inicio de la pandemia hasta el 3 de noviembre del 2021 habían 

cerca de 12,146 tipos de ensayos clínicos sobre la COVID–19 alrededor 

del mundo registrados en la plataforma Internacional de Registros de 

Ensayos Clínicos (ICTRP, por sus siglas en inglés) de la OMS [60]. Estos 

ensayos se enfocan en la evaluación de estrategias profilácticas, 

terapéuticas, o rehabilitadoras. 
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Respecto al desarrollo de fármacos para tratar la COVID-19, la 

Administración de Fármacos y Alimentos de Estados Unidos (FDA, por sus 

siglas en inglés) únicamente ha aprobado al medicamento antiviral 

Remdesivir (Veklury), un nucleótido análogo inhibidor de la RdRp del virus 

del Ébola [61], para su uso en pacientes adultos y pediátricos de 12 años 

o mayores, que pesen al menos 40 Kg y que requieran hospitalización 

[62]. Dicha aprobación requirió evidencia sustancial científica sobre su 

efectividad y una demostración de seguridad para su uso en humanos 

[62]. 

Por otra parte, la misma organización ha autorizado otros tratamientos 

farmacológicos para su uso de urgencia durante esta emergencia de salud 

pública moderna [63]. El pasado diciembre del 2021 se autorizó el uso de 

dos antivirales orales para el tratamiento de esta enfermedad, en ciertos 

pacientes. Estos son el Paxlovid de Pfizer [64] y el Molnupiravir de Merck 

[65]. El Paxlovid se compone por Nirmatrelvir, un inhibidor de 3CLpro, y 

Ritonavir, un inhibidor de la proteasa del virus de inmunodeficiencia 

humana tipo 1 (HIV–1, por sus siglas en inglés) y del citocromo P450, 

familia 3, subfamilia A (CYP3A) [66]. Este está autorizado para el 

tratamiento de COVID–19 de leve a moderado en pacientes adultos y 

pediátricos (mayores de 12 años y con un peso de al menos 40 Kg) con 

resultado positivo en la prueba directa de detección viral de SARS–CoV-

2. El Molnupiravir, un profármaco de isopropil éster del análogo 
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nucleósido β - D – N 4- hidroxicitidina el cual es un inductor en el aumento 

de mutagénesis en el RNA viral por la RdRp, impidiendo de esta forma la 

replicación de SARS–CoV–2. Éste está autorizado para el tratamiento de 

COVID–19 de leve a moderado en pacientes con resultado positivo en la 

prueba directa de detección viral de SARS–CoV-2 [67]. 

Algunos procesos de inhibición viral, potenciales blancos terapéuticos en 

SARS–CoV–2 y principales inhibidores químicos se encuentran ilustrados 

en la Figura 3, de los que destacan: 

a. Anticuerpos monoclonales. Bloquean la unión de la proteína S al 

receptor ACE2 [68–70]. 

b. Favipiravir. Un nucleósido análogo que es conocido como fármaco 

antiviral de amplio espectro [71]. 

c. Danoprevir. Es un inhibidor de la proteasa NS3 del virus de la 

hepatitis C (VHC) aprobado en China para el tratamiento del 

genotipo 1b no cirrótico crónico de Hepatitis C [72]. 

d. Darunavir. Es un inhibidor de la proteasa de HIV [73]. 

e. Lopinavir y Ritonavir. Usados en conjunto para el tratamiento del 

Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Ambos son 

inhibidores de la proteasa HIV. El Ritonavir es también un inhibidor 

del citocromo P450 y de la glicoproteína-P (GP) [74]. 
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f. Oseltamivir. Fármaco aprobado para el tratamiento de influenza A 

y B, debido a que inhibe la neuraminidasa viral y, en consecuencia, 

bloquea la liberación de las partículas virales [75]. 

g. Umifenovir, también conocido como Arbidol. Fármaco aprobado en 

Rusia y China para el tratamiento de la infección por el virus de la 

influenza A y B. Está patentado su uso para el tratamiento de SARS 

impidiendo la interacción de la proteína S y ACE2 [76]. 

De cualquier forma, la actividad de estos fármacos para prevenir o reducir 

la severidad de los síntomas de la COVID–19 no ha sido completamente 

establecida [77]. Debido a la urgente necesidad de un tratamiento de 

prevención y control de esta enfermedad, es necesario el desarrollo e 

identificación de candidatos farmacológicos adicionales cuyos blancos 

terapéuticos en SARS–CoV–2 sean eficaces en el tratamiento de la 

COVID–19 [78]. 
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Figura 3. Potenciales blancos terapéuticos en SARS–CoV–2. 
Blancos antivirales dirigidos hacia los diferentes pasos de replicación del SARS–
CoV–2, que va desde la unión al receptor, entrada y la fusión para la replicación. 
Cabe destacar que hasta la fecha la robustez de los datos de la eficiencia clínica 
de la mayoría de estos tratamientos es escasa. Anticuerpo monoclonal humano 
anti-glicoproteína S1 de SARS–CoV–2 (conocido como CR3022); lipopéptido 
derivado de EK1 el cuál es un inhibidor de fusión de pan-coronavirus dirigido al 
dominio HR1 de la proteína S (EK1C4); retículo endoplásmico (ER); RNA guía 
(gRNA); peptidos derivados de la repetición 2 de la heptada de la proteína S de 
SARS–CoV–2 (HR2P); gen estimulador de interferón (ISG); RNA guía único 
(sgRNA). Modificado de [79]. 
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1.4 3CLpro como blanco terapéutico 

La 3CLpro es una proteasa de cisteína. Su forma nativa es un homodímero 

(Figura 4e), donde cada monómero del ensamble biológico se compone 

de dos dominios del tipo barriles–b–antiparalelos de 5 hebras con un 

dominio plegable similar a la quimiotripsina (el dominio I engloba los 

residuos Phe8-Tyr101; el dominio II engloba los residuos Lys102-Pro184) 

y un dominio de 5 a-hélices antiparalelas (dominio III, engloba los 

residuos Thr201-Thr303) [26] (Figura 4). 

Los dominios II y III se conectan mediante un loop largo (181-199). Cabe 

destacar que el tercer dominio es importante para la dimerización y 

formación de una 3CLpro activa [80].  Los residuos 1-7 en el extremo N-

terminal del dominio I (N-finger) cuentan con un rol importante en su 

actividad proteolítica, además ayudan a dar forma al pocket S1 del sitio 

de unión a sustrato [81,82]. 

El sitio activo se encuentra formado por la diada catalítica His41-Cys145, 

aminoácidos que forman el “agujero de oxoanión” junto con la cadena 

principal de amidas de Gly143 y Ser144. Esta diada catalítica se encuentra 

altamente conservada entre las diferentes 3CLpro de coronavirus [26]. La 

His41 y la Cys145 forman parte de los dominios I y II, respectivamente, 

y se encuentran separados por 3.6 Å, distancia optima necesaria para la 

formación de interacciones del tipo puente de hidrógeno [10], la 
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importancia de este punto será discutida más adelante en el proceso 

enzimático de 3CLpro.  

 

 

Figura 4. 3CLpro de SARS–CoV–2. 
(4a) Representación en caricatura de los dominios estructurales de 3CLpro de 
SARS–CoV–2 (código PDB 6M2N). Los dominios I y II (residuos Phe8-Tyr101 y 
Lys102-Pro184) están representados de color amarillo y verde, 
respectivamente. El tercer dominio (residuos Thr201-Thr303), de color rosa, se 
une al dominio I mediante un loop largo, color azul. El sitió activo está localizado 
en la interfaz del dominio I y II. (4b) Diada catalítica de 3CLpro, conformada 
por la His41 (amarillo), la cual está a 3.6 Å de la Cys145 (verde, segundo 
dominio). (4c) Subsitios de unión al sustrato, se encuentran marcados con las 
leyendas S1, S2, S1’ y S4. (4d) Posiciones del sustrato de 3CLpro (código PDB: 
2Q6G) dentro de la diada catalítica, las posiciones de los residuos son marcadas 
con las leyendas P1, P1’, P2, P3, P4 y P5. (e) Homodímero y protómeros de 
3CLpro, los colores corresponden a los mismos marcados en el inciso (4a). La 
figura fue preparada usando PyMol (Schrödinger LLC). 
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El sitio activo de la 3CLpro cuenta con diferentes cavidades o pockets los 

cuales le confieren una alta especificidad al sustrato por cada residuo en 

la secuencia de escisión.  

El sitio de unión del sustrato está conformado por 4 subsitios 

denominados: S1, S1’, S2 y S4 (Figura 4c), estos están seguidos de los 

residuos en la posición P1, P1’, P2, P4, de la secuencia del sustrato (ver 

Figura 4d). Estudios de Modelado molecular han sugerido que la 

flexibilidad de las regiones 140-146 y 184-197, las cuales abarcan los 

pockets de unión S1 y S2, son cruciales para el acomodo de sustratos y 

análogos [83,84]. Cabe destacar que el residuo glutamina está altamente 

conservado en la posición P1 [85]. Otros estudios destacan que la posición 

P2 acomoda residuos hidrofóbicos con cadenas laterales grandes como 

leucina y fenilalanina, mientras que la posición P1 tolera residuos de 

tamaño pequeño [86]. 

El proceso proteolítico se ha propuesto que sigue un mecanismo de 

múltiples pasos. El primer paso en la reacción catalítica de 3CLpro es la 

desprotonación del grupo tiol de la Cys145 por la His41. El tiolato 

resultante funciona como nucleófilo atacando el enlace amida del 

sustrato, formando un tiohemiacetal, el cual colapsa en un tioéster tras 

la ruptura del enlace peptídico. El producto peptídico N-terminal se libera 

por abstracción de protones de la histidina previo a que el tioéster se 

hidrolice para liberar el producto C-terminal y restaurar la díada catalítica. 
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La formación del enlace tioéster es un paso crítico en el mecanismo 

catalítico de 3CLpro y su bloqueo por parte de compuestos antivirales 

lleva a la inactivación de la enzima [10,87]. El mecanismo catalítico se 

esquematiza en la Figura 5. 

 

Figura 5. Esquema 2D general del mecanismo catalítico de la 3CLpro de 
SARS–CoV–2. 
Modificado [88]. 
 

Entre la familia Coronaviridae, y particularmente dentro de los diferentes 

Betacoronavirus, el sitio de unión a sustrato en 3CLpro se encuentra 

altamente conservado [10,20,27,81,83,89,90]. La 3CLpro de SARS–CoV–

2 presenta una estructura que es virtualmente idéntica a su ortólogo de 

SARS–CoV (96% de identidad) [91]. Ver Figura 6. 
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Figura 6. Comparación de estructuras cristalizadas de 3CLpro de 
diferentes coronavirus.  
(6a) MERS–CoV (azul, código PDB 5C3N), (6b) SARS–CoV (rosa, código PDB 
2BX4) y (6c) SARS–CoV–2 (naranja, código PDB 6M2N). La diada catalítica está 
indicada por un rectángulo a un lado de la estructura del monómero proteico. 
(6d) Alineamiento estructural de la 3CLpro de MERS–CoV, SARS–CoV–2 y 
SARS–CoV. La figura fue preparada usando PyMol (Schrödinger LLC).1.3.3. 

1.4.1 Inhibidores de 3CLpro 

Debido a que la 3CLpro de SARS–CoV–2 es crucial para el ciclo de 

replicación viral y se conoce a detalle su estructura, ha figurado como un 

blanco terapéutico atractivo, razón por la cual se han desarrollado 

diversos inhibidores para combatir la patología que deriva de su infección. 

Se han identificado una amplia variedad de potenciales inhibidores de 

3CLpro que interactúan con el sitio activo tanto de forma reversible (no 

covalente), como irreversible (covalente). Dentro de los inhibidores 

reversibles reportados se encuentra el Boceprevir, un potente inhibidor 
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de la 3CLpro (CI50  1.63 µM) el cual exhibe una  actividad antiviral dosis-

dependiente significativa [92], sin embargo demostró no ser un inhibidor 

específico [93]. El Telaprevir, otro inhibidor reversible de 3CLpro mostró 

una baja inhibición moderada de la proteasa (CI50 >20 µM) [94]. Dentro 

del grupo de los inhibidores del tipo covalente, destacan el aceptor de 

Michael N3 y la a-cetoamida 13b. Ambos compuestos demostraron inhibir 

la actividad de 3CLpro recombinante (CI50 16.77 µM  y CI50 4.67 µM) [87], 

además el compuesto 13b demostró actividad inhibitoria contra la 

COVID–19 en células humanas Calu-3 infectadas con SARS–CoV–2. Cabe 

destacar que la actividad inhibitoria moderada de estos compuestos 

implica el requerimiento de inhibidores de alta afinidad contra 3CLpro 

[95]. 

A pesar de los grandes esfuerzos internacionales para desarrollar 

inhibidores específicos contra la 3CLpro de SARS–CoV–2 [96], tal y como 

se mencionó previamente, solo el Velkury (Remdesivir) ha sido aprobado 

como tratamiento contra la COVID–19. Por otra parte, se ha autorizado 

el uso de emergencia del peptidomimético oral de Pfizer, Paxlovid, 

originalmente llamado PF-07321332. Ha sido autorizado por la FDA como 

el primer tratamiento antiviral oral contra la COVID–19 de leve a 

moderada, en adultos y pacientes pediátricos (mayores a 12 años que 

pesen al menos 40 kg). Cabe destacar que este medicamento no está 

autorizado para la prevención previa o posterior a la exposición al COVID–
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19 o para la iniciación del tratamiento en personas que requieren 

hospitalización debido a la COVID–19, grave o crítico [64]. 

El Paxlovid es una forma farmacéutica que se compone de Nirmatrelvir, 

un inhibidor irreversible de 3CLpro del SARS-CoV-2 para impedir que el 

virus se replique, y de Ritonavir, que desacelera la descomposición del 

Nirmatrelvir para ayudar a que permanezca en el organismo durante más 

tiempo en concentraciones más altas [64]. 

La evidencia para la autorización se basó en un ensayo clínico aleatorio, 

doble ciego y controlado con placebo, para el tratamiento de adultos 

mayores a 18 años, sintomáticos no hospitalizados con un diagnóstico de 

laboratorio confirmatorio para infección de SARS–CoV–2 (EPIC–HR, por 

sus siglas en inglés). 

Entre los efectos secundarios se encuentra el deterioro del sentido del 

gusto, diarrea, presión arterial alta y dolores musculares. La FDA reporta 

que su uso junto con el de otro medicamento puede resultar en una 

interacción medicamentosa potencialmente significativa. De igual forma, 

su uso en pacientes con infección no controlada o sin diagnóstico de HIV 

puede derivar a una resistencia ante los medicamentos usados como 

tratamiento para esta enfermedad. El Ritonavir puede causar daño 

hepático. Cabe destacar que, hasta estos días no existen alternativas 

adecuadas, aprobadas y disponibles al Paxlovid para el tratamiento del 

COVID-19. 
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Es por todo lo anterior que es fundamental la búsqueda de nuevos y 

mejores candidatos con actividad inhibitoria ante 3CLpro de SARS–CoV–

2 con el fin de contar con una amplia variedad de tratamientos para los 

casos en los que el Paxlovid no pueda ser empleado. 

1.5 Uso de metodologías computacionales para el desarrollo de 

compuestos anti-SARS–CoV–2 

Con la actual pandemia de COVID-19, la investigación relacionada con el 

SARS-CoV-2 ha tenido no sólo un abrupto aumento de velocidad, sino que 

también los científicos de todo el mundo están investigando y generando 

información acerca de la evolución y patogénesis del agente etiológico con 

la finalidad de poder controlar esta pandemia. A la luz de esta enorme 

cantidad de datos que se han generado, muchas preguntas 

fundamentales en la investigación del SARS-CoV-2 pueden ser abordadas 

con la ayuda de la bioinformática. El análisis adecuado de estos datos 

puede impulsar el descubrimiento de posibles agentes terapéuticos que 

combatan la COVID–19 [97]. A continuación, se abordarán más a detalle 

algunos temas y conceptos relevantes relacionados al descubrimiento, 

diseño y desarrollo de fármacos contra SARS–CoV–2. 

1.5.1 Biología estructural 

Cabe destacar que la estructura de 3CLpro y el cribado virtual (VS, por 

sus siglas en inglés) son de suma importancia, esto debido a que la 
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primera es usada en la identificación y selección de las dianas, mientras 

que el segundo es usado para la identificación de potenciales candidatos 

y fragmentos. Además, la biología estructural funge un rol critico en la 

optimización de líderes con una mayor afinidad y selectividad [98]. 

Son notables los esfuerzos de la comunidad científica para visualizar y 

comprender la compleja biología del agente que impulsa la pandemia a 

través de estudios de estructura–función de diferentes proteínas del 

SARS–CoV–2. 

Poco después de la publicación de la secuencia del genoma viral, en enero 

de 2020, se determinó y liberó la estructura cristalina de la proteasa 

principal del SARS–CoV–2 (código PDB:6LU7) [87]. A esto le siguieron 

varias otras estructuras de proteínas virales estructurales, NSP y 

accesorias [99]. Al 9 de noviembre de 2021, había 183,793 estructuras 

de varias proteínas del SARS–CoV–2 en forma APO (sin ligando unido) o 

en complejo con ligandos y otras proteínas en Protein Data Bank (PDB) 

[100], dentro de los blancos farmacológicos que destacan entre estas 

estructuras cocristalizadas encontramos a la proteína M, N, S, E, 3CLpro, 

PLpro y RdRp. La determinación de estas estructuras hasta niveles 

atómicos es importante, no solo para entender las bases moleculares de 

la biología viral, sino también para el diseño y desarrollo de moléculas 

que puedan actuar como potenciales agentes terapéuticos [99]. Esta 

importancia fue reconocida y abordada por el portal UniProt, debido a que 
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generó un sub-portal llamado COVID–19 UniProt, el cual proporciona 

acceso previo a la liberación temprana de (1) secuencias de proteínas de 

SARS–CoV–2, (2) proteínas cercanas de SARS–CoV, (3) proteínas 

humanas relevantes para la biología de la infección viral (como enzimas 

o receptores), (4) ProtVista, herramienta que permite visualizar las 

características de secuencia de cada proteína, (5) enlaces de 

herramientas de análisis de secuencia, (6) acceso a la recopilación de 

publicaciones relevantes para COVID-19, aportadas por la comunidad, así 

como (7) enlaces a recursos relevantes [97]. El portal COVID-19 UniProt 

está disponible bajo la licencia de Creative Commons Attribution (CC BY 

4.0) vía https://covid-19.uniprot.org/. 

1.5.2 Descubrimiento, diseño y desarrollo de fármacos 

En el descubrimiento de fármacos, la identificación de nuevos compuestos 

es la pieza clave para la innovación y el éxito en el posterior diseño de 

fármacos de moléculas pequeñas [101]. Actualmente el proceso para el 

descubrimiento de fármacos mediante métodos informáticos, de forma 

general, incluye cinco etapas: 1) la identificación de la enfermedad a ser 

tratada, 2) la selección del blanco molecular modulable (o druggable), 3) 

su validación, 4) el cribado de alto rendimiento (HTS, por sus siglas en 

inglés) de librerías de compuestos y, finalmente, 5) la optimización del 

compuesto con el fin de mejorar su potencia y selectividad. 
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Subsecuentemente, los compuestos líderes se optimizan para mejorar la 

eficacia y farmacocinética antes de seguir con el desarrollo de fármacos 

[102] (ver Figura 7). 

 

Figura 7. Descripción general del proceso de descubrimiento de 
fármacos. 
Necesidades médicas insatisfechas (NMI); líder clave de opinión (KOL); relación 
estructura actividad (SAR); absorción, distribución, metabolismo y excreción 
(ADME); estudios de asociación de todo el genoma (GWAS); prueba de 
mecanismo (POM); farmacocinética (PK); farmacodinamia (PD). Modificado de 
[102]. 
 

El desarrollo de fármacos es un proceso complejo que puede ser dividido 

en dos etapas conocidas como: etapa preclínica y clínica [103], etapas 

que incluyen ensayos en líneas celulares, en animales y pruebas clínicas 

en humanos. Los compuestos que pasan satisfactoriamente por estas dos 

etapas son aprobados por un agente regulatorio para su uso clínico, por 
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ejemplo, la Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios 

(COFEPRIS) en México o la FDA en Estados Unidos [104]. 

Este proceso inicia con la identificación de compuestos qué se unen a un 

blanco terapéutico o que muestran actividad biológica en un ensayo de 

tamizaje, los cuales tienen la potencia de ser candidatos a fármacos tras 

su evaluación. Aquellas moléculas que muestran actividad biológica 

reciben el nombre de hits. Seguido de esto se busca encontrar 

compuestos, típicamente a través de modificaciones químicas sobre los 

hits, cuyas propiedades farmacéuticas sean atractivas, por ejemplo: baja 

toxicidad, o adecuada solubilidad acuosa para administración vía oral. Los 

compuestos derivados de esta segunda etapa son denominados líderes 

(del inglés leads) o cabezas de serie [104].  

La identificación y validación de la diana es uno de los pasos más cruciales 

en el desarrollo de un nuevo fármaco. Un blanco molecular o diana 

terapéutica es un término general que se refiere a una variedad de 

entidades biológicas, como proteínas, genes y RNA [105]. Un buen blanco 

molecular debe ser eficiente, seguro, conocido tanto clínica como 

comercialmente y, más importante, debe ser modulable (del inglés 

druggable) [106,107], lo cual significa que, al interactuar con un 

compuesto químico o una proteína, logrará disparar una respuesta 

biológica medible tanto in vitro como in vivo [102,105], la cual altera el 
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curso de la enfermedad retornando al estado normal [106]. Las etapas 

principales en el desarrollo de fármacos se visualizan en la Figura 8. 

 
Figura 8. Etapas principales en el desarrollo clásico de fármacos. 
Se consideran como etapas al 1) descubrimiento y optimización, 2) desarrollo y 
3) mercado. Tomado de [104]. 
 

En el contexto de SARS–CoV–2 vale la pena señalar que, aunque se han 

desarrollado, probado y distribuido múltiples vacunas efectivas contra la 

COVID–19, con una velocidad sin precedentes, aún no se entiende por 

completo su eficacia a largo plazo, efectos secundarios y la cobertura que 

tiene ésta ante las variantes de SARS–CoV–2 que emergen rápidamente. 

Sin mencionar que ninguna de estas vacunas ofrece un 100% de 

protección a todos los candidatos vacunados, es por lo anterior que un 

tratamiento farmacológico es indispensable ante la actual situación 

mundial. Cabe destacar que las pequeñas moléculas que actúan como 

inhibidores y las vacunas, corresponden a enfoques totalmente 

complementarios, orientados a la terapia y prevención, donde ambas 

permitirían contener la pandemia por COVID–19 [108]. 
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El crecimiento progresivo de la capacidad de análisis y robótica ha 

permitido una detección a gran escala de potenciales inhibidores contra 

el SARS–CoV–2 [108]. Tal es el caso de un estudio reciente que utilizó 

modelos basados en actividad biológica para identificar 311 sustancias 

químicas, donde 99 de ellas mostraron actividad in vitro en contra del 

SARS–CoV–2, de los cuales los más potentes presentaban CI50 en el rango 

nanomolar [109].  

En otro estudio a gran escala se evaluaron alrededor de 12,000 

compuestos en estadio clínico o aprobados por la FDA (provenientes de la 

biblioteca ReFRAME) en un ensayo sobre células Vero, infectadas con 

SARS–CoV–2, resultando en la identificación de 21 candidatos con 

relaciones dosis-respuesta prometedora. Dentro de los cuáles destacaron 

la Clofazimina (CE50 0.31 µM) y el inhibidor de la fosfatidilinositol-3-

fosfato 5-quinasa Apilimod (CE50 0.023 µM) [110]. Este último entró en 

ensayos clínicos para COVID–19 en junio de 2020 debido a que se 

demostró su potencia adecuada en líneas celulares humanas (293T y Huh-

7) infectadas (12 y 88 µM, respectivamente) [111]. En julio del mismo 

año, la Clofazimina también avanzó a ensayos clínicos como parte de una 

terapia combinada [112]. 

Por otra parte, cabe destacar que hasta el 31 de diciembre del 2021 hubo 

más de 470 estudios en proceso revisados por la FDA dentro de dos 

categorías, etapa temprana (fase clínica 0, 1 y 1/2) y tardía (fase clínica 
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2, 2/3, 3 y 4). Dentro de éstos, se han autorizado 14 tratamientos 

farmacológicos de soporte para evitar el progreso de la COVID–19, 

tratamientos autorizados únicamente bajo ciertas condiciones y para su 

uso de emergencia durante la COVID–19. Dentro de esta lista se 

encuentran fármacos tales como el Molnupiravir, Paxlovid, Baricitinib-

Olumiant; plasma convaleciente; anticuerpos monoclonales como 

Evusheld (Tixagevimab empaquetado con Cligavimab), Actemra 

(Tocilizumab), Sotrovimab, Bamlanivimab; agentes sedantes como 

Propofol -Lipuro 1% y Fresenius Kabi Propoven 2% y por último, una 

solución para la Terapia de Reemplazo Renal Continuo llamada REGIOCIT 

[66]. Finalmente, el Veklury (Remdesivir) ha sido aprobado por la FDA 

como tratamiento para la COVID–19 para ciertos pacientes [66,113].  

1.5.3 Estrategias para identificar compuestos líderes 

Existe una amplia variedad de estrategias experimentales y/o 

computacionales para identificar y optimizar compuestos activos o líderes 

[104], tales como: 

• Reposicionamiento y optimización de fármacos. 

• Ensayos biológicos sistemáticos de colecciones de compuestos, 

siendo el ejemplo más típico el HTS. 

• Uso de información biológica disponible. 
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• El diseño y descubrimiento de fármacos asistidos por computadora 

(CADD, por sus siglas en inglés). 

Cronológicamente hablando, con el fin de identificar y optimizar líderes, 

a principios de los 80’s se comenzaron a usar modelos comparativos 

basados en homólogos [98,114]. Una década más tarde se reconoció que 

las estructuras cocristalizadas 3D eran útiles para la definición de 

topografías de las superficies complementarias de los ligandos y sus 

proteínas blanco, lo que sirvió para optimizar la potencia y selectividad de 

los líderes [115]. 

 

En el contexto de la COVID–19, los antivirales existentes y las 

experiencias obtenidas de los brotes previos de SARS–CoV y MERS–CoV 

pueden ayudar a dilucidar el camino para la identificación de posibles 

fármacos empleando las técnicas antes listadas. 

Tal es el caso del más reciente candidato propuesto por Pfizer, donde 

Owen DR y col. (2021) mediante reposicionamiento y optimización de 

fármacos, a partir de un lead previamente caracterizado como inhibidor 

de 3CLpro en SARS–CoV, desarrollaron el candidato oralmente 

biodisponible, PAXLOVID, inhibidor de 3CLpro en SARS–CoV–2 [116], el 

cual actualmente se encuentra bajo proceso de investigación y se 

considera que será el primer fármaco antiviral aprobado, desarrollado 

específicamente contra el SARS–CoV–2 [108,117]. 
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1.5.4 Diseño de fármacos asistido por computadora 

El CADD tiene como principio entender las relaciones estructura-actividad 

biológica o farmacológica de compuestos bioactivos [118]. Éste tiene la 

ventaja de no sólo reducir los costos asociados con el descubrimiento de 

fármacos, sino que también puede reducir el tiempo que le toma a un 

fármaco llegar al mercado de consumo, ventajas que son de suma 

relevancia ante la situación actual originada por la COVID–19. Además, 

el CADD ha sido empleado en el descubrimiento de numerosos fármacos 

disponibles en la actualidad, que han recibido la aprobación de la FDA y 

han alcanzado el mercado de consumo, tal es el caso del antiviral antes 

mencionado, Veklury (Remdesivir) aprobado por la FDA para el 

tratamiento contra la COVID-19 en casos de emergencia particulares 

[119]. 

 

Los métodos de CADD pueden ser clasificados en dos grupos (ver Figura 

9), los basados en estructura (SB, por sus siglas en inglés) y los basados 

en ligando (LB, por sus siglas en inglés) [120,121]. La diferencia entre 

estos dos enfoques es que las herramientas de los métodos SB sólo 

pueden ser aplicados si se conocen las estructuras de las dianas biológicas 

[120,122], sin embargo, si éstas no son conocidas, la aproximación LB es 

usada como alternativa ya que se basa en el conocimiento de moléculas 

pequeñas que se unan a la diana de interés [120,123,124]. 
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Las herramientas principales de SB son: 

1. El HTS y VS. 

2. Los métodos de acoplamiento molecular directo. 

3. El diseño de novo de ligandos.  

Las herramientas principales de LB son [120,125]: 

1. El modelado farmacofórico [126]. 

2. La aproximación por similaridad molecular o fingerprints [127]. En 

este método la huella dactilar de ligandos conocidos que se unen a 

una diana es usada para encontrar moléculas con huellas dactilares 

similares a través del cribado en librerías moleculares. Los 

fingerprints son una forma de codificar la estructura de una 

molécula [128], son representaciones de cadenas de bits donde 

cada posición de bit generalmente representa la presencia o 

ausencia de una característica estructural, fragmento, propiedad o 

patrones farmacológicos [127]. 

3. El modelado QSAR (del inglés quantitative structure-activity 

relationship) es un método que modela la relación entre las 

características estructurales de los ligandos que se unen a un blanco 

y los correspondiente efectos sobre la actividad biológica [129]. 

Las herramientas principales de SB y el modelo farmacofórico serán 

abordados de forma particular en los siguientes apartados. 
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Los métodos CADD han sido exitosamente usados en el proceso de 

descubrimiento de fármacos contra la COVID–19. Selvaraj y col. (2021) 

dilucidaron la estructura tridimensional de la guanina–N7 metiltransferasa 

(NSP14) de SARS–CoV–2 empleando una metodología de modelado por 

homología, además, propusieron cinco compuestos provenientes de 

librerías químicas de compuestos característicos de la Medicina 

Tradicional China (TCM, por sus siglas en inglés), TCM 57025, TCM 3495, 

TCM 5376, TCM 20111 y TCM 31007 como posibles fitoquímicos 

antivirales basados en estudios de simulación y acoplamiento molecular 

[130]. En otro estudio mediante un modelo de interacción proteína-

ligando preentrenado basado en Deep learning, llamado Molecule 

Transformer-Drug Target Interaction (MT-DTI), identificaron algunos 

fármacos antivirales aprobados por la FDA (Atazanavir, Remdesivir, 

Efavirenz, Ritonavir y Dolutegravir) que mostraron potencial actividad 

inhibitoria contra 3CLpro de SARS–CoV–2 [131]. 
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Figura 9. Representación del proceso del CADD. 
Esquematización del CADD con el enfoque LB y SB. Proceso de absorción, 
distribución, metabolismo, excreción y toxicidad (ADMET) Modificado de [120]. 

1.5.4.1 CADD del tipo SB: VS, HTS y acoplamiento molecular 

Como método complementario al HTS tenemos al VS, el cual es una 

aproximación al descubrimiento de fármacos asistido por computadora 

[132]. El VS, un método in silico del HTS, es una técnica que emplea 

programas computacionales con el fin de buscar potenciales Hits (cribado 

in silico) en librerías virtuales de fragmentos [101,133,134]. Éste consiste 

en colocar virtualmente (acoplamiento molecular o molecular docking) 

colecciones de millones de compuestos en un blanco biológico, seguido 

de una evaluación del acomodo entre éstos (puntuación o scoring). [135] 
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Lo que diferencia el HTS del VS es que el HTS es una aproximación 

experimental, mientras el VS es una aproximación teórica. Por un lado, el 

HTS requiere una alta inversión de tiempo, infraestructura y tiene un bajo 

índice de éxito (<5%) [135]. Mientras que el VS es rápido y rentable, sin 

embargo tiene una precisión relativamente baja en la predicción y una 

rápida acumulación de errores [101,136,137]. 

Los requerimientos básicos del VS son: 

1. Una colección de compuestos. Estas colecciones se encuentran 

almacenadas y recopiladas en diversas bases de datos o librerías de 

compuestos, dentro de las cuales destacan [120]: 

a. Pubchem del National Institutes of Health (NIH), un repositorio 

que contiene millones de moléculas pequeñas biológicamente 

relevantes [138]. 

b. Zinc es una librería abierta de compuestos listos para ser 

empleados en VS. Contiene más de 35 millones de moléculas 

que pueden estar disponibles comercialmente [138,139]. 

c. Drugbank, librería con más de 14,000 moléculas, dentro de los 

cuales más de 4200 son fármacos aprobados por la FDA	[140]. 

2. La estructura del blanco biológico. 

a. PDB, recurso global que contiene información determinada 

experimentalmente de macromolécula biológicas [141,142]. 
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b. Modelado molecular de proteínas, en caso de no contar con 

estructuras 3D. Técnica predictiva que permite obtener una 

aproximación de la estructura atómica de una cadena 

polipeptídica con base en la estructura conocida de proteínas 

relacionadas (homólogas), comúnmente llamadas moldes 

[143]. 

3. Un apropiado esquema de acoplamiento/evaluación. 

 

Existen dos aproximaciones generales de VS, la LB y SB [133,144]. La 

primera puede ser empleada cuando se conoce un conjunto de moléculas 

ligando conocidas y hay poca o nula información disponible sobre el blanco 

terapéutico, tal es el caso del modelo farmacofórico y el método QSAR. El 

segundo depende de la información estructural del sitio de unión en la 

proteína blanco, siendo el acoplamiento molecular el método mayormente 

empleado desde los 80’s [126,132,145,146]. 

El acoplamiento molecular automatizado es un método teórico para 

estudiar las interacciones y el reconocimiento entre proteínas y ligandos 

[147]. Consiste en la búsqueda de la conformación y posición óptima de 

un ligando (generalmente moléculas pequeñas) dentro del sitio activo de 

un blanco macromolecular [104]. 

Esta metodología está conformada por dos componentes: a) docking o 

proceso de búsqueda de la conformación y orientación de las moléculas 
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(o muestreo), y b) scoring, que consiste en asignar un valor o puntaje 

que mida la interacción entre las dos estructuras y que permita identificar 

el modo de unión [104,148]. 

Mediante el entendimiento de las interacciones que tienen lugar entre el 

ligando y su receptor, el acoplamiento molecular abre las puertas a la 

estimación de la afinidad previo a la síntesis, así como a las técnicas de 

optimización del ligando [134]. Existe una gran variedad de herramientas 

y programas para acoplamiento molecular, tales como AutoDock [149], 

AutoDock Vina [150], LeDock [151], USCF DOCK [152], Glide [153], Gold 

[154], MOE Dock [155], Surflex-Dock [156], etc., las cuales han sido 

desarrolladas para usos comerciales y académicos [157–159]. 

 

Lo anterior convierte a este conjunto de técnicas en estrategias de suma 

importancia en la búsqueda de candidatos prometedores con el potencial 

de dirigirse hacia algún blanco proteico en SARS–CoV–2 [21] mediante la 

predicción de la energía de unión proteína-ligando [160], es por lo que a 

lo largo de los últimos meses estas técnicas se han visto explotadas. Como 

ejemplos de lo anterior, Das S, y col. (2021) utilizaron un enfoque de 

acoplamiento molecular para identificar potenciales inhibidores en contra 

de 3CLpro mediante el VS de productos naturales, antifúngicos, 

antiprotozoarios, antivirales y antinematodos. Los potenciales inhibidores 

identificados en el estudio incluyen Rutosido, Ritonavir, Emetina, 
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Hesperidina, Lopinavir e Indinavir [161]. Por su parte, otro estudio de 

Khan SA, y col. (2021) reveló tres medicamentos aprobados por la FDA 

(Remdesivir, Saquinavir y Darunavir) y dos compuestos naturales 

(derivados de flavina y cumarina) como inhibidores prometedores de 

3CLpro empleando un enfoque de simulación de dinámica molecular y 

acoplamiento molecular [162]. 

Se han realizado múltiples estudios con similares aproximaciones 

enfocados en 3CLpro, a través de los cuales se ha logrado identificar 

potenciales líderes [163] de diferentes tipos tales como moléculas de 

origen natural [164], fitoquímicos [165], análogos de estilbenoides [166], 

etc.  

1.5.5 Modelo farmacofórico 

Ehrlich, en 1909, introdujo por primera vez el concepto de farmacóforo 

[167], definiéndolo como una referencia que lleva las características 

principales responsables de la actividad biológica de un fármaco. 

Concepto que, a pesar de un siglo de desarrollo, permanece sin cambios. 

Por otra parte, la International Union of Pure and Applied Chemistry 

(IUPAC) define un modelo farmacofórico como un ensamble de 

características estéricas y electrónicas que son necesarias para asegurar 

las interacciones óptimas supramoleculares con un blanco terapéutico 

especifico y desencadenar (o bloquear) su respuesta biológica [168]. Es 
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importante destacar que un farmacóforo no representa a una molécula 

real o a una asociación real de grupos funcionales, es un concepto 

abstracto que indica la capacidad de interacción molecular común de un 

grupo de compuestos dirigidos a un blanco farmacológico específico. Es 

enunciado por algunos autores como un común denominador de un 

conjunto de moléculas activas [104]. 

Un modelo farmacofórico puede ser establecido con base en el ligando 

(LBP, por sus siglas en inglés) y con base en la estructura (SBP, por sus 

siglas en inglés). 

El LBP se genera mediante la superposición de un conjunto de moléculas 

activas (llamado generalmente grupo de entrenamiento), extrayendo las 

características químicas comunes, esenciales para la bioactividad, de 

estructuras 3D de un conjunto de ligandos representativos en el contexto 

de un blanco macromolecular. Este modelo se ha convertido en una 

estrategia computacional clave debido a que facilita el descubrimiento de 

fármacos en ausencia de la estructura de un blanco molecular [168]. 

En general, la formación de un modelo farmacofórico a partir de múltiples 

ligandos envuelve dos pasos principales, 1) la creación del espacio 

conformacional para cada ligando dentro del grupo de entrenamiento que 

representa la flexibilidad conformacional de los ligandos, y 2) el 

alineamiento de los múltiples ligandos dentro del grupo de entrenamiento 
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y determinando las características químicas esenciales comunes para la 

construcción de los modelos farmacofóricos [168]. 

Actualmente, se han desarrollado una amplia variedad de generadores de 

farmacóforos automatizados tales como: HipHop [169,170], Hypogen 

[170,171], DISCO [170], GASP [172], GALAHAD [173,174], PHASE [175] 

y MOE [176], así como múltiples programas académicos. Estos programas 

difieren principalmente en el algoritmo usado para manejar la flexibilidad 

de los ligandos y para el alineamiento molecular. Cabe destacar que en la 

actualidad se han establecido una serie de algoritmos avanzados para el 

muestreo de espacio conformacional de moléculas pequeñas, tales como 

la restricción de poses [177], rejillas de torsión sistemática [178], ajuste 

dirigido [179], algoritmos genéticos [180] y Monte Carlo [181]. 

Se ha demostrado que el tipo de ligando molecular, el tamaño de la base 

de datos y su diversidad química dentro del grupo de entrenamiento, 

afectan considerablemente el modelo farmacofórico generado, razón por 

la cual esto ha sido detectado como un problema desafiante, ya que en 

algunos casos modelos farmacofóricos completamente diferentes de 

ligandos que actúan con el mismo objetivo macromolecular podrían ser 

generados a partir del mismo algoritmo y programa que utiliza diferentes 

grupos de entrenamiento [126]. 
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El SBP se genera mediante la exploración de los posibles puntos de 

interacciones entre las estructuras 3D del blanco molecular y los ligandos. 

El protocolo de este modelo implica un análisis de las características 

químicas complementarias del sitio activo y sus relaciones espaciales y un 

subsecuente ensamblaje del modelo farmacofórico con las características 

seleccionadas. Se pueden clasificar en dos categorías, los basados en 

complejos macromolécula-ligando y los basados en macromoléculas sin 

ligando. El primero es conveniente para localizar el sitio de unión del 

ligando de la macromolécula blanco y determinar los puntos clave de 

interacción entre ellos, sin embargo, la limitación de esta aproximación 

es la necesidad de la estructura 3D del complejo macromolécula-ligando. 

[168]. Este esquema se incluye y se representa de forma adecuada en 

LigandScout [182], Pocket [183] y GBPM [184]. 

Los problemas más frecuentes para el SBP son: 

1. Se pueden identificar demasiadas características químicas, no 

prioritarias, para un sitio especifico de unión a una macromolécula 

blanco. En el mismo sentido, Yang S–Y., y colaboradores (2010) 

informan que un modelo farmacofórico compuesto por más de 7 

características químicas no es adecuado para aplicaciones prácticas, 

siendo lo ideal seleccionar entre 3 a 7 [126]. 

2. El modelo farmacofórico obtenido no puede reflejar la QSAR debido 

a que está aproximación sólo se basa en un único complejo 



 

 53 

macromolécula ligando. De igual forma, Yang S–Y y colaboradores 

(2010) sugieren el uso de un mapa completo basado en 

multicomplejos y en el modelo farmacofórico más frecuente [126]. 

Una vez que el modelo farmacofórico es generado, ya sea por la 

aproximación SBP o LBP, puede ser usado para 1) consultar las 

características químicas 3D en librerías químicas con el fin de identificar 

potenciales ligandos, técnica conocida como VS basado en farmacóforo, 

2) diseñar ligandos de novo, siendo NEWLEAD [185] el primer programa 

en llevar a cabo este diseño. Otros softwares tales como LUDI [186], 

BUILDER [187] y PhDD [188] también son usados en el diseño de novo 

basado en farmacóforo [126], 3) optimización de líderes y el diseño de 

fármacos multiblanco [126].  

El modelo del farmacóforo es un enfoque rápido y eficaz en la 

identificación de moléculas líderes interesantes para el descubrimiento de 

fármacos contra la enfermedad COVID–19 [160]. 

Empleando esta metodología, Daoud S, y col. (2021), usando estructuras 

cristalizadas de 3CLpro de SARS–CoV–2, construyeron un modelo 

farmacofórico y realizaron estudios de acoplamiento molecular. Lograron 

identificar cinco medicamentos antivirales aprobados por la FDA 

(Lopinavir, Remdesivir, Ritonavir, Saquinavir y Raltegravir) y los 

resultados del acoplamiento molecular revelaron que estos compuestos 



 

 54 

presentan interacciones de unión específicas comparables con las 

presentadas por el inhibidor cocristalizado X77 [189]. 

Otros múltiples estudios han sido realizados con similares aproximaciones 

enfocados en múltiples blancos moleculares de SARS–CoV–2, tales como 

3CLpro [190–193], TMPRSS2 [194], RdRp [195], etc., a través de los 

cuales se han logrado identificar candidatos con potencial actividad 

inhibitoria contra SARS–CoV–2.  
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II. Justificación 
 
Finalmente, considerando todo lo anterior, al inhibir la actividad 

proteolítica de 3CLpro se bloqueará la liberación de las NSPs y se inhibirá 

la maduración y efectividad del SARS–CoV–2 [10]. Cabe destacar que 

múltiples grupos de investigación han identificado a esta proteasa como 

uno de los blancos más atractivos en el tratamiento de infecciones por 

coronavirus debido a  su importancia funcional en el ciclo viral, combinado 

con la ausencia de homólogos cercanos en humano [20].  

 

III. Hipótesis 
 
La identificación, por métodos computacionales, de los descriptores 

farmacofóricos comunes entre compuestos que se unan a 3CLpro de 

SARS-CoV-2 permitirá la generación de un modelo farmacofórico 

consenso (MFC), el cual será de utilidad en la identificación de inhibidores 

de esta enzima. 

 

IV. Objetivo 
 
Generar un MFC y aplicarlo en el cribado virtual de bibliotecas químicas 

para la identificación de potenciales inhibidores de 3CLpro de SARS-CoV-

2. 
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4.1 Objetivos particulares 

• Seleccionar el sitio blanco en 3CLpro con base en la estructura de 

la proteasa. 

• Generar modelos farmacofóricos individuales basados en las 

interacciones de la proteasa con inhibidores cocristalizados. 

• Generar un MFC a partir de los modelos farmacofóricos previos. 

• Seleccionar y analizar, mediante técnicas quimioinformáticas, 

moléculas como potenciales inhibidores de 3CLpro. 

• Seleccionar potenciales candidatos con la capacidad teórica de 

unión a 3CLpro con base en el modelo farmacofórico y acoplamiento 

molecular. 

 

V. Metodología 

5.1 Identificación y alineamiento estructural de 3CLpro 

Con la finalidad de identificar todas las estructuras cristalizadas de 3CLpro 

con moléculas pequeñas, se realizó una búsqueda de 3CLpro de SARS-

CoV-2 en UniProt con el código de acceso P0DTC1 [196], hasta el 28 

marzo del 2021. Las estructuras identificadas de 3CLpro, en forma APO y 

con moléculas pequeñas tanto covalentes, como no covalentes fueron 

preparadas considerando un monómero de la proteasa principal y 

eliminando las moléculas de agua y disolvente. 
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La proteína del presente estudio empleada como referencia, previamente 

preparada, fue la proteasa principal 3CLpro en su forma APO qué lleva el 

código PDB 6M2Q [197]. Este cristal fue seleccionado con base en su 

forma APO, su resolución de 1.7 Å y por su secuencia completa sin hueco. 

Con la finalidad de generar una biblioteca con muchos de los inhibidores 

cristalográficos de 3CLpro reportados, se alinearon todas las estructuras 

de 3CLpro y se extrajeron los ligandos para aquellas estructuras 

conteniendo inhibidores cocristalizados en el sitio catalítico reteniendo sus 

coordenadas 3D. 

5.2 Generación de los modelos farmacofóricos 3D de moléculas 

cocristalizadas con 3CLpro 

Para identificar las características indispensables para que los compuestos 

orgánicos se unan al sitio catalítico de 3CLpro, se generó un modelo 

farmacofórico 3D de cada ligando de la librería generada previamente en 

el contexto de su proteína 3CLpro cocristalizada empleando Pharmer 

[198]. El modelo farmacofórico generado para cada complejo ligando-

3CLpro se guardó para su futuro empleo. 

5.3 Generación del MFC  

Con el objetivo de compilar la información presente en todos los modelos 

farmacofóricos obtenidos por ligando cocristalizado, se identificaron 

grupos basados en la distancia entre los descriptores farmacofóricos 
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mediante un análisis de agrupamiento jerárquico, empleando la librería 

SciPy [199]. Para la separación de los grupos de descriptores, se 

consideró una desviación del 27% de la distancia máxima euclidiana entre 

cada descriptor. 

Posteriormente, para cada grupo formado, se calculó el centroide como el 

promedio de las coordenadas x, y y z, de todos los puntos contenidos en 

un mismo grupo. Como resultado, el MFC se definió como el conjunto de 

centroides provenientes del agrupamiento jerárquico. Adicionalmente, 

para cada descriptor del MFC se asignó la información del radio de Van 

der Waals asociado al tipo de descriptor molecular identificado por 

Pharmer [198]. 

5.4 Validación del MFC 

Para llevar a cabo la validación del MFC se generó una librería de 

compuestos como se describe a continuación. 

5.4.1 Librería de validación 

A partir de los complejos cristalográficos de moléculas pequeñas con 

3CLpro, se desarrolló un grupo de validación con ligandos únicos 

cocristalizados. Con la finalidad de evitar redundancia y analizar la 

diversidad química y estructural de los compuestos cocristalizados las 

moléculas de la librería se seleccionaron empleando los siguientes filtros: 

1) poseer más de un enlace rotable, 2) contar con más de tres 
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descriptores farmacofóricos y 3) tener un peso molecular mayor a 200 

Da. 

5.4.2 Biblioteca de confórmeros 

Para cada molécula en el grupo de validación, se generaron 250 

confórmeros energéticamente favorables empleando el módulo AllChem. 

EmbedMultipleConfs perteneciente a la librería de quimioinformática 

RDKit [200]. Este módulo emplea la distancia geométrica para obtener un 

conjunto de múltiples coordenadas para una molécula. Se consideró 1) el 

cumplimiento de la quiralidad al tener presentes centros quirales, 2) la 

imposición de preferencias experimentales de ángulos de torsión y 3) la 

imposición de química básica como anillos planos, 4) un umbral de RMSD 

(del inglés Root-Mean-Square Deviation) de 0.5 Å, así como 5) el empleo 

del campo de fuerza molecular de Merck MMFF94s (del inglés Merck 

molecular force field). Con el objetivo de filtrar confórmeros redundantes 

estos fueron seleccionados sólo cuando había una desviación de al menos 

RMSD de 0,5 Å entre los diferentes confórmeros de la misma molécula. 

La librería de confórmeros generada fue cargada en Pharmit para su 

posterior utilización [201]. 

5.4.3 Validación del MFC 

Con el objetivo de identificar si el MFC era capaz de recapturar las poses 

cristalográficas de moléculas cocristalizadas con 3CLpro, se empleó el 
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MFC en contra de la librería de confórmeros generada a partir del grupo 

de validación usando Pharmit. Los confórmeros obtenidos por el MFC se 

compararon en contra de su estructura cocristalizada homóloga mediante 

el cálculo de RMSD empleando RDKit [200]. Si uno o más confórmeros de 

una molécula tenían un RMSD ≤2.5 Å se consideró como la reproducción 

del modo de unión cristalográfico. Adicionalmente, se generaron los 

descriptores farmacofóricos para cada confórmero obtenido con el 

objetivo de compararlos en contra de los centroides del MFC. Finalmente, 

con los datos obtenidos se calculó la eficiencia del MFC como: 

	%)*+,+-.,+/	 = #2
34 ∗ 100 

Donde #M Corresponde al número de estructuras con un RMSD ≤2.5 Å y 

SV al número de ligandos dentro del grupo de validación. 

5.5 Búsqueda de candidatos 

Debido a que el MFC proviene de la compilación de múltiples moléculas 

con diferentes características químicas y modos de unión, no es posible 

encontrar una entidad química existente que contenga todos los 

descriptores identificados. Por lo tanto, se segmentó el MFC en una serie 

de submodelos, los cuales consideraron entre 6 y 7 puntos del MFC, con 

el fin de aumentar la probabilidad de identificar potenciales entidades 

químicas que compartieran estas características. Para identificar 

moléculas con un modo de unión representado por los submodelos 
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farmacofóricos, se buscaron confórmeros en las siguientes librerías 

químicas: a) CHEMBL25, b) ChemDiv, c) ChemSpace, d) MCULE, e) 

MCULE-ULTIMATE, f) MolPort, g) NCI Open Chemical Repository, h) 

LabNetwork y i) Zink. 

5.5.1 Submodelos farmacofóricos  

La formación de estos submodelos consideró la combinación de 6 a 7 

descriptores basados en su distancia que exploraran el sitio catalítico de 

3CLpro basados en una inspección visual previa y la priorización de 

centroides con base en el expertis químico, es decir, en la experiencia 

adquirida tras el estudio, análisis y visualización de la naturaleza de la 

cavidad y de sus respectivos ligandos. Consideramos algunos puntos tales 

como, si los ligandos cubrían la mayor parte de la cavidad, los tamaños 

de los ligandos, los tipos y cantidades de interacciones que los ligandos 

presentaban con respecto a la proteasa, por mencionar algunos. La 

búsqueda de potenciales candidatos se realizó a través de Pharmit [201]. 

5.6 Optimización local y filtrado 

Los candidatos encontrados que cumplían con las características de los 

submodelos fueron sometidos a un proceso de optimización local y filtrado 

con la finalidad de: 1) encontrar el mejor ajuste del candidato en la 

cavidad de 3CLpro y 2) dar solución a los choques generados con la 

proteasa. El origen de estos choques yace en que los candidatos 
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resultantes se encontraban acomodados en el sitio de interés 

considerando únicamente el MFC del cual derivaban y el sitio de unión, 

dejando de lado el tamaño del ligando y el comportamiento de éste en el 

contexto de la proteasa. Con la intención de eliminar los choques de los 

confórmeros con la proteína y asignar conformaciones energéticamente 

favorables a los ligandos en el contexto de la proteasa, se realizó una 

optimización local empleando Smina [202]. La opción de scoring y 

minimización empleada fue: minimize, considerando 800 iteraciones y un 

campo de fuerza permitido de 0.1. En cuanto al proceso de filtrado, se 

realizó una inspección visual a través de la cual se tomó en cuenta la 

selección del mejor confórmero en el contexto de la cavidad del receptor, 

conservando el sub-modelo farmacofórico. Se descartaron ligandos 

repetidos y aquellos que tras dicha optimización continuaban chocando 

con la proteasa o dejaban de reproducir el sub-modelo farmacofórico del 

cuál derivaron. 

5.7 Acoplamiento molecular 

Se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular para evaluar las 

afinidades de unión entre la proteína de interés y los posibles candidatos 

optimizados derivados de los sub-modelos farmacofóricos, así como para 

identificar si los candidatos encontrados tenían el potencial teórico de 
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unirse a 3CLpro espontáneamente y si dicho modo de unión era el más 

favorable y frecuente. 

La proteasa empleada como referencia fue la contenida en el cristal 

asociado al código PDB: 6M2N, a ésta se le adicionaron cargas e 

hidrógenos considerando un pH de 7.4. Las moléculas seleccionadas por 

el modelo farmacofórico fueron empleadas como ligandos. Los ligandos 

fueron preparados mediante la adición de hidrógenos explícitos, de 

estados tautoméricos a pH 7.4, y generando coordenadas 3D con 

Standardizer v21.8.0 [203]. 

El acoplamiento molecular se realizó empleando el software GOLD del 

Cambridge Crystallographic Data Center (CCDC) [154]. El sitio de 

búsqueda se definió empleando a la Cys145 como punto céntrico y 

extendiendo la región de búsqueda 15 Å de radio. Para la búsqueda 

conformacional por ligando, se realizaron 50 ejecuciones del algoritmo 

genético. Cada pose fue evaluada empleando la función de PLP Chemscore 

establecida en el software GOLD. Finalmente, para cada candidato se 

guardaron las 50 mejores poses para su posterior análisis. 

5.8 Validación del Acoplamiento molecular 

Para llevar a cabo esta validación se empleó el grupo de validación 

descrito previamente y el software de acoplamiento molecular GOLD. Para 

ello se empleó la proteasa definida como referencia (6M2N) y los ligandos 
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del grupo de validación previamente tratados. De igual forma se siguió el 

protocolo de acoplamiento molecular tal y como se enuncia en el apartado 

anterior (5.7 Acoplamiento molecular). Para cada ligando del grupo de 

validación se generaron 50 confórmeros. 

Tras la realización de los acoplamientos moleculares, se estudiaron las 50 

poses por ligando y se determinó la pose mayoritaria con el fin de 

determinar si está correspondía a la pose cristalográfica. Para esto se 

realizaron alineamientos entre el confórmero generado del acoplamiento 

molecular y la pose cristalográfica encontrada en el grupo de validación. 

Finalmente, se consideraron aquellos confórmeros con un RMSD≤3.5 Å 

para el establecimiento de la pose mayoritaria. 

 

VI. Resultados 
 
Se estudiaron un total de 181 cristales relacionados con los indicadores 

“3CLpro” y “R1A_SARS2” derivados de UniProt [196], de los cuales 157 

correspondían a complejos proteína-ligando, de los cuales 94 de ellos 

contenían inhibidores del tipo covalentes y 63 del tipo no covalentes. Para 

fines del proyecto se emplearon únicamente 130 de los 157 complejos 

proteína-ligando, esto debido a que algunos ligandos se encontraban en 

una región diferente a la del sitio activo en 3CLpro. 
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6.1 Alineamiento de secuencia 

Mediante un estudio de alineamiento de secuencia se determinó que el 

porcentaje de identidad entre los 181 cristales fue del 96-100%, 

resultados que pueden ser visualizados en la Figura 10. 

 

Figura 10. Alineamiento de secuencia de diversas 3CLpro de SARS–CoV–
2.  
Porcentaje de identidad derivado del alineamiento de secuencia entre las 
diversas estructuras cristalográficas disponibles de 3CLpro de SARS–CoV–2. 

6.2 Modelo farmacofórico 3D 

Para cada ligando cocristalizado extraído de los complejos proteína-

ligando de 3CLpro se generó un modelo farmacofórico 3D basado en el 

receptor. Se consideraron 130 ligandos a partir de los cuales se identificó 

un total de 522 descriptores farmacofóricos en el contexto de la díada 
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catalítica, dentro de los cuales se encontraron: a) 289 descriptores del 

tipo aceptor de puente de hidrógeno (AH), b) 179 descriptores del tipo 

donador de puente de hidrógeno (DH), y c) 54 descriptores del tipo 

hidrofóbico (Hyd). Ver Figura 11. 

 

Figura 11. Esquematización de la determinación de modelos 
farmacofóricos 3D de ligandos cocristalizados con 3CLpro. 
(11a) Descriptores farmacofóricos del Boceprevir en el contexto del sitio activo 
de 3CLpro (PDB: 6ZRU). (11b) Conjunto de descriptores derivados a partir de 
130 ligandos cocristalizados con 3CLpro. (11c) Tabla que resume la cantidad y 
el tipo de descriptores determinados. El código de colores corresponde a amarillo 
para los descriptores AH, rosa para los descriptores DH y verde para los 
descriptores Hyd. 

6.3 Agrupamiento jerárquico y MFC 

Considerando el gran cumulo de información obtenida y la falta de una 

adecuada representación, se realizó un agrupamiento jerárquico basado 

en la distancia entre los descriptores farmacofóricos. La esquematización 

de la generación de los centroides por tipo de descriptor se visualiza en 

las Figuras 12, 13 y 14. 
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Figura 12. Esquema de la generación de centroides Hyd. 
Los 54 descriptores del tipo Hyd identificados (12a), se estudiaron y analizaron. 
Considerando la estructura en red formada y el heatmap (12b) se establecieron 
6 centroides (12c). En azul y cian se visualiza la diada catalítica conformado por 
la His41 y Cys145, respectivamente. 

 
Figura 13. Esquema de la generación de centroides AH. 
Los 289 descriptores del tipo AH identificados (13a), se estudiaron y analizaron. 
Considerando la estructura en red formada y el heatmap (13b) se establecieron 



 

 68 

8 centroides (13c). En azul y cian se visualiza la diada catalítica conformado por 
la His41 y Cys145, respectivamente. 

 

Figura 14. Esquema de la generación de centroides DH. 
Los 179 descriptores del tipo DH identificados (14a), se estudiaron y analizaron. 
Considerando la estructura en red formada y el heatmap (14b) se establecieron 
10 centroides (14c). En azul y cian se visualiza la diada catalítica conformado 
por la His41 y Cys145, respectivamente. 
 

De esta manera se pasó de contar con 522 descriptores farmacofóricos a 

tan sólo 24 centroides representativos, resultados que se muestran en la 

Tabla 1.  

Tabla 1. Descriptores farmacofóricos y centroides del MFC. 

Descriptores Grupos 
generados 

Número de 
Centroides Tipo Cantidad 

Hyd 54 6 6 
DH 179 10 10 
AH 289 8 8 

Total 522 24 24 
Las abreviaciones para el tipo de descriptor corresponden a Hyd: hidrofóbico, 
DH: donador de puente de hidrógeno, AH: aceptor de puente de hidrógeno. 
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Finalmente, considerando todos los centroides antes mencionados, se 

generó el MFC el cual, como ya se mencionó, partió de considerar 522 

descriptores derivados de 130 ligandos en complejos cocristalizados con 

3CLpro, para finalmente contemplar 24 centroides que representan la 

complejidad del conjunto de ligandos en el contexto del receptor y su sitio 

activo. La Figura 15 ilustra la generación de este MFC. 

 
Figura 15. Generación del MFC.  
Los 522 descriptores farmacofóricos identificados (15a) (se empleó el mismo 
código de color como en la Figura 10) se redujeron a 24 centroides (15b) de 
acuerdo con el agrupamiento jerárquico de su posición espacial.  

6.4 Validación del MFC 

Para llevar a cabo la validación del MFC se estableció un grupo de ligandos 

cocristalizados. Para realizar lo anterior se empleó un proceso de filtrado 

partiendo de 177 complejos ligando-proteína en el contexto del sitió 

activo de 3CLpro. De éstos, se descartaron los ligandos duplicados 

dejando un total de 152 ligandos únicos. Posteriormente, se consideraron 

aquellos ligandos que contaban con más de un enlace rotable, más de 
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tres puntos farmacofóricos y un peso molecular (MolWT, por sus siglas en 

inglés) mayor a 200 Da, dando lugar a un grupo de validación con 78 

ligandos únicos. 

La distribución de los ligandos pertenecientes al grupo de validación en 

relación con su MolWT, el número de enlaces rotables y número de puntos 

farmacofóricos se observa en la Figura 16. 

 

Figura 16. Distribución de los ligandos del grupo de validación con 
respecto a algunos de sus descriptores moleculares.  
(16a) Se relacionó el MolWT con el número de enlaces rotables que poseen los 
ligandos del grupo de validación, (16b) así como el MolWT con el número de 
descriptores farmacofóricos que poseen los mismos. 
 

A partir de los 78 ligandos únicos que conformaban el grupo de validación, 

se generó una librería de 19,500 confórmeros con el fin de capturar las 

poses cristalográficas. 

Finalmente, de un total de 78 ligandos se logró capturar la pose 

cristalográfica con un RMSD≤2.5 Å de 31 ligandos, que mediante el 

empleo de la ecuación %Eficiencia, previamente definida, se determinó 
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que este modelo farmacofórico consenso presentó un 39.7% de eficiencia, 

es decir, logró captura la pose cristalográfica de aproximadamente 4 de 

cada 10 ligandos.  

%)*+,+-.,+/	 = #2
34 ∗ 100	 → 	%)*+,+-.,+/	 = 31

78 ∗ 100 

%)*+,+-.,+/	 = 39.7	% 

El proceso completo de la validación del MFC se visualiza en el Esquema 

1. 

Esquema 1. Proceso de validación del MFC.  

 

Los resultados se organizaron y representaron en la Figura 17. En la 

Figura 17a se observa la distribución de datos de los ligandos relacionando 

su RMSD con respecto a la cantidad de descriptores que presentaron. En 

la Figura 17b se observa la relación del RMSD con cada molécula. 
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Figura 17. Resultados de validación del MFC.  
Se organizaron los datos cristalográficos con respecto a la cantidad de 
descriptores con la que cada ligando contó (17a) en relación con el RMSD 
derivado de la comparación entre la pose capturada y la cristalográfica (17b).  

(a) 

(b) 
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6.5 Submodelos Farmacofóricos y búsqueda de potenciales 

candidatos 

Con el objetivo de identificar potenciales candidatos se cotejaron 

diferentes librerías químicas. En la Figura 18 se observa la composición 

de moléculas y confórmeros que construyen cada una de las librerías 

químicas cotejadas. 

 

Figura 18. Librerías químicas cotejadas.  
Se observan dos barras de diferente color por base de datos, por un lado, el 
color oscuro refleja la cantidad de moléculas mientras que, por el otro, el color 
claro refleja la cantidad de confórmeros con los que la base de datos se 
encuentra constituida. Las bases cotejadas fueron CHEMBL25, ChemDiv, 
ChemSpace, MCULE, MCULE-ULTIMATE, MolPort, NCI Open Chemical 
Repository, PubChem, LabNetwork y Zinc. 
 
Se generaron 13 submodelos farmacofóricos diferentes que exploran la 

cavidad y priorizan los centroides con respecto a los descriptores químicos 

con mayor frecuencia de aparición. Esta priorización se realizó con base 
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en el expertis químico, es decir, con base en la experiencia adquirida tras 

el estudio, análisis y visualización de la naturaleza de la cavidad y de sus 

respectivos ligandos. 

Cabe destacar que estos submodelos contaban con 6 o 7 centroides. Las 

características de estos submodelos farmacofóricos se encuentran 

enlistadas en la Tabla 2. 

En lo que respecta a la búsqueda de candidatos cuyos descriptores 

químicos coincidieron con los centroides presentados por los submodelos 

propuestos, se obtuvo un total de 1354 candidatos. Estos resultados se 

enlistan en la Tabla 3. 

Tabla 2. Centroides por submodelo 

farmacofórico. 

Tabla 3. Candidatos 

obtenidos por Submodelo 

farmacofórico. 

Los submodelos reciben sus nombres respectivos debido a que derivan de una 
lista extensa de submodelos farmacofóricos que contemplaban una amplia 
variedad de combinaciones, aquí únicamente se anexan aquellos que se 
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consideraron de importancia y a través de los cuales se obtuvieron potenciales 
candidatos. Los descriptores farmacofóricos considerados para cada submodelo 
se marcan con un circulo color verde.  

6.6 Optimización local y filtrado 

Tras la obtención de los candidatos, se llevaron a cabo los procesos de 

optimización local y filtrado, por medio de los cuales, de contar con 1354 

candidatos, la lista finalmente se redujo a sólo 312 candidatos. El proceso 

de optimización local consistió en encontrar una disposición espacial de la 

colección de átomos que describen el hit en el contexto de la proteína 

donde la red entre la fuerza atómica en cada átomo es aceptablemente 

cercana a cero y la posición en la superficie de energía potencial es un 

punto estacionario. La intención de realizar dicha optimización es la 

importancia física de la estructura del hit obtenida y debido a que a 

menudo las estructuras optimizadas corresponden a las estructuras 

naturales [204]. 

El proceso de filtrado consistió en descartar aquellos ligandos que se 

encontraban repetidos o que, tras su optimización local, dejaban de 

alinearse en contra del MFC o continuaban generando choques con la 

3CLpro. 
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6.7 Validación del acoplamiento molecular 

El procedimiento de validación de acoplamiento molecular consistió en 

determinar la capacidad con la que 1) el protocolo empleado lograba 

acoplar los candidatos a 3CLpro y 2) reproducía las poses cristalográficas 

de los ligandos extraídos de los complejos proteína-ligando recabados con 

anterioridad. Para llevar a cabo lo antes descrito se uso el grupo de 

validación descrito previamente y el software de acoplamiento molecular 

Gold. Los resultados de cada pose por cristal considerando su RMSD se 

visualizan en la Figura 20. Finalmente, se determinó que únicamente fue 

posible reproducir la pose cristalográfica con alta frecuencia de 7 ligandos 

de un total de 78 ligandos, siendo el protocolo de acoplamiento molecular 

un 8.9% eficaz a la hora de reproducir una pose cristalográfica para este 

sistema. Cabe destacar que se consideró alta frecuencia si al menos 20 

poses reproducían la pose cristalográfica (ver Figura 19). 
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Figura 19. Validación de acoplamiento molecular.  
En la Figura 19a se muestra la relación entre el RMSD por cada pose de cada 
cristal, considerando que los resultados están organizados de menor a mayor 
MolWT, yendo de izquierda a derecha. En la Figura 19b se muestra la relación 
entre la frecuencia con la que las poses presenta un RMSD≤3.5 Å conforme a 
cada cristal. 

6.8 Acoplamiento molecular 

Los 312 candidatos obtenidos tras el filtrado fueron acoplados a 3CLpro 

mediante el empleo del software Gold. Se generaron 50 poses por cada 

uno de los candidatos. Los resultados de RMSD y Score por candidato se 

visualizan en la Figura 20. 

(a) 

(b) 
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Figura 20. Resultados del acoplamiento molecular. 
En la figura 20a se muestra la relación entre el RMSD por cada pose de cada 
candidato, considerando que los resultados están organizados de menor a mayor 
MolWT, yendo de izquierda a derecha. En la figura 20b se muestra la relación 
entre la frecuencia con la que las poses presentan un RMSD≤3.5 Å conforme a 
cada candidato. 
 

La lista de los 12 candidatos catalogados como los mejores, los cuales 

contaron con poses con RMSD≤3.5 Å, junto con sus respectivas 

frecuencias y scores se enlistan en la Tabla 4. 

  

(a) 

(b) 
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Tabla 4. Mejores candidatos derivados del acoplamiento molecular. 

 
Se enlistan los mejores 12 candidatos resultantes del acoplamiento molecular 
con base en su frecuencia. La frecuencia hace referencia a aquella con la que 
aparecen poses con un RMSD≤3.5 Å. La columna de pose, RMSD (Å) y Score 
hacen referencia a la pose con un menor RMSD, ese RMSD y la calificación 
asignada por GOLD a dicha pose, respectivamente.  
 
Los mejores candidatos abordados con anterioridad se visualizan en la 

Figura 21 y se identifican con respecto al nombre del candidato. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ID Candidato Frecuencia Pose RMSD (Å) Score
1 PubChem-89540457 45 24 2.02 68.29
2 PubChem-122614371 45 49 2.19 57.55
3 CHEMBL551086 44 49 2.32 58.85
4 PubChem-114466037 41 39 2.56 45.52
5 PubChem-114466030 39 12 1.58 45.53
6 PubChem-135575957 30 10 2.22 55.58
7 CSC081415153 26 7 2.49 58.39
8 PubChem-137443050 25 32 2.02 65.80
9 PubChem-119727606 23 26 1.90 43.47
10 PubChem-118416138 22 26 2.16 48.51
11 MolPort-003-169-209 20 37 2.24 51.67
12 CSC091185414 20 29 2.67 58.20

Software: GOLD
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Figura 21. Mejores candidatos en el contexto de 3CLpro. 
Los esqueletos de los candidatos se visualizan de color magenta, mientras que 
la diada catalítica, conformada por la His41 y Cys145, esta coloreada de azul y 
cian, respectivamente. Los descriptores farmacofóricos mantienen la misma 
relación de colores que ha sido marcada anteriormente. 
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VII. Discusión 

La enfermedad conocida como COVID–19, causada por SARS–CoV–2, ha 

sido la responsable de más de 5.2 millones de muertes alrededor del 

mundo y más de 262.1 millones de casos confirmados de contagios, desde 

sus inicios, hasta finales del 2021 [6]. Se ha determinado a 3CLpro como 

uno de los principales blancos terapéuticos para la generación de 

candidatos con potencial actividad inhibitoria contra SARS–CoV–2 debido 

a su función crucial dentro del ciclo replicativo [19] (ver Figura 4 y 6). 

Se han identificado una amplia variedad de potenciales inhibidores de 

3CLpro que interactúan con el sitio activo, sin embargo, la actividad de 

estos fármacos para prevenir o reducir la severidad de los síntomas de la 

COVID–19 no ha sido completamente establecida [77], por lo que 

prevalece la urgencia del desarrollo e identificación de candidatos 

farmacológicos adicionales cuyos blancos terapéuticos en SARS–CoV–2 

sean eficaces en el tratamiento de la COVID–19 [78].  

 

Con la finalidad de identificar nuevos candidatos con potencial actividad 

inhibitoria de la 3CLpro, se llevó a cabo este proyecto para lo cual se 

recabó toda la información cristalográfica existente relacionada a la 

3CLpro. Tras un estudio de alineamiento de secuencia se determinó que 

el porcentaje de identidad entre las 181 estructuras relacionadas con 

3CLpro de SARS–CoV–2 (complejos proteína-ligando covalente, no 
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covalente y en forma APO) era del 96% al 100%. Del mismo modo se 

determinó que el sitio activo conformado por la His41 y Cys145 se 

encuentra altamente conservado. Los dos puntos previos indican que esta 

proteasa, así como su sitio activo se encuentran altamente conservados 

y, a su vez, confirma lo que otros estudios han reportado con anterioridad 

(ver Figura 4, 6 y 10) [10,205]. 

Tras los experimentos anteriores se identificaron dos puntos importantes: 

1) los inhibidores del tipo covalente y no covalente en el sitio activo de 

3CLpro no generan cambios conformacionales de importancia en la 

proteasa (ver Figura 10) y 2) el sitio con mayor fluctuación corresponde 

al tercer dominio, lugar donde no reside el dominio catalítico. Esto implica 

que el sitio activo de 3CLpro permanece constante en todos los sistemas 

estudiados sin importar el tipo interacciones que éstos presentan. 

A continuación, se extrajeron los ligandos ubicados dentro de la diada 

catalítica de 3CLpro, a partir de los cuales se generaron, a su vez, modelos 

farmacofóricos individuales. 

Un modelo farmacofórico, como ya se mencionó, es el ensamble de 

descriptores farmacofóricos necesarios para asegurar las interacciones 

entre un ligando con un blanco terapéutico [168]. Dicho modelo puede 

establecerse a través de dos enfoques diferentes, el LBP y el SBP [168]. 

El enfoque SBP se empleó en el proyecto ya que se contaba con una 

amplia evidencia experimental de complejos proteína-ligando. A través de 
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este enfoque se exploraron los posibles puntos de interacciones entre las 

estructuras 3D de 3CLpro y los diversos ligandos cocristalizados [168]. 

Cabe destacar que el SBP se ha convertido en una estrategia 

computacional clave debido a que facilita el descubrimiento de fármacos 

considerando ensambles experimentales [168]. El empleo de la 

metodología SBP en 3CLpro es interesante, por la gran cantidad de 

información experimental existente derivada de la situación de 

emergencia internacional, ya que ésta nos permitió identificar puntos de 

suma importancia tales como la preferencia de ciertos tipos de 

descriptores farmacofóricos con ciertos residuos de 3CLpro, la naturaleza 

de los subsitios en 3CLpro y la frecuencia con la que algún tipo de 

interacción se presentaba.  

 

Aplicando el enfoque SBP se generaron 130 modelos farmacofóricos a 

partir de los ligandos obtenidos, los cuales en conjunto se encontraban 

compuestos por un total de 522 descriptores farmacofóricos (ver Figura 

11). Dentro de éstos, el descriptor con mayor porcentaje de aparición fue 

del tipo AH 55.4% (289), mientras que el 34,3% (179) y el 10.3% (54) 

restante, correspondían a los descriptores del tipo DH e Hyd, 

respectivamente. En el mismo sentido, la mayoría de los descriptores del 

tipo DH se presentaron con mayor frecuencia entre la cavidad S1’–S2. 

Estos resultados concuerdan con la especificidad de la proteasa, dado que 
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en esta zona (S1’–S2) sucede el ataque nucleofílico de la Cys-145 al 

sustrato, reacción que es catalizada por la formación de un puente de 

hidrógeno entre la His41 con el sustrato. Como consecuencia, la presencia 

de descriptores del tipo DH en dicha cavidad es de suma importancia 

[206]. 

 

En vista de la gran información cristalográfica obtenida a partir de los 

ligandos presentes en la cavidad catalítica de 3CLpro se estableció la 

metodología del MFC. Para este proyecto el MFC puede ser definido como 

el ensamble de descriptores farmacofóricos óptimos que representan 

eficientemente a múltiples modelos farmacofóricos en el contexto de un 

sitio de interés de importancia biológica. Dicha metodología tiene como 

objetivo el descubrimiento de potenciales fármacos a partir de 

información cristalográfica existente sobre un sistema proteína-ligando.  

Cabe destacar que el MFC tiene una serie de ventajas que ilustran su 

potencial frente a las estrategias convencionales de VS como el modelo 

farmacofórico y el acoplamiento molecular, tales como 1) se encuentra 

basado en una amplia evidencia experimental de una variedad de ligandos 

en el contexto de su receptor, 2) tiene el poder de ser representativo ya 

que permite considerar la frecuencia de aparición de los descriptores 

farmacofóricos y la frecuencia de interacción de éstos con los residuos 

proteicos, 3) permite identificar la naturaleza de la diada catalítica, y 4) 
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empleando un MFC se combate el problema más frecuentemente 

identificado para el SBP, ya que para este último se pueden identificar 

demasiadas características químicas de naturaleza subyacente [168]. 

Lo anterior justifica el uso del MFC, gracias a su gran potencial 

representativo, descriptivo e innovador. Con esta metodología se pasó de 

contar con 522 descriptores farmacofóricos a tan sólo 24 centroides 

representativos por zona (ver Figura 15). 

Cuando el MFC se enfrentó al grupo de validación, se determinó que el 

porcentaje de eficiencia fue del 39.7% (con un RMSD≤2.5 Å), indicando 

que con este modelo es posible capturar la pose cristalográfica de 

aproximadamente 4 de cada 10 ligandos, sin perder las características del 

MFC (ver Figura 17). Aquí es pertinente hacer mención que con base en 

los puntos antes mencionados para el MFC y considerando que 1) se partió 

de información experimental y, 2) se contempló la representatividad por 

zona, tipo de descriptor y frecuencia, empleando lo previamente 

denominado como expertise químico, se esperaba que tras la validación 

se lograra capturar una mayor cantidad de poses cristalográficas (al 

menos más del 60%). 

Comparando los resultados obtenidos y los esperados para la validación 

del MFC, así como realizando el análisis del flujo de trabajo, es posible 

que existan características importantes que no fueron consideradas para 

abordar una amplia representatividad por inter e intragrupo de 



 

 86 

descriptores en el contexto de 3CLpro y que a su vez definieron el 

porcentaje de eficiencia obtenido, dejando de lado la modificación de la 

matriz de distancia (ver Perspectivas). Lo anterior con base en una idea 

simple: si contamos con descriptores de diferente tipo, naturaleza y 

frecuencia de aparición, no es sensato establecer que las interacciones 

óptimas generadas por todos los descriptores tengan el mismo valor para 

la generación del MFC. 

Cabe acentuar que este modelo, al contar con una validación como base, 

impone un punto de inicio a partir del cual el desarrollo y la optimización 

pueden ser llevados a cabo para este sistema, de modo que logre 

representarlo de manera óptima. Por otra parte, dado que no hay 

metodologías similares reportadas que cuenten con una validación 

asociada a este sistema, se hace difícil realizar una comparación exacta. 

Así mismo, esto coloca a la metodología del MFC como una metodología 

innovadora basada en evidencia experimental. 

  

Tras la generación y validación del MFC en el contexto de 3CLpro, con el 

fin de generar potenciales candidatos, se realizó un VS. Para lo anterior 

se determinó que el MFC seguía siendo complejo y difícil de analizar, 

puesto que el empleo íntegro de dicho modelo en el VS empleando 

Pharmit no generó resultado alguno. Esto debido a que en el universo 

químico no existe entidad química tal que cuente con 24 descriptores 
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farmacofóricos particulares en esa disposición espacial determinada. Con 

base en lo anterior, se decidió fragmentar el MFC en submodelos. 

Se probó una fracción de submodelos con un número variable de 

centroides, dentro de los cuales destacaron 13 submodelos que 

exploraban la cavidad y priorizaban los centroides con respecto a los 

descriptores químicos con mayor frecuencia de aparición. Para los 13 

submodelos farmacofóricos destacados, se consideraron entre 6 y 7 

centroides (ver Tabla 2) con base en 1) el estudio que Yang S-Y y 

colaboradores (2010), quienes en su informe destacaron que un modelo 

farmacofórico compuesto por más de 7 características químicas no es 

adecuado para aplicaciones prácticas (recomendando de 3 a 7 

descriptores) [168], y 2) se buscaron candidatos que cubrieran de forma 

adecuada la cavidad, potenciando la mayor cantidad de interacciones 

proteína-ligando. Del mismo modo, los submodelos contemplaron en 

promedio de 2 a 3 centroides por cada tipo de descriptor farmacofórico 

empleado. 

Los centroides más frecuentemente utilizados en los 13 submodelos 

estudiados fueron el 10, 14 y 18 (DH), el 6 y 8 (AH), así como el 22 y 24 

(Hyd). Estos centroides y su uso concuerdan con las características que 

presentan los subsitios S1’, S1 y S2 de 3CLpro. Por ejemplo, el centroide 

10 (DH) se localizó sobre la His41 en el subsitio S1’, el cual se caracteriza 

por contener la díada catalítica His41-Cys145 de 3CLpro [206]. Por otra 
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parte, los centroides 14 y 18 (DH), así como el 8 (AH) se localizan entre 

S1 y S1’, próximos a His163 y Glu166, residuos que han sido reportados 

como participantes en la formación de puentes de hidrógeno esenciales 

para la actividad de 3CLpro [206]. Es con lo anterior que la presencia de 

aceptores y/o donadores de puente de hidrógeno entre S1’-S1 son de vital 

importancia en el desarrollo y diseño de fármacos inhibidores de 3CLpro. 

Con respecto a los centroides 22 y 24 (Hyd), éstos se localizan entre S2–

S1’, concordando con la naturaleza de las cavidades, ya que, por un lado 

S2 tiene la naturaleza de ser una cavidad hidrofóbica flexible, destacando 

que en este subsitio generalmente se prefieren los anillos de benceno o 

ciclopropilmetilo cuando se diseña la posición P2 de inhibidores 

peptidomiméticos [206]. Por el otro lado, derivado de estudios de 

interacción sobre 3CLpro, se observó que la presencia de sustituyentes 

que forman interacciones del tipo hidrofóbico en S1’ son relevantes para 

la unión de un candidato a 3CLpro [95]. 

Cabe destacar que, acorde a las observaciones de Keretsu, S. y 

colaboradores (2020), la presencia de sustituyentes con el potencial de 

formar interacciones del tipo hidrofóbico y puente de hidrógeno con los 

residuos localizados en S1’, pueden incrementar la energía de afinidad del 

candidato con 3CLpro al emular el patrón de unión al sustrato [95]. 

Finalmente, en cuanto al centroide 6 (AH), éste se ubica entre S1-S1’, sin 

embargo, cabe señalar que este centroide engloba una amplia red de 
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descriptores, dentro de los cuales la mayoría se encuentran ubicados 

sobre la His41, sin embargo, tras la generación del centroide, éste se 

localizó en el punto medio de la red formada, quedando alejado de la 

díada catalítica (ver Figura 13). Este punto demuestra que el MFC tiene 

el potencial de optimizarse e incrementar el nivel de representatividad 

qué presenta para el sistema 3CLpro (ver Perspectivas). 

Es importante señalar que tras la obtención de los 24 centroides del MFC 

y la consecuente generación de submodelos farmacofóricos dentro de la 

cavidad de 3CLpro, se determinó que existen entre 1.3x105 y 3.4x105 

combinaciones diferentes de submodelos farmacofóricos que consideran 

entre 6 y 7 centroides, respectivamente. Lo anterior indica que, sin tomar 

en cuenta los 13 submodelos farmacofóricos considerados para este 

proyecto, contamos con un extenso universo químico por explorar con la 

capacidad de tener candidatos con potencial actividad inhibitoria contra 

3CLpro. Cabe recordar que estos 13 submodelos farmacofóricos fueron 

armados y seleccionados, en su mayoría, por poseer los centroides de 

mayor relevancia apoyandonos en el expertise químico. 

Una vez establecidos los submodelos farmacofóricos y tras la realización 

del VS, se obtuvieron 1354 entidades químicas (moléculas y confórmeros) 

derivadas de 10 librerías químicas diferentes (ver Figura 18 y Tabla 3). 

Durante el VS estos submodelos mostraron volúmenes de exclusión, los 

cuales corresponden a zonas prohibidas para que un ligando se ubique en 
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ellas. La función de estos volúmenes de exclusión es la de simular los 

factores estéricos del sitio activo y, por ende, evitar que ligandos con 

geometrías inadecuadas para el sitio activo puedan ser considerados 

como candidatos [207]. 

En lo que respecta a los submodelos, el etiquetado como B2 generó 

resultados en todas las librerias químicas consultadas a excepción de NCI, 

representando aproximadamente el 6% de los candidatos totales 

derivados del VS, siendo a su vez el modelo que englobó la mayor parte 

de los centroides más frecuentemente empleados (6, 8, 10, 14 y 22) 

dentro del conjunto de submodelos considerados. Por otro lado, el 

submodelo D8 fue el que obtuvo el 84% del total de los candidatos 

derivados de las librerías químicas, siendo a su vez el modelo que 

presentó los centroides menos comunes dentro del conjunto de 

submodelos considerados. En el mismo sentido, la librería química que 

arrojo el 74% de los candidatos de D8 fue PubChem, una base de datos 

operada y mantenida por el National Center of Biotechnology Information 

(NCBI), la cual contiene más de 111 millones de estructuras químicas 

[208]. 

Contando con las 1354 entidades químicas, se realizó un proceso de 

optimización local y filtrado, tras el cual se pasó a contar con sólo 312 

moléculas únicas, las cuales son capaces de reproducir el MFC. 

Aproximadamente, el 45%, 24% y 16% de las moléculas únicas derivaron 
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de las librerias químicas PubChem, Chem Space y Mcule-Ultimate, 

respectivamente. En el mismo sentido, la mayoría de estas moléculas 

conservan los descriptores farmacofóricos que conforman al submodelo 

farmacofórico D8, tal es el caso de los candidatos PubChem-122614371, 

PubChem-89540475, PubChem-114466037, PubChem-114466030 y 

PubChem-137443050, por mencionar algunos. Este submodelo cuenta 

con 6 centroides, 2 del tipo AH (4 y 5), 3 del tipo DH (13, 17 y 18) y 1 

del tipo Hyd (21).  

El centroide 5 (AH), así como el 3 (DH) se localizan entre los subsitios S1-

S1’, próximos a His163 y Glu166, los cuales, como ya se mencionó, 

participan activamente en la formación de puentes de hidrógeno con 

3CLpro. El centroide 4 (AH) se localizó sobre S4, la cual a pesar de ser 

reportada como una cavidad estrecha poco profunda de carácter 

principalmente hidrofobico, Keretsu, S. y colaboradores (2020) reportan 

que S4 puede participar en interacciones adicionales a través de la 

formación de puentes de hidrógeno [95]. El centroide 21 (Hyd), así como 

el 17 y 18 (DH), se encuentran próximos a S2 potenciando las 

interacciones con 3CLpro tal y como varios autores han detallado sobre 

esta cavidad [85,95]. 

 

Considerando la gran cantidad de candidatos, se procedió a establecer 

como método de selección un protocolo de acoplamiento molecular, con 
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el fin de proponer una serie de candidatos para la determinación futura 

de su actividad mediante ensayos biológicos. 

Previo al empleo del protocolo de acoplamiento molecular y con el objetivo 

de determinar qué tan efectivo sería éste para predecir adecuados modos 

de unión, se realizó su validación a partir de la cual resultó un porcentaje 

de eficiencia del 8.9% (al menos 20 poses con un RMSD≤3.5 Å), indicando 

que a través de este modelo es posible reproducir la pose cristalográfica 

de aproximadamente 1 de cada 10 ligandos (ver Figura 19). Justificando 

lo anterior, Macip G. y colaboradores (2022) reportan que de 61 estudios 

en los cuales se considera un paso de acoplamiento molecular dentro de 

un protocolo de VS para predecir posibles inhibidores de 3CLpro en SARS–

CoV–2, únicamente 18 autores (29.5%) realizaron una validación del 

protocolo de acoplamiento molecular (re-docking). Por otra parte, los 

mismos autores mencionan que a pesar de usar dos estructuras de 3CLpro 

de SARS–CoV–2 y cinco softwares de acoplamiento molecular, ellos 

demostraron que 1) la correlación entre los valores del co-logaritmo de la 

concentración inhibitoria media (plC50) y los scores de acoplamiento 

molecular no son buenos, y 2) ni el score de acoplamiento molecular o el 

∆G son capaces de distinguir entre compuestos con y sin actividad 

inhibitoria experimental frente a 3CLpro [209]. 

En el mismo sentido, Llanos MA, y colaboradores (2021) analizaron 168 

artículos en donde se emplea el acoplamiento molecular como técnica de 
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VS para predecir posibles inhibidores de 3CLpro en SARS–CoV–2, durante 

el 2020. En éste, determinaron dos puntos principales, el primero es que 

sólo en el 57.7% de los casos examinaron la eficacia del sistema 3CLpro 

antes de realizar el VS, y de ellos, sólo el 29.9% probó tanto la predicción 

de la pose y calculó el rendimiento del cribado virtual. El segundo es que 

en sólo el 4.4% de los artículos donde se calcula la eficacia del VS, los 

autores utilizan para dicho cálculo, un conjunto de prueba (moléculas con 

actividad, sin actividad, señuelo). Adicionalmente, sólo 2 artículos (1.2%) 

han mencionado resultados de pruebas biológicas, siendo que en uno de 

ellos los resultados experimentales no son revelados [210]. 

Todo lo anterior sugiere que el protocolo de acoplamiento molecular no 

ha logrado representar de forma efectiva el sistema conformado por la 

diada catalítica de 3CLpro de SARS–CoV–2 y sus respectivos ligandos 

cocristalizados, razones por las que el uso del acoplamiento molecular 

como técnica única para la realización de VS para predecir posibles 

inhibidores de 3CLpro en SARS–CoV–2, no es viable. Es aquí donde se 

refuerza la idea que señala que el empleo de metodologías tales como el 

modelo farmacofórico y el MFC ganan importancia y tienen la posibilidad 

de arrojar potenciales candidatos basados en resultados experimentales. 

 

A pesar de los resultados obtenidos para la validación del protocolo de 

acoplamiento molecular, teorizamos que aquellos ligandos con alta 
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frecuencia de poses cercanas al MFC podrían ser mejores candidatos para 

estudios posteriores. 

El estudio de acoplamiento molecular determinó que sólo 12 de los 312 

candidatos presentaron un RMSD≤3.5 Å en al menos 20 poses, lo cual 

indica que esos 12 candidatos mantenían las características 

farmacofóricas derivadas del MFC con alta frecuencia (ver Figura 20). 

Por ejemplo, el ligando PubChem-89540475, que cuenta con la mayor 

frecuencia presentada de poses con un RMSD≤3.5 Å mantiene las 

características derivadas del MFC con alta frecuencia y, a su vez, cuenta 

con un score de 68.29, lo cual sugiere que tendrían una buena energía de 

unión con 3CLpro. A nivel molecular este candidato cuenta con 3 

características importantes a destacar dentro de los subsitios (ver Figura 

21). La primera de ellas es que la estructura de este candidato es capaz 

de abarcar la mayor parte de la cavidad. La segunda es que sobre S2 se 

encuentran dos componentes importantes, por un lado se localiza parte 

del macrociclo y por el otro, un grupo donador de puente de hidrógeno, 

componentes que potencian las interacciones con 3CLpro tal y como 

Keretsu, S. y colaboradores (2020), así como otros autores [85,95,206], 

han detallado en sus estudios [95]. La tercera es que en S4 se encuentra 

un grupo sulfonamida el cual presenta dos puntos a destacar. Por un lado, 

tiene la capacidad de actuar como donador y aceptor de puente de 

hidrógeno, y por el otro presenta un valor de la constante de lipofilia de 
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Hansch p=-1.82, lo que marca una hidrofilia importante [211]. En el 

contexto de la diada catalítica de 3CLpro un grupo de esta índole dentro 

de S4 concuerda con la naturaleza de dicho subsitio, el cual se ha 

reportado como una cavidad hidrofóbica flexible [206].  

 

Los otros 11 candidatos catalogados como los mejores tras el empleo del 

MFC y del protocolo de acoplamiento molecular, también tienen el 

potencial de ser inhibidores de 3CLpro, ya que, es necesario remarcar, 

dichos candidatos mantienen características fisicoquímicas, estéricas y 

espaciales extraídas de los submodelos farmacofóricos derivados del MFC, 

el cual a su vez deriva de toda la información cristalográfica considerada. 

 

Finalmente, con el fin de probar la actividad biológica de los 12 candidatos 

con potencial inhibitorio ante 3CLpro de SARS-CoV-2, es necesario la 

realización de ensayos biológicos. Lo anterior con miras a establecer dos 

puntos, 1) un potencial tratamiento que haga frente ante la actual 

situación mundial causada por la COVID-19 y, 2) que se permita el 

establecimiento de la funcionalidad, y posterior optimización, de la 

metodología innovadora del MFC. Adicionalmente, no hay que olvidar que, 

al tratarse de una metodología automatizada para este sistema, ésta es 

capaz de actualizarse con frecuencia, permitiendo recabar toda la 

información novedosa y procesarla en cortos lapsos de tiempo.  
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VIII. Conclusión 

Con base en su estructura y en la investigación bibliográfica previa, se 

seleccionó a la diáda catalítica de 3CLpro, es decir, al contexto de los 

residuos His41 y Cys145, como el sitió de interés para el presente 

proyecto. A partir de ésta diada catalítica y de toda la información 

cristalográfica existente se generó un conjunto de modelos farmacofóricos 

individuales (por ligando cocristalizado con 3CLpro) el cual se empleó en 

la generación de un MFC. 

Se seleccionaron, analizaron e identificaron potenciales candidatos 

inhibidores de 3CLpro derivados de un VS mediante el empleo de un MFC 

y un protocolo de acoplamiento molecular, sin embargo, se determinó que 

la segunda metodología no representa de forma adecuada al sitio activo 

de 3CLpro, ya que sólo se logró reproducir la pose cristalográfica en un 

8.9% del total de los casos, corroborando lo reportado en relación con el 

uso de protocolos de acoplamiento molecular para este sistema. 

Finalmente, se determinó que MFC representa de forma adecuada a los 

inhibidores cocristalizados de 3CLpro y logró capturar un 39.7% de las 

poses cristalizadas, destacando que este modelo tiene el potencial de ser 

optimizado. 
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IX. Perspectivas 

Durante el análisis del MFC se visualizó una limitante, los centroides no 

parecían representar de la mejor forma al gran conjunto de descriptores 

farmacofóricos considerados para este estudio. Esto con base en que 

dichos centroides fueron calculados y generados considerando 

únicamente las coordenadas promedio por grupo de descriptores 

farmacofóricos, dejando de lado 1) la frecuencia de aparición de los 

descriptores de forma particular, por tipo de descriptor, y de forma 

general, así como 2) la dispersión que presentó cada descriptor dentro de 

cada grupo. De esta manera el MFC tiene el potencial de ser optimizado 

al considerar estos dos últimos puntos. En lo que respecta a la 

jerarquización y selección de potenciales candidatos con actividad 

inhibitoria contra la 3CLpro de SARS–CoV–2 se sugiere, en vez del empleo 

de protocolos de acoplamiento molecular, considerar parámetros tales 

como: 1) el RMSD tras optimización, 2) las reglas de Lipinski, 3) el score 

tras minimización, 4) la eficiencia de ligando y 5) la inspección visual. 
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